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Kratka historie Sekce pro studium mikroskopickych hub Ceské védecké
spole¢nosti pro mykologii

Sekce byla zaloZena v r. 1985 v ramci tehdejsi Ceskoslovenské védecké spoleénosti pro
mykologii pii CSAV. Sekce vznikla v ndvaznosti na celostitni seminai ,,Dosavadni vyvoj,
soudasny stav a perspektivy studia mikromyceti v CSSR®, ktery Spole¢nost uspoiadala u
piilezitosti vyznamnych vyro¢i vynikajictho mykologa A. C. J. Cordy (1809-1849), ktery se
jako prvni na nasem tzemi pravé mikroskopickymi houbami zabyval.

V dobé svého vzniku méla sekce kolem 50 ¢&lent z Cech, Moravy i Slovenska, vétSinou
ztad mykologli profesiondlné zaméfenych na problematiku mikroskopickych hub
(fytopatologové, hygienici, lékafi, farmaceuti, mikrobiologové, ale i védecti pracovnici
zdkladniho vyzkumu a studenti mykologie). Sekce vSak byla a stdle zstava oteviend i dalSim
zajemcum, kteii se o mikromycety zajimaji jen ptilezitostné.

Praci sekce v prvnich letech fidil tficlenny vybor ve slozeni RNDr. M. Svréek, CSc.
(pfedseda), RNDr. V. Holubova, CSc. () a prom. biol. K. Prasil, CSc. (jednatel). Sekce
v téchto letech uspotddala né€kolik celostatnich seminafi, neformalnich setkdni a exkurzi. V
nasledujicim obdobi se cinnost sekce postupné redukovala (podobné jako i aktivita ostatnich
sekci Spolecnosti), pfedevsim v duasledku socidlné-profesnich zmén v Zivoté clenské
zékladny.

Zakladnimu vyzkumu mikroskopickych hub se u nds vénuje pouze nékolik specialistii, ale
mnoho dalSich pracovnikl, zaméfenych na fytopatologii, lesnickou, potraviniiskou nebo
zdravotnickou praxi se s mikroskopickymi houbami setkdva. Pfitom Casto nardzeji na Cetné
problémy pii urCovani mikromycetli a pii diagnostice chorob ¢i zmén, jez tyto houby
zpuisobuji na jinych organismech, surovindch a Zivotnim prostiedi ¢lovéka.

Hlavnim udkolem sekce je posilit vzdjemny kontakt mezi pracovniky, ktefi se studiem
mikroskopickych hub zabyvaji. To se d¢je predeviim formou teoreticky 1 prakticky
zam¢efenych semindii a odbornych exkurzi. DalSim smyslem c¢innosti sekce je snaha o
koordinaci vyzkumu mikromycetii na nejriznéjSich vyzkumnych a resortnich pracovistich,
sjednocovani terminologie a diagnostickych metodik, seznamovani ¢lend s novymi vysledky
taxonomickych a ekologickych studii o nejrizné¢jsich skupinach téchto hub.

Pravidelnou ¢innosti sekce ziistavaji kazdoro¢ni exkurze do okoli Prahy, které ptispivaji k
odbornému i spoleCenskému kontaktu zdjemcl o problematiku mikroskopickych hub.
Exkurze v uplynulych letech vedli nejcastéji M. Svrcek, J. Markova, K. Prasil a M. Sukov4,
mezi 15-20 ucastniky vzdy byli i studenti mykologie a fytopatologie z Piirodovédecké fakulty
UK v Praze.

V roce 2007 diky iniciativé dr. A. Novakové obnovila sekce svou koordinacni, odbornou 1
spole¢enskou funkci. Dr. A. Novédkova uspofddala v Ceskych Bud&jovicich pracovni setkani
zdjemcl o problematiku mikroskopickych hub , MICROMYCO 2007%. Setkdni se tcastnilo
celkem 36 pracovnikil i studentd z CR a SR. VétSina ucastnikil (vEetnd studentil) piednesla
zajimavé odborné piispévky a hlavnim vysledkem akce byla naprostd shoda o prospéSnosti a
uziteCnosti podobnych setkdni. Lze tedy doufat, Ze obnovena Cinnost sekce pod vedenim dr.
A. Novédkové bude pokracovat a dalSi pracovni setkani, tematické semindfe a exkurze
piivedou do jejich fad nové, predevsim ty nejmladsi zajemce.



Prehled seminaii, které Sekce pro studium mikroskopickych hub dosud usporadala:

Mucorales — izolace, determinace a vyznam (1988)

Problémy ochrany mikroskopickych hub (1988)

Problematika a metodika determinace nékterych skupin hyfomyceti (1989)

Problematika mikromycetl ve vodéach (1990)

Ophiostomatales — vysledky souCasného taxonomického a fytopatologického vyzkumu
(1991)

Soucasny stav, vyuziti modernich metod a perspektivy studia rodu Penicillium (1994)

7. Problematika anamorfniho rodu Fusarium (1998)

SR D=

N

Sekce vydala jiz tfi sborniky s piispévky z n¢kterych semindit:
e Problematika a metodika determinace nékterych skupin mikroskopickych hub*

(1991) -  rozebrano;

e ,.Ophiostomatales — vysledky soucasného taxonomického a fytopatologického
vyzkumu* (1992);

e ,.Soucasny stav, vyuZziti modernich metod a perspektivy studia rodu Penicillium*
(1995) .

KAREL PRASIL



Izolacia Pithomyces chartarum z potravinarskej pSenice

MARIA DOVICICOVA, ROMAN LABUDA, DANA TANCINOVA

DOVICICOVA, M., LABUDA, R., TANCINOVA, D.: An isolation of Pithomyces chartarum from wheat grains.
Proceedings of the MICROMYCO 2007, NOVAKOVA, A. (Ed.): pp. 5-8. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

During mycological investigation of wheat grains carried out on November 2006 in Slovakia a single isolate of
Pithomyces chararum was encountered as an element of superficial mycobiota of grains. Article brings notes
towards morphology (accompanied with illustrations) and toxicological potential of this fungus.

Keywords: wheat grains, Pithomyces chartarum

Mairia Dovicicovd, 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

* Presented at workshop MICROMYCO 2007, Ceské Bud¢jovice, September 4-5, 2007.

Uvod

Z taxonomického hladiska patri rod Pithomyces Berk. & Broome do celade
Pleosporaceae, triedy Dothideomycetes akmena, resp. oddelenia Ascomycota (Index
Fungorum, 2004). Pithomyces chartarum (Berk. & M. A. Curtis) M. B. Ellis je svetovo
rozSirend saprotrofnd vldknitd mikroskopickd huba, ktord mozno izolovat z rozli¢ného
rastlinného materidlu, zo vzduchu, pédy a podobne (ELLIS, 1971; COLE & CoX, 1981; Roux
& VANWARMELO, 1997; DOMSCH et al., 1998; Filamentous Fungi database, 2007). Vyznam
tejto huby spociva okrem iného v jej potencii produkovat mykotoxin sporidezmin.
Sporidezmin po poziti spdsobuje vazne poskodenia pecenovych a Zl¢ovych kandlikov, ktoré
vyustuji do sekundarnej fotosenzitizacie a tvarového ekzému u prezivavcov, pastcich sa na
infikovanych pastvinidch (COLE & CoX, 1981; KIRK et al., 2001; DUNCAN et al., 2005; PINTO et
al., 2005; VAN WULICKHUISE, 2006).

Material a metodika

Kmen Pithomyces chartarum bol ziskany ako zloZka povrchovej mykoflory pSeni¢ného
zrna platiiovou zried'ovacou metédou bez povrchovej dezinfekcie ztn na DRBC agare (agar
s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou Cervenou; Merck, Darmstadt, Nemecko). Na
ziskanie zdkladného riedenia bolo pouzZitych 20 g pSeni¢ného zrna vytrepaného na
horizontdlnej trepacke v 180 cm” sterilnej pepténovej vody, obsahujicej 0,02 % Tweenu 80.
Izolat bol preockovany na 2 % vodny agar (SAMSON et al., 2002). Na stimuldciu
konidiogenézy sme na povrch agaru pridali vysterilizované psenicné klicence (2 — 3 kusy).
Kultivdcia prebiehala Styri tyzdne pri izbovej teplote arozptylenom dennom svetle
s prirodzenym striedanim svetla a tmy. Huba bola primérne identifikovand podl'a ELLIS
(1971), ako doplnujuca literatira boli pouZzité DOMSCH et al. (1998) a TSUNEO (2002).

Vysledky a diskusia

Makroskopické a mikroskopické znaky
Studovany izolat utvaral na 2 % vodnom agare s kliCiaciami pSeni¢nymi rastlinkami biele
az krémové, vatovité, rychlo rastice mycélium, pokryvajice cely povrch 90mm Petriho misky
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v priebehu jedného tyzdna. Huba s postupujicim Casom dehydratovala pSeni¢né klicence,
pokoZka zrna a korienkov nekrotizovala a bola pokrytd tmavymi zhlukmi konidii (obr. 1).
Konidioféry boli hyalinne az svetlo hnedé, solitarne, kritke, s jednotlivymi na apikdlnych
koncoch sa tvoriacimi konidiami. Konidie boli vajcovité alebo elipsovité, hnedej az
tmavohnedej farby, rozdelené tromi, najviac $tyrmi prie¢nymi a najviac dvomi pozdiznymi
septami. V mieste sept (priehradok) vykazovali miernu konstrikciu a vyraznejsSiu pigmentaciu.
Povrch konidii bol bradavi¢naty. Na bazdlnej Casti konidii bolo pritomné hilum (obr. 2).
Velkost’ konidii sa pohybovala v rozmedzi 20 — 29 x 14 — 18 um. Uvedené mikroskopické
charakteristiky su v sulade s vySSie uvedenou diagnostickou literatirou.

Hoci Pithomyces chartarum nebolo doposial’ uvedené v Zozname bezcievnych rastlin
Slovenska, ¢ast Huby (LizON & BACIGALOVA, 1998), ani v dal$ich $tddidch, ktoré tento
zoznam dopliiajd (napr. SIMONOVICOVA, 2005), predkladany izoldt nepredstavuje prvy
reportovany nélez ztzemia Slovenska. Styri izolaty boli diagnostikované z ovzdusia
a organického materidlu, odobratého zjaskyn na Slovensku (NOVAKOVA, osobna
komunikacia; NOVAKOVA, 2006). Aj podla PRASILA (osobnd komunikdcia) sa tento
toxikologicky vyznamny druh pravdepodobne bezne vyskytuje na zrnach obilnin, preto je
prekvapujice, Ze dosial’ nebol zaznamenany vo vysSie uvedenych zoznamoch slovenskych
hib. V stcasnom obdobi je referovany kmen podrobovany analyze metabolického profilu (J.
C. Frisvad, BioCentrum-DTU, Lyngby, Dansko).

Zaver

Pithomyces chartarum je potencidlne toxinogénna saprotrofnd huba, ktorej vyznam
narastd pri izoldcii z rastlin, sldZiacich ako krmivo. Referovany izoldt bol ndjdeny ako
sucast’ povrchovej kontamindcie pSeni¢ného zrna vo vzorke pSenice letnej formy ozimnej
(Triticum aestivum L.), urenej na potravinarske vyuZitie. Vzorka pochddzala z oblasti
juhozéipadného Slovenska (Oponice). Reprezentativny kmen je uloZeny v zbierke na Katedre
mikrobioldgie Slovenskej pol'nohospodarskej univerzity v Nitre.
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Prilohy:

Obr. 1. Nekrotizovany pSeni¢ny klicenec s tmavymi zhlukmi konidii Pithomyces chartarum; zhluky konidif
v blizkosti kli¢enca (mierka = Imm).

Obr. 2. Konidie Pithomyces chartarum (mierka = 10 um).
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Uvod

Obilné zrna osidl'uji dve najddlezitejSie ekologické skupiny mikroskopickych vldknitych
hib. Su to pol'né huby a skladové huby (JESENSKA, 1987). Pol'né huby napadaji zrnd na poli
a su narocné na vlhkost, vyhovuje im vysS$i stupeit vodnej aktivity as vynimkou fuzarii
nedeStruuji  zdrodok zrna, nezapriCinuji jeho osobitné biochemické zmeny ani
samozahrievanie zrna. Skladové huby ich napddaji pocas skladovania, nie si naro¢né na
vlhkost’ (13 — 18%), rastd pri teplote 5 — 45 °C, optimdlne pri 25 — 30 °C a pocas Zatvy
nepredstavuju ziadny vazny problém. Medzi skladové huby patria najcastejSie kmene rodov
Aspergillus a Penicillium (JESENSKA, 1987, SANTIN, 2005). Druhy rodu Penicillium st Casto
pritomné ako kontaminanty polnohospodarskych produktov pocas suSenia a ndsledného
skladovania (CREPPY, 2002). TANCINOVA et al. (2001) zistili, Ze pocas optimalnych
podmienok skladovania pocet mikroskopickych hib klesd. CLARKE & HILL (1981, in
JESENSKA, 1987) sa nepodarilo izolovat zo zfn pol'né huby uz za 85 dni v optimdlnych
podmienkach uskladiiovania obilia v silach.

Cielom tejto predbeznej, stdle pokraCujicej Studie, bolo zhodnotit vyskyt izoldtov
penicilii a frekvenciu ich vyskytu v potravinarskej psSenici z konven¢ného a ekologického
pol'nohospodarstva a testovat’ izoldty potencidlne toxinogénnych druhov na schopnost
produkovat’ prislusné mykotoxiny.

Material a metodika

Vzorky



V sezone roku 2006 bolo analyzovanych 6 vzoriek pSenice potravinérskej z konvenéného
pol'nohospodérstva a 12 vzoriek pSenice z ekologického polnohospodarstva, ktoré boli
odobrané z rdznych lokalit.

Izolacia

Izol4cia mikroskopickych hib bola vykonand na DRBC (agar s dichléranom, bengélskou
Cervetiou a chloramfenikolom) aagare so sladinovym extraktom s pridavkom 100 mg
chloramfenikolu z oplachu a §rotu. O¢kovali sme povrchovo riedeniami 107 a7z 10™
v trojndsobnom opakovani. Kultivécia prebehla pri 25 °C 5 — 7 dni. Endogénna kontaminécia
na stanovenie priamej kontamindcie povrchovo sterilizovanych zfn v NaOCl (0,4%) bola
sledovand na agaroch DRBC aDYSG (agar sdichléranom, kvasnicnym extraktom,
sacharézou a glycerolom), pri¢om bola pouZitd metéda priameho ukladania pSeni¢nych zfn na
agarové platne.

Identifikacia

Izolaty patriace do podrodu Penicillium boli preockované na identifika¢né média - CYA
(Czapkov agar s kvasnicnym extraktom), MEA (agar so sladinovym extraktom), CREA (agar
s kreatinom a sachar6zou) a YES (kvasni¢ny extrakt so sachar6zou). Izolaty patriace do
podrodu Aspergilloides, Biverticillium a Furcatum boli preockované na CYA 25 °C, CYA 37
°C, MEA a YES. Kultivécia prebehla pri 25 °C 5-7 dni v tme (SAMSON et al., 2002b).

Identifikdciu jednotlivych druhov sme robili podl'a nasledovnych kI'i¢ov: SAMSON et al.
(2002), FRISVAD & SAMSON (2004).

Stanovenie toxinogenity

Schopnost’ izolatov produkovat’ citrinin (C), cyklopiazénovi kyselinu (CPA), grizeofulvin
(G), ochratoxin A (OA), patulin (P), penitrém A (PA) aroquefortin C(RC) bola stanovend
tenkovrstvovou chromatografiou (TLC) v podmienkach in vitro. Agarové vyseky z CYA (pre
intracelularne mykotoxiny: CPA, PA, RC) alebo z YES (pre extracelularne mykotoxiny: C, G,
OA, P) boli zmieSané s extrakénym cinidlom chlorofom metanol (2:1). Toxiny boli
extrahované na Vortexe (V1 plus, Boeco, Germany) 2 — 3 min. Na Start chromatograficke;j
platne (Alugram sil G, Germany) boli nanesené extrakty v mnozstve 10 ul. Po vysuseni boli
mykotoxiny vyvijané v chromatografickej sustave TEF (toluén, etylacetat, kyselina mravcia
5:4:1) apo vysuSeni detekované na zdklade fluorescencie aretenénych hodndt pouZzitych
Standard. Citrinin, grizeofulvin a ochratoxin A boli priamo viditeI'né pod UV svetlom 365 nm.
Pri dennom svetle boli vizualizované cyklopiazénova kyselina — po naneseni Erlichovho
¢inidla, patulin — po naneseni 0,5% MBTH (3-metyl-2-benzotiazoliénhydrazén hydrochlorid)
v metanole, zahriati pri 130 °C, 8 min.; penitrém A — po naneseni 20% AICl; v 60% etanole
a zahriati pri 130 °C, 8 min; roquefortin C — po naneseni Ce(SO,) viditeIny pri dennom
svetle.

Vysledky a diskusia

Podla viacerych $tidii druhy rodu Penicillium patria k dominantnej mikroflére obilnin
(ABRAMSON et al., 2005, CONKOVA et al., 2006, TANCINOVA & LABUDA, 2006).

Z konven¢ného pol'nohospoddrstva zo 6 vzoriek pSenice (oplach, Srot) bolo
vyizolovanych 10 druhov penicilii (tab. 1) P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P.
crustosum, P. hordei, P. griseofulvum, P. janczewskii, P paxili, P. polonicum, P. raistrickii a
P. thomii. Zo zin pSenice neboli Ziadne penicilid vyizolované ako endogénne sa vyskytujuce.
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Najviac kontaminované zrnd pochddzali z oplachu (10) alen 2 druhy (P. griseofulvum a P.
janczewskii) zo Srotu. Z celkového poctu izoldtov 54 najvyssi percentudlny podiel
predstavoval P. janczewskii (55%), P. brevicompactum (9%) a P. raistrickii (9%). Je vSak
zrejmé, Ze ak sa niektoré typicky pddne druhy z podrodu Furcatum (FRISVAD et al., 2000),
ako su napr. P. janczewskii alebo P. raistrickii nachddzaji v potravinach, krmivach alebo
surovinach na ich vyrobu, mézu byt zvyCajne povazované len za indikdtory kontaminécie
daného substritu pddou (FRISVAD & FILTENBORG, 1990).

Tab. 1. Frekvencia vyskytu apocet izolidtov vyizolovanych druhov rodu Penicillium zkonvencného
pol'nohospodarstva (6) v sezéne 2006 na Slovensku.

Endogénna Oplach Srot Celkovy | % podiel
. s e pocet izolatov

Druh | kontaminacia izolatov*

Pozitiv. | Frekv. | Pocet Pozitiv. | Frekv. | Pocet Pozitiv. | Frekv. |Poget

vzorky | (%) izolatov | vZorky | (9p) izolatov | vZorky | (%) izolatov
P. aur. - - - 1 17 4 - - - 4 7
P.brev. - - - 1 17 5 - - - 5 9
P. crus. - - - 1 17 1 - - - 1 2
P. hor. - - - 2 33 2 - - - 2 4
P. gris. - - - 1 17 1 2 33 2 3 6
P. janc. - - - 1 17 5 3 50 25 30 55
P. pax. - - - 1 17 1 - - - 1 2
P. pol. - - - 1 17 1 - - - 1 2
P. rai. - - - 4 67 5 - - - 5 9
P. tho. - - - 2 33 2 - - - 2 4

* celkovy pocet izolatov 54
P. aurantiogriseum; P. brevicompactum; P.crustosum; P. hordei; P. griseofulvum; P. janczewskii; P. paxili ;
P. polonicum; P. raistrickii; P. thomii;

Z ekologického pol'nohospodarstva z 12 vzoriek bolo vyizolovanych 16 druhov penicilif
(tab. 2). Zo vsetkych troch sposobov izolacie (endogénna, oplach, Srot) boli vyizolované
penicilid. NajvysSia diverzita bola zaznamenana z oplachu (13 druhov), nasledoval Srot (9
druhov) a6 druhov pochddzalo z endogénnej kontaminicie. Ukazuje sa, Ze izoldty
vyizolované z endogénnej kontamindcie su diagnostikované aj z oplachu a Srotu.

Z celkového poctu izoldtov 97, najvysSie percentudlne podiely predstavovali: P.
aurantiogriseum (27%), P. chrysogenum (10%) a P. corylophilum (9%). Spomenuté izolaty
boli vyizolované z endogénnej kontaminécie, oplachu aj Srotu. Riziko moZnej kontaminacie
pSenice potravinarskej predstavuje toxikologicky vyznamné P. verrucosum (4%), ktoré bolo
vyizolované len z oplachu.

Porovnanie celkového poctu izolatov penicilii vyizolovanych zo vzoriek pSenice z
konven¢ného a ekologického pol'nohospodérstva uddva graf 1. P. aurantiogriseum, P.
brevicompactum, P. crustosum a P. griseofulvum su druhy, ktoré boli diagnostikované zo
vzoriek z konven¢ného aj ekologického pol'nohospodarstva. Celkom 16 druhov bolo
zachytenych z ekologického pol'nohospodarstva, pricom 9 z nich pochddzalo z endogénne;j
kontamindcie. Z konven¢ného pol'nohospodarstva sme vyizolovali 10 druhov penicilii, ale ani
jeden nebol vyizolovany priamo zo zrna, t.j. endogénne.

11




Tab. 2. Frekvencia vyskytu apocet izoldtov vyizolovanych druhov rodu Penicillium z ekologického
pol'nohospodarstva (12) v sezéne 2006 na Slovensku.

Endogénna Oplach Srot Celkovy | % podiel
Druh |kontaminacia ?Z‘;“.;iov* trolatov

Pozitiv. | Frekv. |Pocet Pozitiv. | Frekv. | Podet Pozitiv | Frekv. |Pocet

vzorky | (%)  |izolatov |Y*™™ | (%)  |izolatov |'*™ | (%) |izolatov
P. aur. 4 33 12 3 25 9 3 25 5 26 27
P. brev - - - 1 8 1 1 8 1 2 2
P citr. - - - - - - 2 17 2 2 2
P. cor. 2 17 2 1 8 6 1 8 1 9 9
P. crus. 1 8 1 2 17 3 2 17 2 6 6
P. chry 2 17 2 5 42 7 1 8 1 10 10
P. gla. - - - 1 8 2 - - - 2 2
P. gris. 3 25 3 - - - - - - 3 3
P. mel. - - 1 8 1 - - - 1 1
P. micz. - - - 1 8 1 - - - 1 1
P.purp. - - - 1 8 4 1 8 2 6 6
P. car. - - - 3 25 3 - - - 3 3
P.rug. - - - 1 8 1 1 8 1 2 2
P. var. - - - - - - 1 8 1 1 1
P. ver. - - - 3 25 4 - - - 4 4
P vir. 1 8 4 2 17 2 - - - 6 6
P.sp. 2 17 4 2 17 4 5 42 5 13 13

* celkovy pocet izolatov 97
P. aurantiogriseum; P. brevicompactum; P. citrinum; P. corylophilum; P. crustosum; P. chrysogenum; P. glabrum; P.
griseofulvum; P. melanoconidium; P. miczenskii; P. purpurogenum; P. carneum/paneum; P. rugulosum; P. variabile; P.
verrucosum; P. viridicatum;

Obilné zrna si vel'mi vhodnym substridtom na produkciu mykotoxinov a zistilo sa vel'a

ochoreni, ktoré stuviseli s konzumovanim vyrobkov alebo so skrmovanim splesnenych
obilnych zfn (JESENSKA, 1987). Podl'a PITT & LEISTNER (1991) druhy rodu Penicillium mdzu
produkovat’ 27 ré6znych mykotoxinov, medzi najdoleZitejSie patria ochratoxin A, patulin a
citrinin.
Citrinin je nefrotoxin a produkuji ho hlavne P. citrinum, P. expansum a P. verrucosum,
v teplotnom rozmedzi 15 — 37 °C, jeho optimélna teplota je 30 °C (PITT, 1997). Pravidelnym
kontaminantom zrnin je OA, preto je predmetom cCastych Stidii (HALSTENSEN et al., 2004).
Znizuje technologické, vyzivné vlastnosti zrna, kvalitu pecenia, kontaminované produkty
predstavuju zdravotné riziko I'udi a zvierat (PRANGE et al., 2005, LUGAUSKAS et al., 2006).
CONKOVA et al.(2006) sa vo vzorkach ceredlii pochadzajicich z juzného Slovenska a Pol'ska
zamerali z mykotoxinov na pritomnost OA. Ziadna zo sledovanych vzoriek vsak
neprekracovala povoleny limit — Smu g/kg. OA je klasifikovany ako silny nefrotoxin,
teratogén a karcinogén. Moze byt produkovany uz pri 4 °C, pri vodnej aktivite 0,86
(SWEENEY & DOBSON, 1998). V miernych klimatickych podmienkach je produkovany
druhom P. verrucosum. V sledovanych vzorkéch, ako bolo spomenuté vyssie, sa nachadzal
tento druh len z oplachu, pricom ich schopnost’ produkovat OA v podmienkach in vitro
nebola detekovana.
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Tab. 3. Testované izoldty penicilii z konvenéného pol'nohospodirstva vyizolované z oplachu a Srotu na
schopnost’ produkovat’ sledované mykotoxiny v podmienkach in vitro.

Testovany Oplach Srot
C C
Druh A |G |P |PA RC|A |G |P |RC
1#/1*
P. crustosum * 1/1
P. griseofulvum 1/1 | 1/1 | 1/1 /1 [1/1 | 1/1 | 1/1 | 1/1
P. raistrickii 1/1

* - pocet pozitivnych izoldtor; ** - pocet testovanych izoldtov
CA - cyklopiazénova kyselina, G — grizeofulvin, P — patulin, PA — penitrém A, RC — roquefortin C

Zo Siestich vzoriek pSenice z konvenéného pol'nohospodérstva sme testovali izolaty troch
potenciondlne toxinogénnych druhov. Izolat P. crustosum z oplachu produkoval penitrém
A aj roquefortin C, izoléty P. griseofulvum z oplachu a sucasne zo Srotu produkovali kyselinu
cyklopiazonovd, grizeofulvin, patulin a roquefortin C. Grizeofulvin produkoval P. raistrickii,
ktory bol vyizolovany z oplachu.

Tab. 4. Testované izolaty rodu Penicillium vyizolované zendogénnej kontamindcie, oplachu a Srotu na
schopnost’ produkovat’ mykotoxiny v podmienkach in vitro.

Testovany Endogénna kontaminacia | Oplach Srot
C (0]
druh A|G|P| PA [RC]C| A | P |PA|RC| C |PA|RC

P. citrinum 2/2
P. crustosum 1¥/1%*% | 1/1 2/2 1272 2/2 12/2
P. chrysogenum 1/1 1/1
P. griseofulvum 3/313/3 |3/3 3/3
P.melanoconidium 1/1

P.carneum/paneum 2/2

P. verrucosum 1/3 10/3
* - pocet pozitivnych izoldtov ; ** - poCet testovanych izoldtov

C - citrinin, CA - cyklopiazonova kyselina, G — grizeofulvin, OA — ochratoxin A, P — patulin, PA -
penitrém A, RC - roquefortin C

Z 12 vzoriek psenice z ekologického pol'nohospodérstva sme testovali 7 zdstupcov
potencidlnych producentov mykotoxinov. ISlo oizoldty P. crustosum (zo vSetkych troch
sposobov izoldcie), ktoré produkovali penitrém A aj roquefortin C. U troch izoldtov P.
griseofulvum vyizolovanych len z endogénnej kontamindcie sa potvrdila ich produkcia na
vSetky 4 sledované mykotoxiny: kyselinu cyklopiazénovu, grizeofulvin, patulin a roquefortin
C. Izolaty P. chrysogenum (z oplachu aj Srotu) produkovali roquefortin C. Penitrém
A produkovalo P. melanoconidium a patulin P. carneum/paneum. Z troch izolatov P.
verrucosum len 1 produkoval citrinin, zatial' ¢o ochratoxin A nebolo zistené zo Ziadneho
z nich. Dva izolaty P. citrinum (zo Srotu) produkovali citrinin.
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Celkovy pocet izolatov vyizolovanych druhov penicilii z
konvenéného (6) a ekologického (12) obhospodarovania pody v
sezone 2006 na Slovensku
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P. aurantiogriseum, P. brevicompactum, P. citrinum, P. corylophilum, P. crustosum, P. hordei, P. chrysogenoum, P.
glabrum, P. griseofulvum, P. janczewski,P. melanoconidium, P. miczynskii, P. paxili , P. polonicum, P. purpurogenum,, P.
raistrickii, P. carneum/paneum, P. rugulosum,, P. thomii, P. variabile, P. verrucosum, P. viridicatum, P. species

Zaver

Z analyzovanych vzoriek potravinarskej pSenice z konven¢ného (6) a ekologického (12)
pol'nohospodarstva v sezéne 2006 zo Slovenska bolo vyizolovanych 22 druhov rodu
Penicillium, z ¢oho 8 bolo toxinogénnych: P. citrinum, P. crustosum, P. chrysogenum, P.
griseofulvum, P. melanoconidium, P. raistrickii, P. roqueforti aP.
verrucosum. Tenkovrstvovou chromatografiou v podmienkach in vitro bola potvrdend ich
produkcia mykotoxinov (citrinin, kyselina cyklopiazénova, grizeofulvin, ochratoxin A,
patulin, penitrém A a roquefortin C). Z 22 testovanych izoldtov 20, tj. 91% izolatov
produkovalo minimdlne 1 mykotoxin. Z oboch spdsobov pol'nohospodirstiev najvyssia
biodiverzita druhov penicilii bola stanovend z oplachu, ¢o koreSponduje so sekundirnou
kontamindciou, napr. z ovzduSia, pody a pod. Uvadzané vysledky su Ciastkové a v Stidiu sa
nad’alej pokracuje.
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Effects of pH and salinity on the growth of some selected fungal species isolated from the saline and acid
substrate of National Nature Reserve Soos were investigated. All tested isolates were halotolerant, 15 species
showed their optimal growth at medium without salt and four strains showed their optimal growth on saline
media (Fusarium culmorum, Penicillium chrysogenum and Penicillium sp. 6 — 0.25M Na,SO, and Penicillium
coprobium — 0.5M Na,SO,). Most of the tested species were acidotolerant. Six species (,Acidomyces
richmondensis®, Paecilomyces sp., Penicillium sp. 4, Penicillium sp. 5, Sporothrix sp. and Talaromyces helicus
var. helicus) even could growth in extreme low pH (1 - 2). Although most of the strains showed their optimal
growth in range of pH 4 — 8, two species showed growth optimum on pH 3.
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Uvod

Pidy s vysokymi koncentracemi solf a silné¢ kyselou ptdni reakci jsou typickym piikladem
extrémniho stanovisté, které predstavuje zcela specifické podminky pro Zivot organismii.
Diky specidlnim adaptaénim mechanismiim je vSak fada druht schopna osidlovat i takovéto
substraty.

Dlouhou dobu byly s timto typem stanovist spojovany piredev§im bakterie, avSak
v poslednich letech se zacala pozornost obracet také k zastupciim eukaryot.

Studiu ptidnich hub v zasolenych ptudach se vénovala celd fada autor (napi. BORUT &
JOHNSON, 1962; PUGH, 1962; APINIS & CHESTERS, 1964; RANZONI, 1968; MOUSTAFA, 1975;
ABDEL-FATTAH et al. 1977; ABDEL-HAFEZ, 1981, 1982; HENDRATO & DICKINSON, 1984;
MOUBASHER et al. 1990; STEIMAN et al. 1995, 1997, 2004, GUIRAUD et al. 1995, VoLz &
WASSER, 1995). V prevdzné vétSin€ studii se jednalo o piidy zasolené, avSak s neutrdlnim
nebo slab¢ kyselym ¢i zdsaditym pH. Chybi tedy druhy vysSe zminény stresovy faktor, kterym
je extrémné nizké pH substratu. Velkd ¢4st praci byla krom¢ toho zameéfena na studium
aridnich a zasolenych oblasti tropti a subtropt, jejichz klimatické poméry jsou vyrazné
odliSné od klimatu v naSich zemépisnych Sitkach. Zminéné klimatické rozdily se projevily,
jak uvadéeji vysledky studii, rovnéz v pfitomnosti odliSnych houbovych spolecenstev obou
podnebnych oblasti.

O studiu hub v zasolenych a zaroven extrémné kyselych substriatech je jiz informaci
podstatné méné napt. SUGIMORI et al. (2002), SVANCARKOVA (2002), BAKER et al. (2004).
Obecné lze fici, Ze pludy, v nichZz jsou pfitomny oba tyto faktory, se v pfirod¢ vyskytuji
pomeérné ziidka a jejich vznik je spojovan bud’ s vulkanickou ¢innosti nebo s antropogennimi
zéasahy (napf. té€Zzbou zastizené geologické vrstvy bohaté na slouceniny siry nebo mista
vznikla jinou primyslovou ¢innosti ¢lovéka). V druhém piipad¢ jsou vSak zasoleni a acidita
Casto doplnény o dalsi stresovy faktor, a tim jsou zvySené koncentrace tézZkych kovi. Jejich
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vliv na houbova spolecenstva v ptid¢ diskutuji napt. ULFIG et al. (1997), LOPEZ-ARCHILLA et
al. (2001), KUBATOVA et al. (2002).

Mikroskopické pidni houby v zasolenych silné kyselych substritech v CR byly dosud
studovany pouze na dvou lokalitich. Jednak na antropogenné¢ vzniklé lokalité, kterou je
odkaliSté¢ Chvaletice ve vychodnich Cechéch (KUBATOVA et al. 2002; POZAROVA, 2004). Tato
lokalita predstavuje pravé vyse zminovany piipad spole¢ného piisobeni jak salinity a acidity,
tak i tézkych kovi. V letech 2003 — 2006 byly pak studovany mikroskopické pidni houby ve
zcela specifickém substratu unikatni lokality NPR Soos (HUJISLOVA, 2006). Pidy NPR Soos
1ze obecné charakterizovat vySSim zasolenim, které je v nékterych mistech (plochy zcela bez
vegetace) doprovazeno silné kyselou pidni reakci. Zatimco spoleenstva mikroskopickych
hub izolovani z chvaletického odkalisté byla podobna spiSe spolecenstviim zaznamendvanym
z mist zasazenych tézZkymi kovy, mykobiota zjisténd v NPR Soos se ukdzala byt pomérné
specifickd. Vedle druhii bézné se vyskytujicich v pudé byl z této lokality izolovan pomérné
vysoky podet novych druht nejen pro CR, ale patrné i pro védu.

Substrat NPR Soos je pifikladem extrémniho stanovisté, pii jehoZ osidlovani jsou
uptfednostnovany druhy s vyssi schopnosti adaptace na dané stresové podminky. V souvislosti
s timto faktem lze tedy u druhl izolovanych z izemi rezervace s vysSsi frekvenci vyskytu
predpokladat specificitu ¢i vySsi toleranci vici specifickym podminkdm studovaného
substratu. Stejné tak i u pripadnych ,,novych* druhti.

Predmétem zdjmu piedklddané prace bylo proto studium fyziologickych vlastnosti
dominantnich a pfipadnych novych druhti izolovanych z pidy v NPR Soos. Pomoci ristovych
testll jsme se pokusili zjistit, jak budou zminéné druhy reagovat na rizné hodnoty pH a
zasoleni v laboratornich podminkéch. Cilem naSeho studia bylo rovnéZ odhaleni pfipadnych
acido- ¢i halotolerantnich zastupci.

Material a metodika

Vliv pH a zasoleni byl studovan u né€kolika vybranych kment dominantnich a ,,novych*
druhti izolovanych ze substratu NPR Soos. Stru¢né charakteristika odbérovych ploch, z nichz
byly druhy izolovény, je shrnuta v Tab. 1. Testované druhy s frekvencemi jejich vyskytu na
jednotlivych odbérovych plochich jsou uvedenyv Tab. 2. Podrobnéjsi informace o
studovanych druzich jsou uvedeny v praci HUISLOVA (2006). Kromé& kmenil izolovanych
zNPR Soos byly pro srovnani testovany rovnéZ dva typové kmeny (CBS 33548 —
Talaromyces helicus var. helicus a CBS 652.66 — Talaromyces helicus var. major) a dva
kmeny izolované z chvaletického odkaliste¢ (CCF 2941 - Penicillium cf. varians a AK18/95 —
Paecilomyces sp.).

Jako primarni médium pro kultivaci byl zvolen malt extrakt agar (MEA), jehoz slozeni
bylo upravovano vzdy na zdklad¢ aktudlnich poZadavki. Vliv pH byl studovan na médiich
s hodnotami pH 1 — 8 a tolerance vii¢i zasoleni na médiich s riznym obsahem soli (bez soli,
0,25M Na,S0O4 a 0,5M Na,SOy,). Pro regulaci pH byla pouzivdna H,SO4 a NaOH a pro upravu
salinity média byl pouzit Na,SOy. V piipadé nizkych hodnot pH byl rovnéz modifikovan
technologicky postup piipravy, abychom dosédhli ztuhnuti média (pfidani vétstho mnoZstvi
agaru, Uprava pH tésn¢ pied nalévanim média na Petriho misky). Pro inokulaci byla
pouzivdna sporovd suspenze (u nékolika problematickych kmenti byla pouZita piima
inokulace mycelia na Petriho misku). Kazda varianta byla d€ldna pro kazdy kmen ve tiech
opakovénich. Cisla uvedend v Tab. 3 — 6 pfedstavuji primérnou hodnotu z téchto tif (v
piipad¢ kontaminace dvou) opakovani. Misky byly inkubovény pfi teplot¢ 24 °C a kolonie
byly méfeny u rychleji rostoucich druhli kazdy den, u ostatnich druhti kazdy druhy den po
dobu 2 tydnti.
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Tab. 1. Charakteristika ctyf vybranych odbérovych ploch na lokalit¢ NPR Soos.

2 . obsah vody
E = vegetaéni kryt pH vodivost obsah SO, ve vzorcich
S .—; (mS) v suSiné (mg/1000g) | substratu
) (v %)
1. Schoenoplectus tabernaemontani 56-7 1,6 - 8,7 5901,6 — 27936 82,6 -92.4
2. Zadny 1,6 -2,2 | 13,8 -24,2 | 93872,9 —251660,8 | 53,4 - 62,9
rozhrani holé plochy a vegetace
3. (Poa sp., Typha latifolia, 1,9-2,7| 9,1-12,7 | 79807,4 -116516,9 | 59,3 -70,8
Schoenoplectus tabernaemontani
mechové patro, Poa sp., Rumex sp.,
4. Schoenoplectus tabernaemontani, | 6,8-72 | 39-74 19848 — 39236,1 75,1 — 82,2
okraj porostu néletovych dievin
Tab. 2. Prehled testovanych druhti izolovanych zNPR Soos sfrekvenci jejich vyskytu na
jednotlivych odbérovych plochich (v%). V zdvorkéch jsou uvedeny testované kmeny.
Druh Plocha | Plocha | Plocha | Plocha
1 2 3 4
,JAcidomyces richmondensis “ (MH 142, AK 72/03) 0 33,3 1,1 0
Cylindrocarpon sp. 1 (MH 529, MH 152) 0 0 0 2,8
Cylindrocarpon sp. 2 (MH 578) 0 0 0 0,6
Chrysosporium sp. (MH 518, MH 523) 2,2 0 0 0
Fusarium culmorum (MH 217) 11,7 0 0 0
Fusarium sporotrichioides (MH 216) 12,8 0 0 0,6
Mucor sp. 3 (MH 620) 2,2 0 15 2,8
Paecilomyces sp. (MH 393) 0 0 2,8 0
Penicillium sp. 1 (MH 163) 15 0 16,1 3,9
Penicillium sp. 2 (MH 99) 0 0 0,6 0
Penicillium coprobium (MH 23, MH 319) 1,1 0 0 2,8
Penicillium sp. 4 (MH 39) 0 0,6 0 0
Penicillium sp. 5 (MH 112) 0 0 0,6 0
Penicillium sp. 6 (MH 267) 0 0 16,7 0
Penicillium chrysogenum (MH 369) 0 0 0,6 0
Sporothrix sp. (MH 560) 0 2,2 0 0
Talaromyces helicus var. helicus (MH 452)
- - 0,6 0 0,6 25,6
Talaromyces helicus var. major (MH 298)
Trichoderma harzianum (MH 694) 17,2 0 0 0,6

Vysledky

U vybranych kmenl dominantnich a ,,novych* druhd mikroskopickych pldnich hub
izolovanych z NPR Soos (18 kment), odkalist¢ Chvaletice (2 kmeny) a u dvou typovych
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kment byl testovan vliv pH a salinity na jejich rist. Vysledky rtistovych pokust jsou uvedeny
v Tabulkdch 3 — 6. Rust Ctyf zdstupct rychleji rostoucich druhii je uveden po 3 dnech
kultivace (Tab. 3 a 5), ostatni druhy byly zaznamendny po 7 dnech kultivace (Tab. 4 a 6).

Vliv pH. Extrémné nizké hodnoty pH (pH 1, pH 2) kultiva¢niho média inhibovaly rtst u
prevazné vétSiny studovanych zdstupcti. Nicméné Sest druhli prokdzalo schopnost ristu i
v takto extrémnich podminkéch (Tabulka 4), pficemZ nasledujici tii druhy: Penicillium sp. 5,
Sporothrix sp. a Talaromyces helicus var. helicus rostly pti pH 2 a u zbyvajicich tii zastupcii:
wAcidomyces richmondensis®, Paecilomyces sp. a Penicillium sp. 4 byl zaznamendén rust i na
médiu s pH 1. Na pH 3 jizZ byla schopna rist vice nez polovina testovanych druhti, pH 4
inhibovalo pouze riist druhu Chrysosporium sp. a na slabé kyselych hodnotach pH 5 a 6 byl
zaznamendan rast vSech kment. Neutrdlni a slabé zdsaditd hodnota pH inhibovala riist pouze u
druhu Sporothrix sp.

Tab. 3. Pramérna velikost kolonie (mm) na médiich s hodnotami pH 1 — 8 po 3 dnech kultivace. Maximalni
hodnoty jsou zvyraznény.

Testovany druh pH1 | pH2 | pH3 | pH4 | pH5 | pH6 | pH7 | pHS
Fusarium culmorum - - - 15 150,8147,3]| 60 | 60
Fusarium sporotrichioides - - - 12,8 49 (46,3 | 54 | 51
Mucor sp. 3 - - - 18 | 78 | 62 (643|613
Trichoderma harzianum - - 2,8 150,3166,3| 57 [49,3|47,7

Ristova optima se u vétSiny testovanych druhti pohybovala v rozmezi od pH 4 do pH 7. U
dvou druhi (,,Acidomyces richmondensis* a Sporothrix sp.) byl optimalni rist zaznamenan na
pH 3 a ¢tyti zéastupci (Cylindrocarpon sp. 1, Chrysosporium sp., Penicillium chrysogenum,
Penicillium sp. 1) méli ristovd optima posunuta na slab¢ alkalickou hodnotu pH 8. U dvou
druhii (Fusarium culmorum a Penicillium coprobium) byl optimalni rast zjistén na pH 71 8.

Ve Ctyfech ptipadech, kdy byly pro testovani pouzity dva kmeny téhoz druhu izolované
zNPR Soos (Tab. 4) byly vyrazné odliSnosti zjiStény pouze u dvou kmend druhu
,»Acidomyces richmondensis®“. U téchto izolatli byla zaznamendna jak rtiznd tolerance vici
extrémni hodnoté pH 1, tak i odli$nd ristovd optima (Tab. 4). Ke ¢tyfem kmenlim z NPR
Soos byly pro srovnidni zvoleny kmeny viz kap. Materidl a metodika. Ve vSech téchto
piipadech byly zjiSt€ny znacné odliSnosti (Tab. 4).

Vliv salinity. S vyjimkou druhu Sporothrix sp. (na 0,5M MEA nerostl) prokdzaly vSechny
testované druhy schopnost ristu na vSech pouzitych médiich (Tab. 5, 6). U druhu Sporothrix
sp. byl riist na 0,5M MEA zjistén po deviti dnech kultivace.

Ristové optimum pievdzné vétSiny druhii bylo zaznamendno na médiu bez ptidavku soli.
U tii zastupct (Fusarium culmorum, Penicillium chrysogenum a Penicillium sp. 6) byl zjistén
optimdlni rist na 0,25M MEA a u jednoho druhu (Penicillium coprobium) na 0,5M MEA.

V ptipad¢ dvojic srovnavanych kmenl byly vyraznéjsi rtistové odliSnosti zaznamenédny u
tfi z nich (Tab. 6).

Tab. 4. Prumérnd velikost kolonie (mm) na médiich s hodnotami pH 1 - 8 po 7 dnech kultivace. Maximaln{
hodnoty jsou zvyraznény.
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Testovany druh pH1 | pH2 | pH3 | pH4 | pHS | pH6 | pH7 | pHS8
,Acidomyces richmondensis* — MH 142 10,7 | 11,5 | 12,3 | 10,8 10 10 | 5,25 3
— AK 72/03 0 2 2 5.7 5,5 6,7 2,3 2
Cylindrocarpon sp. 1 — MH 529 . _ _ 83 | 1525|155 | 153 | 17,8
—MH 152 . . . 132 18 20,2 | 223 | 24
Cylindrocarpon sp. 2 - - 38 | 14,7 | 19,8 17 11,5 | 12,4
Chrysosporium sp. — MH 518 . . . . 17,3 | 16,3 | 23,2 | 23,5
— MH 523 _ _ _ . 17,7 | 17,3 | 19,5 | 20
Paecilomyces sp. — MH 393 33 (2725|363 | 43 41,5 | 42,8 | 41 39,5
Paecilomyces sp. — AK 18/95 - - 20,2 | 29,3 29,2 | 25,8 | 8,25 | 5,6
Penicillium cf. varians — CCF 2941 . _ 6.8 | 42,8 42,8 | 40,3 | 32,5 | 28,3
Penicillium sp. 1 — MH 163 . _ 12,3 36 | 348 | 34 | 383 | 39,7
Penicillium chrysogenum - - - 11,3 | 38,7 | 34,7 | 37,7 | 42
Penicillium coprobium — MH 23 . . . 8.5 22,3 | 22,7 | 25,7 | 25,7
- MH 319 . . . 4.8 23,7 | 22,5 | 24,3 | 23,8
Penicillium sp. 2 - - 3 26,5 | 21,7 | 24,8 | 17,5 [ 10,8
Penicillium sp. 4 7,7 | 21,5 | 26 |31,7| 23,7253 232|163
Penicillium sp. 5 - 20,75(37,25| 50 | 55,5 | 34 |35,25| 33,7
Penicillium sp. 6 - - 25,7 | 47,2 | 45 | 425 | 53 56
Sporothrix sp. - 25,5 | 35 31 | 28,5 | 6,5 0 0
Talaromyces helicus var. helicus — MH 452 . 28 | 313335 35,3 1 35,5 | 26,5 13
— CBS 335.48 . 6,3 | 30,5 | 42,3 37,3 | 37,7 | 23,5 | 11,5
Talaromyces helicus var. major — MH 298 - - 7,5 41 34,8 | 35,7 | 16,3 5
— CBS 652.66 - - 8 29,8 | 26,5 | 25,7 | 21,8 | 19,5

Tab. 5. Prameérna velikost kolonie (mm) na médiich bez soli a se zvySenym obsahem soli po 3 dnech kultivace.

Maximalni hodnoty jsou zvyraznény.

Testovany druh MEA 0,25M MEA 0,5M MEA
Fusarium culmorum 45,8 50,8 28
Fusarium sporotrichioides 53,3 53,2 31,5
Mucor sp. 3 67,8 60,5 41
Trichoderma harzianum 80 46 23,7

Tab. 6. Pramérna velikost kolonie (mm) na médiich bez soli a se zvySenym obsahem soli po 7 dnech kultivace.

Maximalni hodnoty jsou zvyraznény.

Testovany druh MEA 0,25M MEA | 0,5M MEA
LAcidomyces richmondensis® — MH 142 10,8 4.8 1,7
— AK 72/03 8,5 3,7 1,3
Cylindrocarpon sp. 1 — MH 529 18,3 13 11,5
—MH 152 21,3 12,8 10

Cylindrocarpon sp. 2 16,8 9 8,3
Chrysosporium sp. — MH 518 26 21,2 11,3

— MH 523 21,5 19 15,3
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Paecilomyces sp. — MH 393 423 25,3 26,5
Paecilomyces sp. — AK 18/95 443 9 4,7
Penicillium cf. varians (CCF 2941) 23 26,8 18,2
Penicillium sp. 1 — MH 163 39,2 39 38,5
Penicillium chrysogenum 35,5 59 56,5
Penicillium coprobium — MH 23 23,8 30,7 31,7
— MH319 25,8 32,3 35,5
Penicillium sp. 2 31,3 22,5 15,5
Penicillium sp. 4 26,3 19 13,5
Penicillium sp. 5 57,8 34.8 27,8
Penicillium sp. 6 49,8 61,3 54,7
Sporothrix sp. 21,5 6,5 0
Talaromyces helicus var. helicus — MH 452 31,5 16,3 8,3
—CBS 335.48 37,8 28 17,5
Talaromyces helicus var. major — MH 298 33,6 22,3 12,8
— CBS 652.66 32,8 19,8 12,5
Diskuse

Jak uvadéji ZAK & WILDMAN (2004), pH vétSiny substratl se pohybuje v rozmezi 4-9, coz
je divod, pro¢ spadaji optima vétSiny organismli do tohoto intervalu. Mikroorganismy
schopné rist a pfezivat mimo zminované rozmezi hodnot pH jsou pak povaZovany za acido-
nebo alkalotolerantni. V nasem piipadé mizZeme tedy za acidotolerantni oznacit vice nez
polovinu testovanych zdstupcii, nebot’ prokdzali schopnost rtst jiz na pH 3. V rdmci téchto
acidotolerantnich druhti predstavuje zcela specifickou skupinu Sest zastupct (,,Acidomyces
richmondensis*, Paecilomyces sp., Penicillium sp. 4, Penicillium sp. 5, Sporothrix sp. a
Talaromyces helicus var. helicus), kteti byli schopni rtst i pfi tak extrémnich hodnotach jako
je pH 1 a 2. Tato vysokd schopnost adaptace vici nizkym hodnotdm pH vyrazné koreluje
s odbérovymi plochami, z nichz byly dané druhy izolovany (Tab. 1, 2). Testovany kmen (MH
452) druhu Talaromyces helicus var. helicus byl na rozdil od ostatnich kmeni tohoto druhu
(izolovany z plochy 4) ziskan rovnéz ze siln¢ kyselé plochy 3. Vysoky stupen ptizpusobeni
byl u druhit ,,Acidomyces richmondensis“ a Sporothrix sp. podloZzen rovnéZ posunem
rustového optima na hodnotu pH 3. U druhého zminovaného druhu byl jako u jediného
inhibovéan rist pfi pH 7 a 8. GROSS & ROBBINS (2000) odliSuji druhy acidotolerantni od
acidofilnich pravé na zédklad¢ jejich schopnosti riist pfi neutrdlnim piipadné alkalickém pH.
Podle tohoto rozliSeni by se dal pak zmitovany druh Sporothrix sp. oznacit za acidofilni.
K druhu s provizornim nédzvem , Acidomyces richmondensis® byl jako nejblizZ§i taxon
molekuldrn€ pfifazen druh pravé s timto pracovnim oznacenim, ktery byl izolovan z extrémné
kyselych rudnych dolti v Kalifornii BAKER et al. (2004), coz podporuje vySe zmiflovanou
acidotolerantni charakteristiku.

Vsechny testované druhy prokdzaly schopnost ristu na obou médiich s vySSimi
koncentracemi soli a lze je tedy povazovat za halotolerantni. Nicméné rlistovd optima
prevazné vétSiny druhit byla zaznamendna na médiu bez piidavku soli. Optimdlni rist na
zasolenych médiich byl zjistén pouze u Ctyt zastupci (Fusarium culmorum, Penicillium
chrysogenum a Penicillium sp. 6 — 0,25M MEA a Penicillium coprobium - 0,5M MEA). PITT
& HOCKING (1997) zavedli v roce 1975 pro n€kolik mdlo xerofilnich druht (schopné riist na
médiich s nizkou vodni aktivitou), které vykazuji lepsi rist na médiu s pfidavkem NaCl nez
bez ni, termin halofilni. Podle této definice by se pak posledni Ctyfi testovani zastupci dali
oznacit za halofilni. V pfipad¢ druhu Penicillium coprobium se jednd o zdastupce cCasto
izolovaného z pidy a zvifectho trusu, nicméné bez vyrazné miry zasoleni (FRISVAD &
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FILTENBORG, 1989). V NPR Soos byl zaznamendn vyhradné ze znacné zasolené plochy 3
(Tab. 2). Stejné tak tomu bylo u bézné piadni houby Penicillium chrysogenum. DOMSCH et al.
(1980) uvadéji tento druh rovnéZ ze zasolenych piid a SAMSON & FRISVAD (2004) ze solivarti.
Druh Fusarium culmorum je uvadén kromé jiného ze slanisek (DOMSCH et al. 1980).

V piipad¢ dvojic srovndvanych kment byly zna¢né rozdily v odpovédi na zménu pH a
salinity zaznamendny pfedevSim mezi izolaty z NPR Soos, CBS a Chvaletic. Jejich pfiinou
muZe byt ¢astecné odliSny charakter substratu, z n¢hoZz byly kmeny izolovany, riizné stafi
kmeni ¢i vnitrodruhova variabilita ve fyziologickych vlastnostech.

Zavér

U prevdazné vétSiny testovanych druhti byla zjiSténa vysokd schopnost tolerance jak
nizkych hodnot pH, tak i vyS$siho zasoleni substratu. Bylo zaznamenano rovnéz Sest extrémneé
acidotolerantnich zdstupct schopnych rast i na siln€¢ kyselém pH 1 a 2. Ziskané vysledky
ukazuji nejen na specifické fyziologické vlastnosti pravdépodobnych novych druht, ale i na
pomérné znacnou schopnost adaptace béznych plidnich druhti na extrémni podminky
studovaného substratu. Kmeny z extrémné¢ kyselé ptidy (pH 1.5-2) zaroven vykazuji optimum
rastu pii velmi nizkém pH. Na druhou stranu tyto acidotolerantni kmeny nemaji rastové
optimum na siln¢ slaném médiu, které simuluje podminky, ze kterych byly izolovany. To
ukazuje, Ze riistové optimum v oblasti nizkych hodnot pH je klicové pro osidleni extrémné
kyselého a slaného substratu a schopnost efektivniho riistu ve slaném prostiedi je druhotna.
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Mikroskopické vlaknité huby vo vniitornom prostredi tokajskych vinnych
pivnic

ZUzZANA KOLLARIKOVA & ELENA PIECKOVA

KOLLARIKOVA, Z., PIECKOVA, E.: Microscopic filamentous fungi in indoor environment of classic tufa
wine-cellars.
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During two years — in warm (spring - summer) and colder (autumn) parts of a year — indoor mycological analysis
(air, walls and other surfaces) was carried out in a classic tufa wine-cellar in Mald Ttna, Eastern Slovakia.
Samples of the air were taken by an aeroscop, visible moulds were scraped from all indoor surfaces. Dichloran
agar with 18 % glycerol and malt extract agar were used for isolation of fungi. Micromycetes were identified
according to their macro- and micromorfology after cultivation at 25 and 37 °C for 5 — 14 d. Quantitative
aeromycoflora was also characterized. Indoor surfaces (walls, floor, barrels, a sculpture) were colonizated
mainly by Penicillium lividum, Aspergillus fumigatus, A. sydowii, rarely by A. flavus, Mortierella sp.,
Trichoderma sp. independently onto the season. Penicilia - P. lividum, P. arenicola, P. verrucosum and
Cladosporium sphaerospermum dominated in the air mycoflora all over the year, in winter-time also Eurotium
herbariorum and Alternaria sp. were found massively. During the warm periods air-borne aspergily A. fumigatus
and A. sydowii were also relevant . A. versicolor, C. cladosporioides, C. herbarum, P. citrinum, P. bilai, P.
cyaneum, P. granulatum, P. sublateritium, Epicoccum nigrum, Scopulariopsis fusca and Chrysosporium
queenslandicum were found occasionally in the air, too. Counts of the air micromycetes in 1 m® were also stable
over the year — in the main corridor by the entrance 330, at the opposite side 405 colony-forming unit (CFU), in
a gustation room and neighbouring spaces upto 750 CFU - probably because of changing and mixing of the
indoor and outdoor air. In the future, we should focuse more on the presence of thermophilic A. fumigatus in all
scratches. Regarding the quantitaty of the air-born indoor mycobiota in the corridor, it can be considered to be
a healthy environment.

Keywords: classic tufa wine-cellar, microscopic filamentous fungi
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Uvod

V suvislosti s pritomnostou mikroskopickych hib vo vnitornom prostredi vSeobecne sa
doteraz najvicsia pozornost’ venovala ich schopnosti vyvolat’ alergické reakcie s dychacimi
alebo koznymi prejavmi. Podl'a najnovsich poznatkov vSak uz nemoZno prehliadat’ ani
nepriaznivy ucinok mykotoxinov, hubovych enzymov aprchavych organickych latok
produkovanych hubami, z ktorych mnohé si zndme karcinogény, na zdravie obyvatel'ov
(PIECKOVA, 2000, 2001). Napodiv vel'mi mélo odbornych préc sa doteraz venovalo prostrediu
vinnych pivnic, hoci tieto  predstavuji vynikajice prostredie pre prezivanie, rast
arozmnoZovanie mikroskopickych hiib — teplotno-vlhkostny reZim, zniZzené vetranie,
pritomnost’ drevenych obkladov, sudov, prach, zarodky hib na hrozne, pracovnom néradi,
odevoch pracovnikov atd’.

Analyzy pochddzajice najmé z franctizskeho prostredia ukéazali, Ze vzdusnd mykofléra v
20 Studovanych vinnych pivniciach bola bohatd ar6znorodd. Pocty zarodkov
mikroskopickych vldknitych hib v ovzdusi réznych typov pivnic sa v sledovanom ro¢nom
obdobi takmer neliSili - stovky azZ tisicky v 1 m’, &o je relativne mélo. NajvysSie pocty
zérodkov sa vyskytovali v letnom obdobi, o mozno vysvetlit najvhodnejsimi teplotno-
vlhkostnymi podmienkami pre ich rast a preZivanie. Z kvalitativneho hl'adiska bola mykofléra
tradi¢nej pivnice s nizkou vymenou vzduchu a relativne stabilnou teplotou aj vlhkostou
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pomerne vyrovnand. V ovzdu$i vSetkych sledovanych pivnic prevladali huby zrodov
Aspergillus, Cladosporium a Penicillium, sporadicky sa izolovali zarodky inych vyssich
(hyfomycéty) a nizSich (zygomycéty) mikroskopickych vldknitych hub (SIMERAY et al.. 1998,
2000).

Pocas jednorazovej Studie hubovej kolonizécie stien slovenskych tokajskych vinnych
pivnic sa najCastejSie izolovali penicilid (BACIGALOVA et al., 2003; PIECKOVA
& PIVOVAROVA, 2003). Dalgie vyznamné rody hib zastipené vo vzorkéch zoskrabov z tychto
stien boli aspergily, alterndrie, fuzarid, mukory, Rhizoctonia, Phoma, Epicoccum,
Tritirachium,  Geotrichum,  Verticillium,  Scopulariopsis, Trichoderma, Thielavia,
Oidiodendron, ale aj nesporulujice mycélium a kvasinky.

Ciel’

Mykologickd analyza vnuitorného prostredia (ovzduSia, stien a povrchov) v klasickej
tufovej vinnej pivnici v Malej Ttni opakovane ro¢ne - v teplejSich (jar - leto) a chladnejSich
(jesen) Castiach a jej zhodnotenie.

Material a metody

Vzorky ovzduSia sa odoberali aeroskopicky (A-AIR-010, Agea, s. r. 0., Praha, CR))
v dychacej zone (cca 1,5 m nad zemou) v hlavnej chodbe pivnice pri vchode, na jej opacnom
konci, v degustanej miestnosti a prilahlych bo¢nych chodbich. Z vnitornych povrchov
steny, podlahy, sudy, socha) sa viditeI'né porasty mikromycét zoSkrabavali. Na izolaciu hib sa
pouzival dichléranovy agar s 18 % glycerolu a sladinkovy agar (oboje HiMedia, Bombaj,
India). Po kultivacii 5 - 14 d pri 25 a 37 °C sa mikromycéty identifikovali na zdklade ich
makro- a mikromorfoldgie. Stanovila sa tieZ koncentracia aeromykofléry kol6nie tvoriacich
jednotiek (KTJ) v 1 m® ovdusia.

Vysledky

Vnutorné povrchy boli kolonizované predovSetkym Penicillium lividum, Aspergillus
fumigatus, A. sydowii, ojedinele A. flavus, Mortierella sp., Trichoderma sp. nezavisle na
ro¢nom obdobi (Obr. 1).

V ovzdusi celoroéne dominovali penicilid - P. lividum, P. arenicola, P. verrucosum a
Cladosporium sphaerospermum, v jesennom obdobi aj Eurotium herbariorum a Alternaria
sp.. Zriedkavo sa z ovzdusSia izolovali A. versicolor, C. cladosporioides, C. herbarum, P.
citrinum, P. bilai, P. cyaneum, P. granulatum, P. sublateritium, Epicoccum nigrum,
Scopulariopsis fusca a Chrysosporium queenslandicum (Obr. 2 - 6).

V koncentricii vzduSnych mikromycét v 1 m’ bol tiez zaznamenany celoro¢ny status quo
— v hlavnej chodbe pri vchode 330, na opa¢nom konci 405 kolénie tvoriacich jednotiek (KTJ),
v degustacnej miestnosti a pril'ahlych priestoroch az 750 KTJ — moZno usudzovat’ na vymenu
a zmieSavanie vzduchu s vonkajSim prostredim (Obr. 7, 8).

V kvalitativnom hubovom spektre sa vnitorné ovzdusie a povrchy vzdjomne reflektovali
podla oakavania.

Zaver

V ovzdu$i Studovanej pivnice prevlddali huby zrodov Aspergillus, Cladosporium
a Penicillium, sporadicky sa izolovali zdrodky inych vysSich (hyfomycéty) a nizsich
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(zygomycéty) mikroskopickych vldknitych hub. Jeden z najcastejSich aspergilov v pivnici bol
A. fumigatus, ktory patri k medicinsky vyznamnym hubdm (potencidlne patogénny) av
budicnosti je potrebné viac sustredit’ pozornost’ na pritomnost’ tohto termofilného druhu na
povrchoch v teplych ro¢nych obdobiach. A. sydowii je zas pribuznym najCastejSieho
potencidlne toxinogénneho kolonizatora vnutornych prietorov v naSich podmienkach A.
versicolor.

V zimnom obdobi v pivnici boli pritomné aj huby xerofilné, t. j. rastice pri niZsej
vyuziteI'nej vlhkosti, huby — Eurotium herbariorumi. Zastupcovia rodu Cladosporium, najmi
C. sphaerospermum, prevladali najmi v jesennom obdobi, ked’Ze ide o typické tzv. listové
huby. Spektrum penicilii izolovanych z ovzdusia bolo vel'mi Siroké — az 13 druhov. Vysledky
st porovnatel'né v predchddzajicimi publikdciami napr. z vinnych pivnic vo francizskej Jure
(SIMERAY et al. 1998, 2000). Zo zorného uhla zdravotného vyznamu sd huby Cladosporium
sphearospermum, A. flavus a penicilid zndme ako alergizujuce a ich toxické produkty mozu
priamo poskodzovat’ dychacie cesty citlivych osob (PIECKOVA & KUNOVA, 2002).

Pre mikroskopické huby vo vndtornom prostredi doteraz nie si stanovené hygienické
limity. ZvyCajne sa za akceptovatel'ni koncentraciu hubovych zarodkov v ovzdusi povazuje
200 - 500 zdrodkov v 1 m’, pricom tam nesmi byt patogénne a toxinogénne druhy, ani
prevazovat’ len jeden druh. Z kvantitativneho mykologického hl'adiska je teda mozné
povazovat’ vnidtorné prostredie pivnic za zdravotne nezdvadné. Celkovo moZno v pivnici
konStatovat’ viac-menej mykologicky stabilné vnitorné prostredie pocas celého roka.
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Obr. 1. Mikromycéty izolované z vnitornych povrchov vo vinnej pivnici.
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Obr. 2. Druhové spektrum rodu Penicillium v ovzdusi degustacnej miestnosti v chladnom
obdobi roka.
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Obr. 3. Druhové spektrum rodu Penicillium v ovzdusi degustacnej miestnosti v teplom obdobi roka.
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Obr. 4. Druhové spektrum rodu Penicillium v ovzdusi hlavnej chodby (koniec oproti vchodu) v chladnom
ro¢nom obdobi.
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Obr. 5. Druhové spektrum rodu Penicillium v ovzdusi hlavnej chodby (koniec oproti vchodu) v teplom rocnom
obdobi.
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Obr. 6. Druhové spektrum rodu Penicillium v ovzdusi hlavnej chodby (pri vchode) v teplom ro¢nom obdobi.
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Obr. 7. Vzdusna mykofldra v degusta¢nej miestnosti pocas roka.
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Obr. 8. Vzdusna mykofléra v hlavnej chodbe (oproti hlavnému vchodu) pocas roka.
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ZkuSenosti se studiem hub vazanych na podkorni hmyz

MIROSLAV KOLARIK

KOLARIK, M.: Experiences from studies of fungi associated with subcortical insect.
Proceedings of the MICROMYCO 2007, NOVAKOVA, A. (Ed.): pp. 31-36. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

The paper reviewed methods used in study of fungi associated with subcortical insect, based on the personal
experience of the author. In particular, procedures used in study of ophiostomatoid and ambrosia fungi, genera
Daldinia, Dipodascus, Entonaema, Geosmithia and Quambalaria are presentEd. Described methods include
sampling of the subcortical insects from field and definition of the sample size. Next steps is isolation of fungi
transmised on surface of bodies or in mycetangia using standard and special isolations media from intact or
surface sterilized bodies. Then the preparation of single spore cultures follows, which ensures purity of cultures
necessary for molecular analyses. Fungi are then cultivate on diagnostic media and are divided into groups
according to their colonial morphology or/and micromorphology. Validity of this division can be confirmed by
PCR fingerprinting (methods RAPD and ISSR-PCR). Representative strains from each group (defined by shared
phenotype or genotype) are compared with known taxa (using standard keys or published DNA sequences) and
determined as known or unknown species. Knowledge about fungal communities from many samples covering
various insect species, host trees and localities can be used in study of areal, host range and host specificity of
the particular fungal species. Further, these data can lead to elucidation of environmental variables which shape
these fungal communities and can describe the stability of whole symbiosis. Finally, isolated fungi can be used
in taxonomical analyses.
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* Presented at workshop MICROMYCO 2007, Ceské Bud¢jovice, September 4-5, 2007.

Obecné o houbovych symbiontech podkorniho hmyzu

Odumirajici dfevo 1dkd celou fadu hmyzu, jako jsou kiirovci (Coleoptera, Scolytidae),
tesafici (Coleoptera, Cerambycidae), jadrohlodi (Coleoptera, Platypodidae), krasci
(Coleoptera, Buprestidae), nosatci (Coleoptera, Curculionidae), korovnici (Coleoptera,
Bostrichidae) a pilofitky (Hymenoptera, Siricidae), ktefi zde travi vétSinu svého vyvojového
cyklu. Podkorni prostiedi je vlhkostné i teplotn¢ stabilni, se stdlou nabidkou potravy a
dostate¢nou ochranou pied preditory. Nicméné obsahuje fadu toxickych latek, je relativné
chudé na dusik a fosfor a nenabizi latky esencidlni pro vyvoj hmyzu (steroly, B-vitaminy).
Z tohoto dlivodu vstupuje podkorni hmyz, stejné jako vSichni herbivofi, do ekto- ¢i
endosymbidz s houbami. Kromé dodavani Zivin a detoxifikace substratu mohou houby oslabit
¢i zabit napadenou drevinu a tim ji zpfistupnit dalsi invazi hmyzu.

Tyto symbidzy se lisi pevnosti vztahu. LykoZravi brouci jsou vétSinou potravné nezavisli
a houbami se spiSe piikrmuji. Hloubégji ve dievé, kde je Zivin daleko méné tvoii houby
vyhradni sloZku potravy. Obligdtni symbionti jsou Casto substratove specifi¢ti a nenachdzi se
mimo podkorni prostfedi. Naopak n€které z volngji asociovanych hub zndme i z jinych
ekologickych roli.

LykoZravy hmyz, jako jsou kurovci, krasci a nosatci, je nejCastéji asociovan s tzv.
ophiostomatalnimi houbami jako je Ophiostoma a Graphium (Ascomycota: Ophiostomatales,
Microascales), kvasinkami, fadou bazidiomycetli (napt. Enfomocorticium) a nepohlavnimi
hyfomycety rodu Geosmithia (Ascomycota: Hypocreales). Symbionti dfevokaznych (tzv.
ambrosiovych) broukll patii mezi tzv. ambrosiové houby (napt. Ambrosiella). Pilotitky, které
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také hlodaji v bélovém dfevé Ziji v symbidze s choroSi (Amylostereum, Cerena) a
dfevnatkovitymi houbami (Daldinia, Entonaema).

Symbiézou hub s podkornim hmyzem se zabyva fada prehledovych studii, pojednévaji
zejména o diverzit¢ symbiontl, hostitelské specificité a interakcich hmyzu a dieviny (BARRAS
& PERRY, 1975; BATRA, 1967; FRANCKE-GROSMANN, 1967; HARRINGTON, 2005; KIRISITS,
2004; KIRSCHNER, 2001; S1x, 2003, 2005; SRUTKA et al., 2007).

Studium houbovych symbiontd hmyzu md fadu specifik. Problémy jsou zejména
s jejich izolaci a kultivaci. Ostatni postupy se nelisi od jinych skupin hub. Nasledujici text
popisuje postupy, které se mi osvédcily za poslednich osm let studia téchto hub.

Metody izolace

Za prvé je nutné ziskat dospélce ¢i larvy daného hmyzu. Nejsnazsi je volny sbér v terénu,
kde v laboratofi vyjmeme hmyz piimo z napadené dieviny. Velkou vyhodou je moznost
pozorovat rust hub pfimo v chodbi¢kdch hmyzu, které 1ze také kultivovat ve vlhké komtrce.
Hmyzi jedince lze rovnéz piimo na lokalit¢ vyjmout a spolu s fragmenty chodeb uchovavat
v epruvetdch s minerdlnim olejem. Takto konzervovany materidl, uchovdavany pii pokojové
teploté, I1ze kultivovat jesté po nékolika letech (dle mé zkuSenosti minimdalné 3 roky). Citlivé
ambrosiové houby tuto konzervaci nepreziji, takZe metoda je vhodnad zejména pro studium
ophiostomatalnich hub, rodu Geosmithia a Dipodascus. Jedince vyjmuté ze drfeviny lze
rovnou poloZit na agarové médium a izolovat celkovou mykofloru. Déle je moZno kultivovat
suspenzi ziskanou oplachnutim dospélcti ¢i larev (sonifikaci v roztoku vody a Tween 80).
Nicméné tento postup neni vice rozsiten, je pracngjs$i a poskytuje podobné vysledky (az na
pocty CFU, které stejné nejsou moc informativni) jako klasicka kultivace tél na agarové pudé.
K ziskani vzorkli méné béZnych druhli hmyzu standardni kvality (stejnd lokalita, doba vyletu
atd.) Ize pouzit lapdkovou metodu. Pfi ni nastraZime mrtvy strom, ktery je po invazi hmyzu
uzavien do nadob (eklektorti), ze kterych jsou lapani vylétajici brouci. Brouci z eklektorii
jsou, na rozdil od broukli a larev vyjmutych zchodbicek, kontaminovany nezadouci
mykobiotou (Trichoderma, Penicillium) z povrchu kury, takZe je dobré je povrchové
sterilizovat modifikovanym Whitovym roztokem (1% HgCl, expozice 1-3 min, BARRAS,
1972). Dospélci klirovell a jadrohlodti maji na povrchu téla drobné organy, mycetangia,
v kterych si pfendsSeji své symbionty. Brouky muzeme povrchové sterilizovat a jejich télo
rozdélit. Ndslednou kultivaci na médiu ziskdme pouze specifické symbionty, které si jedinec
aktivné prendsi a také zjistit lokalizaci pienosu. Z mycetangii 1ze ddle vyjmout jehlou jejich
obsah a kultivovat ho. K povrchové sterilizaci pouZivdm modifikovany Whitiv roztok a
sterilizacni metodu dle FRANCKE-GROSMANN (1956). Pii ni nechdme Zivé dospélce pobihat 12
h po vlhkém filtracnim papiru, 12 h po papiru suchém, pak téla rozd€lime a poloZime na
podloZni sklicko s tenkou vrstvou kultivacniho média, které uzavieme do Petriho misky kvali
zachovani vlhkosti. Timto zpilisobem muzeme izolovat houby z povrchu exoskeletu a
mycetangii lykozravych a fady dfevokaznych broukt. V piipad¢ pilofitek je nutné vyjmout
mycetangium, coZ je maly vacek uvnit téla sami¢ek v oblasti baze kladélka (SRUTKA et al.,
2007; TALBOT, 1977). Toto mycetangium, které obsahuje Cistou kulturu symbionta, staci
resuspedovat v 1ml vody a roztok vysit na agar.

Kizolaci se nejCastéji pouzivd 2% malt extrakt agar (MEA), nebo MEA s 0,3%
kvasnicného extraktu (YMEA), ¢i pfirozené médium (vodni agar s kousky lyka ¢i bélového
dfeva dané hostitelské dfeviny). Ambrosiové houby vyzaduji fadu esencidlnich latek, napt. do
YMEA se ptidava mocovina (1%, 3%, 5%), B-vitaminy (40 ug/l By, 40 ug/l B,, 30 ug/l B¢ 50
ug/l Bs, 60 ug/l B3, coz je sloZeni 1é¢iva B-komplex Zentiva), ¢i kasein a pepton (BATRA,
1963, 1967, 1972, 1985; BATRA & MICHIE, 1963; FRANCKE-GROSMANN, 1967). K selektivni
izolaci hub z fddu Ophiostomatales, se pfidava cyklohexemid (100 pg/l). Kultivace probiha
pti 24 °C.

Pfi izolaci hub obecné nejdiive izoluji houby zchodeb. Z nalezenych plodnic a
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ambrosiové vrstvy zhotovim trvalé prepariaty (medium PV A, ordmovany epoxidovym lakem).
U nékterych hub je t€Zké navodit fruktifikaci in vitro (nékteré heterothalické Ophiostoma,
Gondwanamyces a Cornuvesica) nebo nerostou vilbec (ambrosiové houby), takZe trvaly
preparat je Casto jediny doklad o jejich existenci. Z vykultivovanych hub je dile nutné
zhotovit monosporické izoldty. Spory hub odebrané zjedné kapky spor ¢i konididlniho
fetézce se fedi (100x, 1000x) a vyseji na YMEA médium. Vybere se izolovana kolonie, ktera
se povazuje za potomka jedné diaspory a ddle se pfeockoviva. Z monosporické kultury se
nasledn& udgl4 trvaly preparét a &dst (0,2-0,55 cm?) se uchovéva pii -20 °C pro izolaci DNA,
coz opét muze byt jediny doklad pokud dand houba nesnese podminky in vitro a po dalSim
pfeoCkovani hyne. Monosporickd kultura je jedind zaruka cCistoty kmene, protoZe fada
asociovanych hub je morfologicky velmi podobnd a libovolné se prortstd. Tyto houby jsou
navic dimorfni (s kvasinkovou i mycelidrni fazi), takZze nevime, zda jde o jeden druh ¢i o
hyfomycet kontaminovany kvasinkou (pfipad rodu Ambrosiella, Raffaelea, Dipodascus,
Quambalaria, Geosmithia).

Metody identifikace

Dalsim krokem je roztiidéni kmenii do skupin dle morfologické podobnosti. Houby se
naoCkuji na identifika¢ni média a kultivuji pfi dvou teplotich (24°C: MEA, CYA, CZD;
37°C: MEA) a nésledné se rozttidi do skupin dle typu a velikosti kolonie. Jako piidatné
mohou byt pouZity nckteré vyrazné znaky mikromorfologické. Pii pozorovani
ophiostomatalnich hub se synnematélni anarmofou je dobré pouZit i chuds$i medium, PCA ¢i
SSA, pro navozeni produkce synnemat (SSA; glukéza 2 g, L-asparagin 0,08 g, K;HPO4 1 g,
MgS04.7H,0 0,5 g, ZnS04.7H,0 0,2 mg, FeSO4.7H,O 0,2 mg, MnSO4.7H,O 0,1 mg,
pyridoxin 0,1 mg, linoleova kyselina 0,5g, agar 15 g, H,O 1L) (HINDAL & MCDONALD,
1977). Kolonie vybranych kmenl z kaZzdé skupiny dokumentuji (digitdlni kamerou c¢i
skenerem) a susim (24h, pti 40 °C) jako dokladovy materidl pro ptipadné uloZeni do herbafre.
Opét, suSend kultura miiZe byt velmi cennd u hub, které v kultuie rychle hynou.

Morfologické porovnavani za ucelem redukce poctu klont je dobré d€lat na materidlu z co
nejpodobnéjsich vzorka (blizké lokality, stejny substrat). Dva kmeny se stejnym morfotypem
pak velmi pravdépodobné patii do stejného druhu. Vybrané kmeny z kazdé skupiny lze urcit
do druhii dle morfologie ¢i DNA sekvenci. Pii tfidéni nezndmych hub s neznidmou
vnitrodruhovou fenotypovou variabilitou nevime, jak vyznamné jsou drobné rozdily mezi
koloniemi (napft. intenzita produkce pigmentu, ¢i velikost kolonie). To Casto vede k vyclenéni
n¢kolika morfologickych skupin spadajicich pod jeden druh. Nicmén¢ tato maléd tolerance
k morfologickym odliSnostem zajisti, Ze v jedné skupiné nebudou dva druhy, ale naopak, coz
neni na Skodu. Dal§i metodou jak redukovat pocet velmi podobnych kment ¢i pfimo urcit
danou houbu je PCR-fingerprinting. K tomuto ucelu se v naSi laboratofi pouzivd metoda
RAPD (primery 10R, 8F, OPA02, OPA20, KOLARIK et al. 2005, které funguji na Siroké
spektrum hub) a metoda ISSR-PCR (rizné primery dle TUTHILL, 2004). Tyto metody maji
rozliSovaci schopnost na drovni druhu a nizsi. Tzn. rGzné kmeny jednoho druhu budou mit
stejny ¢i velmi podobny fingerprint (90-100% PCR fragmenttl), ktery se bude velmi lisit od
druhti jinych. Vysledkem je sjednoceni nasSich kmenti do geneticky unikétnich linii, které bud’
obsahuji ureny srovndvaci materidl, nebo je jejich identita ur¢ena sekvenovanim. Geneticky
unikétni linie predstavuji biologické druhy, tedy skupiny s pferusenym tokem gend, coz je
dikazem neschopnosti vzdjemného kiiZeni (plati i po nepohlavni druhy). Nalezeni
vymezujiciho fenotypového znaku nasledné¢ vede k jejich formalnimu popisu.

V prvnim kroku molekuldrni identifikace pomoci sekvenci vybereme gen, ktery je
schopen rozli§it velmi blizké druhy a je dostateCné reprezentovan v databdzich. U
ophiostomatalnich hub to je rDNA (ITS oblast, SSU) a B-tubulin, u ambrosiovych hub to je
SSU rDNA, u rodu Dipodascus ITS a LSU, u Geosmithia jen ITS oblast rDNA, u xylaridlnich
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hub ITS oblast a B-tubulin, u bazidiomycetli obecné to je zejména LSU rDNA. U bliZze
nezatraditelnych kment, kde nevim jakou podjednotku rDNA zvolit, amplifikuji veétsi ¢ast
rDNA operonu najednou (tj. vjedné PCR reakci). Dobré zkuSenosti mam s amplifikaci
pomoci primerd NS1 a NL4 (¢i LR4), kdy ziskdm celou 18S alITS oblast, a prvnich
nejpouzivanéjSich 500 bp z 28S rDNA, o celkové délce 2800-3000 kb. Nasledné sekvenuji
ITS oblast pomoci dvou primerd, které ji ohranicuji (napt. ITS1, ITS4). Sekvenacni reakce
precte cca 800 bp, takZe kromé oboustranné sekvenované ITS oblasti ziskdm i1 300 bp
z okolnich oblasti, coz vyrazn¢ zvysi Sanci na nalezeni vhodného protéjsku v databazich
sekvenci. Pokud se ukdze, Ze LSU ¢i SSU oblast je pro dany organismus vhodnd, pfistoupim
k jejimu osekvenovani z toho samého fragmentu. Timto postupem usetiime za cCiSténi PCR
produktu (Cisti se pouze jedenkrét).

Ziskané sekvence jsou pak vlozeny do souboru sekvenci daného rodu. V prvni tfadé
zjistime procentuelni podobnost nasi sekvence k ostatnim. Tato informace mliZe samo o sobé
vést 1 identifikaci. Napiiklad 99-100% shoda v sekvencich ITS rDNA a B-tubulinu znamené u
vétsiny skupin (napf. kromé komplexu Ophiostoma piceae) jasny dikaz, Ze jde o stejné
druhy. U mensSich shod je tieba provést fylogenetickou analyzu. Hlavni informace ziskana
fylogenetickou analyzou je pfibuznost (nikoliv podobnost) naSich sekvenci k tém
porovnavanym. Tzn. informace, v jaké fylogenetickém kladu (s jakymi druhy hub) o urcité
statistické podpofe se naSe sekvence nachazi. Takto miizeme nasi sekvenci zatadit do druhu,
¢i do taxonu vyssiho.

Vymezeni vzorku a co v§echno nam muZou data fici

Je nutné si uvédomit k jakym udcelim naSe data slouZi a tomu pfizplsobit vymezeni
vzorku. Pro ucely studia spoleCenstev hub na jednom druhu ktirovce (sledovani vlivu
vyvojového stddia vektora, typu lokality, stavu hostitelské difeviny atd.) jsou dobra
kvantitativni data ziskand z jednotlivych jedinci ¢i jednotlivych pozerkii (tzn. soustavy
chodeb, kterd patii jednomu pokoleni z jedné matky). Pokud studujeme vliv druhu dfeviny ¢i
lokality na spektrum hub pienasenych riznymi druhy klrovcl, pak neni nutné studovat
variabilitu ve spolecenstvech hub mezi jedinci jednoho druhu kirovce, ale spi$ se snaZime
podchytit komplexni mykobiotu daného druhu na kazdé lokalité a dievin€. Pro tyto ptipady
vymezuji vzorek jako jedince hlodajici v jeden ¢as na jednom, ¢i na nckolika sousednich
stromech, na jedné lokalité. Kazdy vzorek obsahuje pfedem stanoveny pocet poZerkii (10-15),
z kazdého pozerku zpracuji pét jedinci daného hmyzu. Pocet pozerkd nutnych k podchyceni
hub z kazdé lokality, Ize predbézné zjistit analyzou vétSiho poctu pozerkli. Nasledné se
pouZije takovy pocet, ktery stacil na podchyceni hub na dané lokalité a klirovci (Casto to je
mnoZzstvi kdy uz dalsi % z celkového poctu poZerkil nepfinesla nové druhy hub. MnozZstvi
poZerkl nutnych k optimadlnimu studiu téchto hub se velmi li§{ mezi riznymi druhy klirovct
(KOLARIK et al., 2007a; KOLARIK et al., 2007b) a lokalitami, nicméné kvuli dalSimu srovnani
je vhodné pouzit konstantni pocet poZerkli (zpravidla ten ktery vyhovuje tomu
nejdiverznéjSimu substratu). Negativni vliv malych vzorkl, které u hodné diverznich
substrati podhodnoti druhové spektrum hub, 1ze oSetfit v prubchu statistické analyzy (napf.
vylou¢enim ¢i podhodnocenim vyskytu vzacnych druhti, u kterych je velkd moZnost, Ze je
zachytime jen ndhodou. Na druhou stranu pouzivani malych vzorkd (75 jedinct ze vzorku
neni skutecn¢ mnoho) umoziuje zpracovat stovky vzorka béhem jedné sezény, pokryt sbéry
velky aredl a mnoho hostitelskych druhii. V piipadé studia rodu Geosmithia ndm tento postup
umoznil pozndni aredlu daného druhu houby, jejtho hostitelského spektra a hostitelské
preference k prenaSeci v oblasti temperatni Evropy a Stfedomofti. Tyto znalosti ndm dovolily
spekulovat o celkové diverzit¢ Geosmithia spp. ve studovaném aredlu a o procesech, které
formuji sloZeni jejich spolecenstev na klrovcich (KOLARIK et al., 2007a; KOLARIK et al.,
2007b). Tento typ udaji bohuzel neni k dispozici u jinych hub s podobnou ekologii, pravé
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kviili absenci vice komplexnich souborii vzork.
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Mikroskopické houby na opadu jehli¢natych dievin - nové otazniky kolem
»starych znamych*

ONDREJ KOUKOL

KOUKOL, O.: Microfungi colonizing coniferous litter needles; well-know or still hazed?
Proceedings of the MICROMYCO 2007, NOVAKOVA, A. (Ed.): pp.37-39. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

Microfungi colonizing pine and spruce litter needles have been intensively studied since the 1950s. Classical
isolation methods prevailed in the studies from the last century. However, recent advantages in molecular
methods caused that these methods were applied during studies of litter neeedles mycoflora. From routine
identification of isolated strains to complete substitution of cultivation using environmental DNA isolation, PCR,
cloning and sequencing, standard methods are slowly being redundant. Not only are these molecular methods
faster in identification of fungi, but they seem to give more reliable data (above all they do not overestimate fast
growingubiquitous species during isolations.) However, even isolation methods may still reveal surprising data,
such as the frequent records of ,Scleroconidioma sphagnicola®, species probably common, but largely
overlooked. They are also useful when ecological studies using experimental approach are performed. For
example, knowing that the mycoflora of litter needles is different then previously thought differnt fungal species
should be used as model species in experiments (fungal effect on the decomposition, interactions with
invertebrates, etc.).
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Askomycety na opadu jehlicnatych dievin jsou intenzivné studovany jiz od 50. let
minulého stoleti. Za tuto dobu byla vétSina studii zaméfena pfedevSim na sledovéni sukcese
na opadu, tj. na spektrum druhti, které kolonizuji jehlice urcitého stafi a stupné rozkladu.
Nejcastéji bylo postupovano klasickymi izolacnimi metodami, tj. jehlice byly sbirdny
z raznych horizontli, nebo ulozeny do opadovych sacki a nasledné odebirdny, a v laboratofi
byly vysévany vcelku (nebo jejich fragmenty) na rtiznd agarovd média. Vysevu casto
predchdzela povrchova sterilizace. Timto zptisobem bylo izolovano nékolik set druhti hub,
predev§im anamorfnich askomycetii a zygomycetl. Spektriim ¢asto dominovaly druhy roda
Penicillium, Cladosporium a Trichoderma, ptipadné druh Aureobasidium pullulans (HAYES
1965a, 1965b). Tyto vysledky jsou vSak Casto v rozporu s jinymi metodikami, zvlasté pak s o
néco ,,primitivnéjsi* kultivaci ve vlhkych komurkéch, kdy jehlice slouzi jako jediny zdroj
Zivin. V takovémto ptipadé¢ dominuji ve spektru druhy Verticicladium trifidum, Sympodiella
acicola, ¢asté jsou i druhy rodu Chalara. (KENDRICK & BURGES, 1962, KOUKOL, in press)..
Zcela jiny obrazek o spektru druhti ziskdme pfi pouZiti metod molekuldrni detekce. Neddvnd
studie hub kolonizujicich opad borovice lesni ve Svédsku prokdzala, e pii pouZiti &isté
molekuldrnich metod, tj. izolace DNA =z jehlic a urCeni druhového spektra na zakladé
amplifikace vybranych usekt, klonovéani a sekvenovani, dominuji ve spektru druhy z ¢eledi
Venturiaceae a fadt Dothideales a Helotiales. Druhy rodt Trichoderma a Penicillium nebyly
zaznamenany tém¢et vibec (LINDAHL et al., 2007).

Vezmeme-li v ivahu dal$i ojedin€lé i vice Cast&j$i ndlezy druhtl, které dosud nebyly
z jehlic izolovany (Allantophomopsis lycopodina viz Obr. 1, Scleroconidioma sphagnicola),
je ztejmé, Ze askomycety kolonizujici opad jehli¢natych dievin tvoii velmi rozsdhlou skupinu
druhti. Kazdy jednotlivy druh pravdépodobné nemd svou specifickou funkci, ale spiSe
spoleCenstvo na dané lokalité a v daném ¢asovém useku hraje urcitou roli v opadu.
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Jednou z jejich roli miZe byt interakce s pidnimi bezobratlymi, pfedevSim panciiniky
(Acari, Oribatida). Tito bezobratli se podileji na mechanickém rozkladu opadu. Rada z nich
prokazala substriatové preference vici fadé druhli hub, pfedev§im dematiovym anamorfam,
takZe je zfejmé, Ze jsou vice pfitahovani k opadu kolonizovanému nez opadu bez hub. Tim
padem urychluji rozklad takto kolonizovaného opadu. Na druhou stranu, preference byly
studovany pouze za pouZziti ubikvistnich druhii hub a dosud chybi data o preferencich ke
specifickym druhtim hub kolonizujicich pouze opad, které mohou ve spolecenstvu druhti za
urcitych podminek prevladat (jiz zminované V. trifidum, S. acicola dale napt. Hormonema
dematioides a dal$i). Vliv pancifnikli na houbové spolecenstvo miiZe byt jak negativni
(spasani eliminujici rast), tak pozitivni (roznaSeni spor a ilomkl mycelia) a ziejme jsou oba
tyto vlivy v opadu v rovnovéze, takZe nedochdzi k eliminaci n¢kterych druhi hub, ani k jejich
vyrazné dominanci.

Jinak uvazime-li nizkou kompeti¢nost a minoritni pfinos k dekompozici jehlic ve srovnani
se saprotrofnimi bazidiomycety, zdd se, Ze saprotrofni askomycety na opadu nemohou
znatelné ,,hovofit“ do opadu. SpiSe tvoii skupinu druhti, které se snazi vmezefit na mrtvy
rostlinny substrat (protoze to nejsou parazité), ale dosud nekolonizovany vyrazné¢ silnéjSimi
bazidiomycety (které by je kompeticné vytlacily). Mezi takové druhy bazidiomycetii patii
Spicka Zinénd Setulipes androsaceus, kterd sice kolonizuje a rozklad4 jehlice, ale svou silnou
enzymatickou vybavou odpovida houbam bilé hniloby, tj. je schopna rozkladat i lignin. Mimo
toho dokdze produkovat ftadu environmentdlné¢ aktivnich chemickych latek, napf.
halogenderivat drosophilin A methyl ether (viz Obr. 2). V myceliu a plodnicich Spic¢ky byly
rovnéZ detekovany fosfonaty (KOUKOL et al., in prep.).
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Obr. 1. Allantophomopsis lycopodina (Hohn.) Carris, pticny fez pyknidou.

50 pm

Obr. 2. Krystaly drosophilin A methyl etheru tvofici se na myceliu $pi¢ky Zinéné rostouci na sladinovém agaru
pii teploté 5°C.
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Oportunné patogenni vlaknité mikromycety ve Sbirce kultur hub (CCF)
v Praze
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KUBATOVA, A., PRASIL, K., DOBIASOVA, S.: Opportunistic fungal pathogens in the Culture Collection of
Fungi (CCF) in Prague.
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In the Culture Collection of Fungi (CCF) in Prague ca 2000 strains of saprotrophic filamentous microfungi are
deposited, mainly Ascomycota and Zygomycota. Ninety fungal strains were isolated from clinical material.
Several of them belong to the known opportunistic fungal pathogens, e. g. Aspergillus fumigatus, Fusarium
oxysporum, Mycocladus ramosus, Penicillium marneffei (the first finding in the Czech Republic), Phialophora
verrucosa, Pseudallescheria boydii, etc. Among the other interesting fungi are Beauveria felina, Curvularia
clavata, Emericella rugulosa, Myriodontium keratinophilum, Myxotrichum deflexum, Schizophyllum commune,
and Trichurus spiralis. Authors consider as very important to maintain clinical fungi in culture collections for
the future study of ecology, taxonomy and diagnostics.
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Uvod

Sbirka kultur hub (CCF - Culture Collection of Fungi) v Praze existuje jiz vice nez 40 let.
Uchovavd kolem 2000 kment saprotrofnich mikroskopickych vldknitych hub, vétSinou
zastupce oddé€leni Ascomycota (vCetné nepohlavnich stadii) a Zygomycota. Houby byly
izolovany z riznych substratl: z pudy, potravin, ovzdusi, hmyzu, ale i z klinického materidlu
aj. Seznam uchovavanych izolatd je publikovan v katalogu kultur hub (KUBATOVA et al.,
2003; KUBATOVA & KOLARIK, 2006).

V poslednich 10 letech se na naSem pracovisti zacala ve vEétsi mite rozvijet spoluprace s
lékatskymi mykology (viz napi. DOBIASOVA et al., 2000). Pod vedenim M. Vianové a K.
Prasila a ve spoluprici se S. DobidSovou byly zpracovany diplomové price zaméfené na
klinicky vyznamné houby (DOBIAS, 2004; LYSKOVA, 2004, 2007; ULMANN, 2005) a
spoluprace v oblasti identifikace mikroskopickych hub izolovanych z rtznych klinickych
substratii se ddle rozvijela (DOBIASOVA et al., 2003, 2006). Nékteré z téchto hub patii mezi
znamé oportunni patogeny a vlastni pivodce onemocnéni, jiné patii mezi podezielé
kontaminanty, vyskytujici se Cast&ji, neZ bychom ocekavali, ale o jejich roli ve vzniku a
vyvoji onemocnéni neni piili§ zndmo. Vénovali jsme pozornost i takovymto houbdm a mnohé
z nich deponovali do Sbirky kultur hub (CCF) v Praze jako dokladovy materidl.

Cilem tohoto piispévku je zvetejnit celkovy piehled hub izolovanych z klinického
materidlu a uchovavanych v soucasné dobé ve Sbirce kultur hub (CCF) a néckteré ze
zajimav¢jSich hub predstavit.

Material a metodika
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Ve Sbirce kultur hub (CCF) je nyni uchovavano 90 izolatl hub z klinického materidlu.
Pochézeji od vice nez 20 darcli, nejvétsi ¢ast (29 %) od Dr. S. DobidSové (spoluautorky
tohoto piispévku), dile od Dr. M. Skotepové (11 %) a doc. V. Buchty (10 %) (viz Tab. 1).

Jejich druhova identifikace byla provadéna na zdkladé mikro- a makromorfologickych
znakd na béZnych mykologickych médiich, jako je malt-extrakt agar (MEA), Czapkiv agar
(CZ) ¢i Czapkiv agar s kvasnicnym extraktem (CYA), bramboromrkvovy agar (PCA),
kukuficny agar (CMA), bramborodextrozovy agar (PSA), synteticky Zivny agar (SNA), aj.
(viz DE HOOG et al., 2000; SAMSON et al., 2004). V Tab. 1 jsou u jednotlivych hub uvedeni
pracovnici, ktefi druhovou identifikaci provedli.

Kultury hub z klinického materidlu jsou ve sbirce uchovdvany dvéma zplsoby, a to v
Zivém stavu ve zkumavkach pfi cca 5 °C a nékteré t€Z v lyofilizovaném stavu v ochranném
médiu tvofeném odtu¢nénym mlékem (viz Tab. 1).

Vysledky a diskuse

Ptehled kultur mikroskopickych hub izolovanych z klinickych substréti je uveden v Tab.
1. Zahrnuje 90 izolath predstavujicich 65 druhil, pfedevs§im zdstupcti Eurotiales (29 %), tmave
pigmentované hyfomycety skupiny Dematiaceae (20 %) a Hypocreales (19 %). Mensi Cast
predstavuji rizné vieckovytrusné houby (naptf. Onygenales 9 %, Microascales 9 %) a téz
zygomycety (9 %). Vétsina z nich (67 %) byla do Sbirky zafazena v poslednich 10 letech.
Nékteré z téchto hub patfi mezi dobfe zndmé patogeny (napi. Penicillium marneffei,
Aspergillus fumigatus, Pseudallescheria boydii), o jinych lze jen s obtizemi rozhodnout, zda
byly izolovany jen jako kontaminanty, ¢i zda se také neptiznivé podilely na rozvoji
onemocnéni (napt. Beauveria felina, Trichurus spiralis). Pouze jediny z téchto patogenti patii
mezi nejzavazn€j$i houbové patogeny fazené do bezpecnostni kategorie BSL-3 (BioSafety
Level), a to je Penicillium marneffei (podle DE HOOG et al., 2000). N¢které dalsi jsou fazeny
do BSL-2 (Aspergillus fumigatus, Fusarium oxysporum, Mycocladus ramosus, Phialophora
verrucosa, aj.). Ostatni patii do kategorie BSL-1, tj. mezi b&Zné saprotrofy nebo
fytopatogeny, méné nebezpeéné pro &lovéka (viz Tab. 1). Sestndct izoldtd hub z klinického
materidlu (viz Tab. 1) je fotograficky dokumentoviano v Atlasu mikroskopickych
saprotrofnich hub (Ascomycota) (KUBATOVA, 2006).

Komentar k zajimavym izolatim hub (konkrétni idaje o substratu viz v Tab. 1):

Acremonium sclerotigenum (F. et V. Moreau ex Valenta) W. Gams
CCF 3585, 3586, Obr. viz KUBATOVA (2006)

Tento druh je morfologicky velmi blizky druhu Acremonium strictum. Lisi se pouze
tvorbou kulovitych sklerocii, jejichz produkce je podpofena zvlast¢ na ovesném agaru se
stonkem lupinu (GAMS, 1971). Vzhledem k tomu, Ze v 1ékaiské mykologii se ovesny agar s
lupinem bé&Zn€ nepouzivd, je otdzkou, zda nckteré z izolat nebyly jako A. strictum
determinovany mylné. Na léCeni samotného pacienta by piipadnd zdména patrné nemeéla
Zadny vliv, ale z hlediska poznani ekologie této skupiny hub by takové poznatky byly
piinosné. Zatimco DE HOOG et al. (2000) uvadéji Acremonium strictum jako oportunniho
patogena, o druhu A. sclerotigenum se nezminuji. AvSak v "CBS Filamentous fungi database"
(2007) je uvedeno nékolik izolata z klinického materidlu z Kanady, USA, Nizozemi, Francie
a Recka, takZe tato houba ma své misto mezi oportunnimi patogeny.

Aspergillus fumigatus Fresen.
CCF 3522,0br. 1 a2

Tento konkrétni kmen roste velmi dobie ptfi 37 °C. Od ostatnich kment druhu se 1isi
predevsim velmi slabou sporulaci a neschopnosti vytvofit za bézZnych podminek (CYA, MEA,
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25 a 37 °C) pravidelné konidiofory. Tvoii jen velmi redukované a nepravidelné utvarené
konidiofory; n€které z nich mohou vzdalen¢ ptipominat Polypaecilum insolitum. PtisluSnost
naseho kmene k druhu A. fumigatus (nebo pfinejmensim ke skupiné taxont blizkych druhu A.
fumigatus) byla potvrzena molekuldrnimi metodami. Jeho totoznost vSak bude nutné jeste
ovétit. V sekci Fumigati totiz kromé& blizkého druhu A. viridinutans a A. fumisynnematus
(HORIE et al., 1993) jsou nyni nov€ rozpozndvény jesté dalsi druhy: A. fumigatiaffinis, A.
novofumigatus (HONG et al., 2005) a A. lentulus (BALAJEE et al., 2005), ktery byl popsin
dokonce na zdkladé¢ klinickych izolath rezistentnich vii¢i antimykotiktim.

Obr. 1 a 2. Aspergillus fumigatus CCF 3522.
Atypické témét nesporulujici kolonie a tvorba atypickych konidiofori.

Beauveria felina (DC.: Fr.) J. W. Carmich. (syn. Isaria felina (DC.: Fr.) Fr.)
CCF 3140, Obr. viz KUBATOVA (2006)

Tento nepfili§ bézny druh je ndpadny tvorbou dlouhych bélavych synnemat, kterd jsou
navic zajimava tim, Ze vykazuji fototropismus. Podobn¢ jako jiné druhy rodu Beauveria je
entomopatogenni, 1ze ho vSak nalézt i na jinych substratech. Otazka jeho patogenity pro
clovéka neni dofeSena. Nélez byl zminén v praci DOBIASOVA et al. (2000).

Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker
CCF 3694, Obr. 3

Anamorfni rod Bipolaris Shoemaker (1959) byl vydé€len ze zndmého rodu Drechslera na
zéklad¢ specifického (bipolarniho) kli¢eni konidii. Rod Bipolaris nilezi mezi dematiové
hyfomycety s velkymi, n€kolikabunéénymi distoseptatnimi konidiemi. Popsdno bylo asi 55
pfevazné graminikolnich druht, které nélezi do Zivotniho cyklu rodu Cochliobolus.
Saprotrofni druhy jsou béZzné na bylinném opadu, fytopatogenni druhy jsou pak castym
puvodcem listovych skvrnitosti, nékteré druhy jsou uvadény i ze sekundarnich substrati.
Jadro rozsiteni je predevSim v tropickych a subtropickych oblastech, mnohé druhy jsou b&ézné
i v Evrop¢ a v Severni Americe. Z klinického materidlu DE HOOG et al. (2000) uvadeji celkem
4 druhy, druh Bipolaris sorokiniana nikoli. Izoldt pochazi znehtli dolnich koncetin,
mikroskopicky obraz byl pozitivni, dermatofyt pii izolaci zaznamenan nebyl. Izolovany kmen
na béznych mediich (MEA, PCA) v kultufe bohaté sporuloval.
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Obr. 3. Bipolaris sorokiniana CCF 3694
Tvofici se mladé konidie (svétlé) a tmavé distoseptétni zralé konidie.

Curvularia clavata B. L. Jain
CCF 3695, Obr. 4

Anamorfni rod Curvularia Boedijn (1933) je relativné¢ hojny dematiovy hyfomycet
s velkymi, nékolikabunéénymi euseptitnimi konidiemi a jednd se o jednu z anamorf
teleomorfniho rodu Cochliobolus. Nékteré druhy rodu tvoii na piirodnim materidlu i v kultufe
stromata nebo sklerocia. Celkem bylo popsano asi 35 druht, ptevdzné z rostlinného opadu,
nckteré druhy jsou uvadeény jako fytopatogeni (puvodci listovych skvrnitosti), sedm druht
bylo zjisténo i v klinickém materidlu (DE HOOG et al., 2000). Jadro rozSifeni je v tropickych a
subtropickych oblastech Asie a Afriky, ale mnohé druhy jsou zndmy i z Evropy a Severni
Ameriky.

Obr. 4. Curvularia clavata CCF 3695. Zralé euseptatni konidie na polytretickych, sympodialné proliferujicich
konidiogennich buiik4ch.

Druh Curvularia clavata byl izolovian do primokultury znehtti dolnich koncetin,
mikroskopicky obraz byl pozitivni, dermatofyt pfi izolaci nebyl zaznamenan. Krom¢ bohaté
sporulace se v kultufe na MEA vytvérely i charakteristické stromatické struktury. Druh je
znam jak z koznich infekci, tak i ze zdnétu vedlejSich dutin nosnich (DE HOOG et al., 2000).
V databazi "CBS Filamentous fungi database" (2007) tento druh z klinického materidlu
uveden neni.
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Emericella rugulosa (Thom & Raper) C.R. Benj., anamorfa Aspergillus rugulovalvus
Samson & W. Gams
CCF 3089, Obr. viz KUBATOVA (2006)

Patfi mezi mén¢ béZné druhy a zklinickych substriti nebyvd uvadén. AvSak jeho
schopnost rist mnohem rychleji pii 37 °C nez pfi 25 °C nelze opominout, a je tfeba ho
povazovat za mozného oportunniho patogena podobné jako blizky druh Emericella nidulans.
Morfologicky 1ze oba druhy snadno rozliSit: zatimco E. nidulans mé kleistothecia obalena
Zlutou vrstvou ,hiille cells“ a askospory hladké, E. rugulosa ma askomata obalena
nartizovelou vrstvou vrstvou ,hiille cells* a askospory bradavcité.

Mpyriodontium keratinophilum Samson et Polon.
CCF 3677, Obr. 5

Jde o pomérné vzacny druh, patrné keratinofilni, izolovany z riznych substratli vcetné
klinického materidlu (DE HOOG et al., 2000), o jeho patogennich schopnostech je vSak zndmo
jen velmi malo. NaSe dva izoldty byly zachyceny v souvislosti s onemocnénim nehtti. Jinak
byl tento druh nalezen téZ ve slovenskych jeskynich (NOVAKOVA, 2004). Konidie vyrustaji
na jemnych stopeCkach a vzdalené tak mohou pfipominat Aphanocladium album. Od roku
1997 je zndma teleomorfa tohoto druhu: Neoarachnotheca keratinophila Ulfig, Cano &
Guarro (Onygenales).

Obr. 5. Myriodontium keratinophilum CCF 3677. Konidiogenni vldkna s konidiemi na tenkych zoubcich.

Mpyxotrichum deflexum Berk.
CCF 1439, Obr. viz KUBATOVA (2006)

Rovnéz ziidka izolovany druh, uvadény vsak i z klinickych substritii (DE HOOG et al.,
2000). Izolat CCF 1439 je povazovan za prvni ndlez znaSeho uzemi ve spojeni
s onychomyko6zou (FASSATIOVA, 1982). Houba je ndpadnd jak svymi koloniemi, pomalu
rostoucimi a produkujicimi ¢erveny pigment do média, tak i mikroskopicky tvorbou zajimavé
utvafenych plodnic s tmavymi rozvétvenymi piivésky. V letech 1998 a 1999 jsme zachytili u
dvou Zen dal3i dva izolaty z nehtii v souvislosti s onychomykézou (7124/DMF v Sumperku a
1293/KVK v Havitov¢); ty vSak bohuzel nebyly do Sbirky uloZzeny (DOBIASOVA et al., 2000).

Penicillium marneffei Segretain
CCF 3217, Obr. viz KUBATOVA (2006)

Jediny druh penicilii povaZzovany =za dosti nebezpecného patogena (BSL-3).
K onemocnéni dochdzi vétSinou vdechnutim konidii a objevuje se €asto u pacientit s AIDS.
Vyvoléava intraceluldrni mykézu uvnitt makrofagt. Jde o druh rozsifeny v jihovychodni Asii,
kde jsou jeho ptfenaSeCem krysy Rhizomys sinensis. U nds byl zjiStén zatim pouze jednou u
uprchlika z Vietnamu s disseminovanym plicnim procesem a pokro¢ilym onemocnénim AIDS
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(DOBIASOVA et al., 2003). Druh patii mezi biverticilatni penicilia, Cerstvé izolaty produkuji
napadny Cerveny pigment. Tato schopnost vSak se stafim kultury mizi.

Pseudallescheria boydii (Shear) McGinnis, A. A. Padhye & Ajello
CCF 3082, 3284, 3402, Obr. viz KUBATOVA (2006)

Této houbé se v posledni dobé vénuje stile vétsi pozornost, o ¢emzZ sveédCéi i vytvoreni
,ECMM working group on Scedosporium/Pseudallescheria infections.” Morfologicky je
tento druh zajimavy tvorbou dvou typl anamorf (Scedosporium a Graphium) a Cernych
kleistothecii. Ta se vSak objevuji aZ po delsi dobé a jen u nékterych izolatd. Jeden z naSich
izolatd (CCF 3082) je v soucasné dobé soucasti studie, jejiz vysledky by mohly pfispét ke
véasné diagnostice tohoto patogena (ZABKA et al., 2007).

Schizophyllum commune Fr.
CCF 3578, Obr. 6

Na rozdil od ptedeslych hub patii tato houba mezi bazidiomycety. U nés je zndmd jako
klanolistka obecnd a je dosti hojnd na vysychajicich vétvich, ¢asto i ohotelych. Byla vsak
izolovéna i z klinického materidlu (DE HOOG et al., 2000). Na agarovych médiich tvoii rychle
rostouci bélavé mycelium, které roste rychle i pti 37 °C. Hyfy jsou ndpadné jemnymi trnitymi
vybézky. U nés byl zachycen jako ptivodce pansinusitidy (DOBIASOVA et al., 2006).

Obr. 6. Schizophyllum commune CCF 3578. Hyfy bez ptezek, s ostnitymi vyrastky.

Trichurus spiralis Hasselbr.
CCF 3726, Obr. 7a 8

Anamorfni rod Trichurus Clem. (1896) nédleZi mezi synnematdlni dematiové hyfomycety
s annelidickou konidiogenezi a je povazovdn za anamorfni stddium predstaviteli celedi
Microascaceae (Microascales). Popsano bylo celkem 5 druhtl, z nichz T. spiralis patii mezi
rozSiteni lezi predevSim v teplejSich oblastech (napt. Egypt, Nigeria, Indie), ale druh byl
zaznamenan i z Evropy a Severni Ameriky. Z klinického materidlu druh zatim zaznamenén
zfejmé nebyl (DE HOOG et al., 2000 jej neuvadé€ji), nas kmen byl izolovan z kozniho materidlu
(z meziprsti dolnich koncetin), mikroskopicky obraz byl negativni, dermatofyt pfi izolaci
zaznamendn nebyl. V kultufe se predev§im na PCA a MEA bohaté vytvédiela synnemata
pfipominajici morfologicky blizky rod Doratomyces, u tohoto druhu doprovéazena
charakteristickym vlaSenim spirdlovité stoenych hyalinnich hyf. Zajimavym aspektem tohoto
ndlezu byl vék pacienta (ro¢ni dit€) a podezieni na onychodystrofii. V databazi "CBS
Filamentous fungi database" (2007) jsou jako zdroj materidlu u jednoho kmene tohoto druhu

Vv

uvedeny lidské vlasy bez blizsi specifikace.
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Obr. 7 a 8. Trichurus spiralis Hasselbr. CCF 3726
Bohaté sporulujici synnemata, na jejichZ horni (fertilnf) ¢asti se vytvéreji charakteristicky stocend sterilni
vldkna.

Zavér

Udaje z literatury i zkuSenosti z praxe nasich Iékaiskych mykologti naznaduji, Ze mnoZstvi
zachycenych oportunnich houbovych patogenti neklesd, spise naopak, a Ze se zvySuje i jejich
diverzita. D4 se predpokladat, Ze jejich vyznam jeSté poroste, a proto povazujeme za velmi
uzite¢né uchovavat tyto klinické vyznamné houby ve sbirce kultur hub. Mohou pak slouZzit
nejen ve specializované vyuce mykologii, ale i pro dalsi studium jejich ekologie, taxonomie,
a vyzkum v lékafstvi a farmacii.

Podékovani
Nase podekovani patii v§em spolupracovnikiim z 1ékatské praxe — donortim izolati hub.
Projekt byl podpoten instituciondlnim zdmérem MSM 0021620828.
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Tab. 1. Seznam hub izolovanych z klinickych substrati a uchovdvanych ve Sbirce kultur hub (CCF) v Praze.
Kmeny oznacené hvézdic¢kou jsou fotograficky dokumentovany v praci KUBATOVA (2006).

¢islo | druh houby zdroj, rok izolace a jméno donora BSL (podle
CCF de Hoog et
al., 2000)
3503 | Acremonium murorum tinea nehtt, Havitov, Cesk4 republika, 2004, S. DobidSova neuvedeno
(Corda) W. Gams var. felina | No. 3865KVK; det. A. Kubatova; LYO
(E. J. Marchal) S. Hughes
3490 | Acremonium persicinum koZnf $upiny z nohy Zeny, Pardubice, Cesk4 republika, 2004, | neuvedeno
(Nicot) W. Gams K. Mencl; det. A. Kubatova; LYO
3385 | Acremonium sclerotigenum | sputum 57-leté Zeny, Hradec Krélové, Ceské republika, neuvedeno
(F. et V. Moreau ex Valenta) | 2001, V. Buchta No. 26824/01, det. A. Kubatova; LYO
W. Gams
3386* | Acremonium sclerotigenum | nehty 52-let€ Zeny, Tatenice, Cesk4 republika, 2001, V. neuvedeno
(F. et V. Moreau ex Valenta) |Buchta No. 27046/01, det. A. Kubédtova; LYO
W. Gams
3519 | Acrostalagmus luteoalbus nehty Zeny, RoZnov pod Radhostém, Ceskd republika, 2005, | neuvedeno
(Link) Zare, W. Gams & S. Dobiasova No. 9585DMF; det. A. Kubatova; LYO
Schroers
3675 | Acrostalagmus luteoalbus koZni $upiny 62-letého muze, Valaiské Mezitic¢i, Ceska neuvedeno
(Link) Zare, W. Gams & Republika, 1999, S. DobidSova ; det. A. Kubdtova
Schroers
3370 | Arthrinium arundinis (Corda) | koZni Supiny 28-leté Zeny (pustulosis palmaris et plantaris), |neuvedeno
Dyko et B. Sutton Frydek-Mistek, Ceska republika, 2002, S. Dobidsova No.
2/706/02, det. A. Kubdtovd; LYO
3700 | Arthrinium arundinis (Corda) | nehty nohou 50-let¢ého muze, 2006, M. Skofepova No. neuvedeno
Dyko et B. Sutton 3026/06; det. K. Prasil No. 67
1128 | Arthrographis cuboidea kréni vytér hornika, Pi{bram, Ceska republika, 1968, O. neuvedeno
(Sacc. et Ellis) Sigler Fassatiova; LYO
3388 | Aspergillus carbonarius nehty 56-leté Zeny (tinea), Ostrava, Ceskd republika, 2002, | neuvedeno
(Bainier) Thom S. DobidSova No. 179/8868/02; det. P. Lyskova; LYO
2447* | Aspergillus clavatus Desm. | koZni Supiny, Plzefi, Ceské republika, 1989, J. Zelenkova; BSL-1
det. A. Kubatova; LYO
1288 | Aspergillus flavus Link: Fr. | krénf vytér hornika, P¥ibram, Ceska republika, 1967, O. BSL-2
Fassatiova; LYO
1187 | Aspergillus fumigatus kréni vytér, Praha, Ceskd republika, 1970, J. Manych No. BSL-2
Fresen. 231/56 LFH; LYO
1292 | Aspergillus fumigatus kréni vytér hornika, Pfibram, Cesk4 republika, 1967, O. BSL-2
Fresen. Fassatiovd; LYO
1293 | Aspergillus fumigatus kréni vytér hornika, Piibram, Cesk4 republika, 1968, O. BSL-2
Fresen. Fassatiovd; LYO
3522 | Aspergillus fumigatus punktit z plic 16-letého muZe, Vratimov, Cesk republika, BSL-2
Fresen. 2004, S. Dobiasova 5004KVA; det. S. DobiaSova a M.
Kolatik
3623 | Aspergillus fumigatus maxildrni dutina muZe (leukémie), Olomouc, Ceskd BSL-2
Fresen. republika, 2003, P. Hamal No. M62; det. A. Kubatovd; LYO
1297 | Aspergillus niger Tiegh. kréni vytér hornika, Piibram, Cesk4 republika, 1967, O. BSL-1
Fassatiovd; LYO
1299 | Aspergillus parasiticus kréni vytér hornika, Piibram, Cesk4 republika, 1967, O. neuvedeno
Speare Fassatiovd; LYO
3621 | Aspergillus sydowii endotrachedlni sekret muZe, Olomouc, Cesk4 republika, BSL-1
2002, P. Hamal No. 201/02; det. A. Kubatova; LYO
3622 | Aspergillus sydowii sputum Zeny s cystickou fibrézou plic, Olomouc, Cesk4 BSL-1
republika, 2003, P. Hamal No. 217/03; det. A. Kubétov4;
LYO
3691 | Aspergillus sydowii koZni $upiny lokte u muZe, Praha, Cesk4 republika, 2007, M. | BSL-1
Skotepovd No. 373/07; det. A. Kubatovd; LYO
3389 | Aspergillus terreus Thom koZni Supiny (candidosis ktize a nehtti nohy) 51-leté Zeny, BSL-2
Dolni Benesov, Ceské republika, 2002, S. Dobidsova No.
130/7066; det. P. Lyskova; LYO
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2775%* | Aspergillus ustus (Bainier) sputum, Ceska republika, 1992, I. MaSov4; det. O. BSL-1
Thom et Church Fassatiovd; LYO
3690 | Aspergillus versicolor nehty nohou u Zeny, Liberec, Ceska republika, 2006, J. BSL-1
Dolezalovi; det. A. Kubatova; LYO
3384* | Aspergillus viridinutans sputum 57-leté Zeny, Cesk4 republika, 2001, V. Buchta No. | neuvedeno
Ducker et Thrower 26103/01, det. A. Kubatova; LYO
3365* | Aspergillus wentii Wehmer | nehty 55-letého muZe (tinea), Velké Losiny, Cesk4 neuvedeno
republika, 2002, S. Dobidsova No. 67/1343/02, det. P.
Lyskova and A. Kubatovd; LYO
3099 | Beauveria felina (DC.: Fr.) J. | nehty Zeny, Havitov, Ceska republika, 1998, S. Dobidsova neuvedeno
W. Carmich. No. 3884/KVK; det. A. Kubatova; LYO
3140* | Beauveria felina (DC.: Fr.) J. | nehty muZe, Vyskov, Ceskd republika, 1999, B. Jandova neuvedeno
W. Carmich. 768/Z; det. A. Kubatova; LYO
3694 | Bipolaris sorokiniana (Sacc.) | nehty nohou Zeny, Ceské republika, 2006, M. Skofepova No. | neuvedeno
Shoemaker 3514/06; det. K. Prasil No. 90
2792 | Chaetomium globosum srst kong, Libo§ near Olomouc, Ceskd republika, 1993, I. BSL-1
Kunze Blahova; det. A. Kubatova; LYO
2733%* | Chaetomium globosum sliznice jicnu, Brno, Ceskd republika, 1991, I. MasSov4; det. | BSL-1
Kunze K. Prasil; LYO
3125 | Chrysosporium nehty muZe, Ostrava-Poruba, Cesk4 republika, 1999, S. BSL-1
keratinophilum D. Frey ex J. | DobidSov4 No. 8160; det. A. Kubdtovd; LYO
W. Carmich.
2694 | Chrysosporium sp., anam. kozni Supiny, Liberec, Ceska republika, 1990, V. Kolafa;
Arthroderma cuniculi C. O. det. O. Fassatiova; LYO
Dawson
2418 | Circinella muscae (Sorokin) | pitvané kufte, Ceska republika, 1984, V. Neumannov4; det. neuvedeno
Berl. et De Toni M. Vinova
3688 | Cladobotryum kozni Supiny popélené pokozky 21-letého muze, Mosty u neuvedeno
sphaerocephalum (Berk.) Jablunkova, Cesk4 republika, 1999, S. Dobidsova No.
Rogerson & Samuels 3560bKVK; det. A. Kubatova No. 14/00; LYO
1372 | Cladosporium sputum, RuZomberok, Slovensko, 1971, O. Fassatiovd; LYO | BSL-1
sphaerospermum Penz.
3313 | Cladosporium nehty Zeny, Ostrava, Ceské republika, 2002, S. DobidSova BSL-1
sphaerospermum Penz. 6231; det. K. Présil; LYO
1337 | Clonostachys rosea (Link: kréni vytér hornika, Pfibram, Ceskd republika, 1967, O. neuvedeno
Fr.) Schroers, Samuels et Fassatiova; LYO
Seifert f. rosea
3695 | Curvularia clavata B.L. Jain | nehty nohou 53-letého muZe, Ceskd republika, 2006, M. BSL-1
Skotepovd No. 3021/06; det. K. Prasil No. 65
2358 | Doratomyces purpureofuscus | koZni $upiny (ekzém) muze, Ceské Bud&jovice, Ceska neuvedeno
(Schwein.: Fr.) F. J. Morton | republika, 1988, J. Skvrnové; det. O. Fassatiova; LYO
et G. Sm.
3379 | Emericella nidulans (Eidam) | vytér ze zvukovodu 21-letého muZze, Hradec Kralové, Ceska |BSL-1
Vuill. republika, 2003, V. Buchta No. 6833/02, det. A. Kubatova;
LYO
3089* | Emericella rugulosa Thom & | nekréza perikardu 1-mési¢niho novorozence, Praha, Cesk4 neuvedeno
Raper) C.R. Benj. republika, 1998, M. Hajickovd; det. A. Kubatovd; LYO
3573 | Fusarium oxysporum Schitdl. | sklivec Zeny (okulomykéza), Hradec Kralové, Ceska BSL-2
republika, 2005, V. Buchta No. 25369
3574 | Fusarium oxysporum Schitdl. | sklivec muZe (okulomykéza), Hradec Kralové, Ceska BSL-2
republika, 2005, V. Buchta No. 25594
3575 | Fusarium oxysporum Schitdl. | sklivec muZe (okulomykéza), Hradec Kralové, Ceska BSL-2
republika, 2005, V. Buchta No. 25632
3687 |Fusarium solani (Mart.) Sacc. | nehty (onychomykéza), Cheb, Ceska republika, 2000, E. BSL-2
Martinkova No. 6213; det. A. Kubatova
340 Geomyces pannorum (Link) | koZni upiny, Liberec, Cesk4 republika, 1964, V. Kolafa; BSL-1
Sigler et J. W. Carmich. det. O. Fassatiovd; LYO
3727 | Geomyces pannorum (Link) | nehty 69-letého muze, Usov, sev. Morava, Ceskd republika, |BSL-1
Sigler et J. W. Carmich. 1998, S. Dobidsova 6196 DMF; det. A. Kubatova No.
167/98
3240* | Hamigera avellanea (Thom et | adenom, Sadska, Ceskd republika, 2001, V.Muzikéf; det. A. | neuvedeno

Turesson) Stolk et Samson,

Kubatova; LYO
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anam. Merimbla
ingelheimensis (J. F. H.
Beyma) Pitt

3676 |Hamigera avellanea (Thom | koZni $upiny 23-leté Zeny, Havitov, Ceskd republika, 1998, |neuvedeno
& Turesson) Stolk & Samson | S. Dobiasova No. 5372 KVK; det. A. Kubatova; LYO
1340 | Humicola brunnea Fassatiova | kréni vytér hornika, Piibram, Ceska republika, 1967, O. neuvedeno
var. africana Fassatiovd Fassatiova
3489 | Microascus cinereus Curzi nehty, Ostrava, Ceska republika, 2004, S. DobidSova 1064; | BSL-1
det. V. Ulmann No. 43/04; LYO
3443* | Microsporum canis E. Bodin | koZni Supiny, Ostrava, Ceskd republika, 2003, S. Dobidsovd | BSL-2
ex Guég. No. 8959
3100* | Microsporum gypseum koZni Supiny z prstu Zeny, Sumperk, Ceské republika, 1998, |BSL-1
(Bodih) Guiart et Grigorakis | S. DobidSovd; LYO
2612 | Mucor plumbeus Bonord. plice pitvaného kufete, Cesk4 republika, 1979, A. neuvedeno
Adamkova; det. M. Vanova; LYO
1512 | Mycocladus ramosus (Zopf) | tkah kravy, Ceské republika, 1975, A. Addmkové No. 4; det. | BSL-2
Vanova M. Vanova; LYO
1514 | Mycocladus ramosus (Zopf) | pitvana krava, Cesk4 republika, 1975, A. Addmkova No. 8; | BSL-2
Viénova det. M. Vanova
1515 | Mycocladus ramosus (Zopf) | mozkova tkén kravy, 1975, Ceskd republika, A. Addmkovd | BSL-2
Vanova No. 9; det. M. Vanova; LYO
3104 | Mycocladus ramosus (Zopf) | koZni 1éze na krku pfedcasné narozeného dvojcete, 1998, BSL-2
Vanova Ceskd republika, V. Buchta; det. M. Vanova; LYO
3362 | Myriodontium nehty 52-leté Zeny (tinea), Ostrava, Ceskd republika, 2002, BSL-1
keratinophilum Samson et S. Dobidsova; det. P. Lyskova; LYO
Polon.
3677 | Myriodontium nehty 64-letého muze, Libina, Ostravsko, Ceskd Republika, |BSL-1
keratinophilum Samson et 1999, S. Dobidsova No. 4151DMF; det. A. Kubatova; LYO
Polon.
1439* | Myxotrichum deflexum nehty (onychomycosis), Praha, Ceska republika, 1973, J. BSL-1
Berk. Bilek; det. O. Fassatiova
3698 |Nigrospora oryzae (Berk. et | nehty nohou 37-letého muze, Ceské republika, 2006, M. neuvedeno
Broome) Petch Skotepovd No. 3105/06; det. K. Prasil No.76
3497 | neur¢end houba nehty 10-leté divky (tinea), Ceska republika, 1999, S. -
Dobiasova No. 2800; V. Ulmann No. 65
1373 | Oidiodendron cerealis nehty (onychomycosis), Praha, Ceska republika, 1972, J. BSL-1
(Thiim.) G.L. Barron Krauskopf; det. O. Fassatiovd; LYO
3728 | Paecilomyces lilacinus nehty 40-letého muZe, Bruntil, Ceskd republika, 1998, S. BSL-1
DobidSovd No. 6548 DMF; det. A. Kubdtova No. 165/98
3380* | Penicillium citreonigrum nehty 41-leté Zeny, Jilemnice, 2001, Cesk4 republika, V. neuvedeno
Dierckx Buchta No. 27053/01; det. A. Kubatova; LYO
3097 | Penicillium islandicum Sopp | sputum, Karvind, Ceska republika, 1998, S. Dobidsovd No. |neuvedeno
381b/K; det. A. Kubatova; LYO
3217%* | Penicillium marneffei | krev 26-letého pacienta s AIDS, Ostrava, Ceskd republika, BSL-3
Segretain 2000, S. Dobiasova No. 4580; LYO
2779 | Penicillium variabile Sopp kréni vytér, Piibram, Ceska republika, 1991, D.Vesel4; det. | neuvedeno
A. Kubatova; LYO
3498 | Phialophora verrucosa nehty 29-leté Zeny (tinea), Ostrava, Ceskd republika, 2003, BSL-2
Medlar S. Dobiasova No. 9442; det V. Ulmann No. 14; LYO
3533 | Phialophora verrucosa koZni $upiny muZe (lupénka), Ostrava, Ceskd republika, BSL-2
Medlar 2004, S. Dobiasova No. 8163; det. V. Ulmann No. 52/04;
LYO
3696 | Pithomyces chartarum (Berk. | nehty nohou 58-leté Zeny, Ceska republika, 2006, M. neuvedeno
et M.A. Curtis) M.B. Ellis Skotepovd No. 2886/06; det. K. Prasil 44
3697 | Pithomyces chartarum (Berk. | nehty nohou 61-leté Zeny, Ceska republika, 2006, M. neuvedeno
et M.A. Curtis) M.B. Ellis Skotfepovd No. 2909/06; det. K. Prasil No. 49
3082* | Pseudallescheria boydii nosni dutina psa, Chlumec nad Cidlinou, Cesk republika, BSL-2
(Shear) McGinnis, A.A. 1998, M. Dokulilova; det. A. Kubatova; LYO
Padhye & Ajello
3284 | Pseudallescheria boydii dialyzit z pacienta s onemocnnim ledvin, Praha, Cesk4 BSL-2
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(Shear) McGinnis, A.A.
Padhye & Ajello

republika, 2002, M. Hajickova; det. A. Kubatova; LYO

3402* | Pseudallescheria boydii oko muze (keratitis), Kladno, Ceskd republika, 2003, 1. BSL-2
(Shear) McGinnis, A.A. Masova No. 1489; det. A. Kubatova; LYO
Padhye & Ajello
3271 | Pseudeurotium zonatum J. F. | nehty (onychomycosis), Cheb, Ceska republika, 2000, E. neuvedeno
H. Beyma Martinkova; det. A. Kubatova as No. 129/00; LYO
1509 | Rhizopus microsporus var. krdva — abort, 1975, Ceskd republika, A. Addmkova No. BSL-2
rhizopodiformis (Cohn) 2670; det. M. Vanova
Schipper et Stalpers
3450 | Rhizopus microsporus var. operacni rdna, Praha, Ceskd republika, 2004, A. Addmkovd; | BSL-2
rhizopodiformis (Cohn) det. M. Vanova; LYO
Schipper et Stalpers
3458 | Sagenomella diversispora (J. |nehty muZe (tinea), Karvind, Ceskd republika, 2003, S. neuvedeno
F. H. Beyma) W. Gams DobidSova No. 190/2268/03, det. P. Lyskova and A.
Kubatova; LYO
1552 | Sagenomella oligospora W. nehet, Liberec, Cesk4 republika, 1975, V. Kolafa No. D-136; | neuvedeno
Gams & Luiten det. O. Fassatiova
3692 | Scopulariopsis brevicaulis nehty Zeny (sclerodermie), Praha, Ceska republika, 2007, M. | BSL-2
(Sacc.) Bainier Skotepova No. 603/07; det. A. Kubdtova; LYO
1393 | Scopulariopsis fusca Zach nehty, Ceska republika, 1972, J. Krauskopf; det. O. BSL-1
Fassatiova
3578 | Schizophyllum commune Fr. | ethmoideum Zeny (chronick4 sinusitis), Frydlant n/O., Ceské | BSL-1
republika, 2005, S. Dobidsova 892KVA; det. A. Kubatovd a
M. Kolaiik
3496 | Stachybotrys chartarum nehty muZe, Ostrava, Ceska republika, 2003, S. DobidSova neuvedeno
(Ehrenb.) S. Hughes No. 8799; det. V. Ulmann No. 74; LYO
3699 | Stemphylium botryosum nehty nohou 54-leté Zeny, Ceské republika, 2006, M. neuvedeno
Sacc. Skotfepovd No. 3015/0; det. K. Présil No. 61
1370 | Torula herbarum Link: Fr. sputum, Slddkovi¢ovo, Slovensko, 1972, D. Malik; det. O. neuvedeno
Fassatiova
3726 | Trichurus spiralis Hasselbr. | koZni $upiny meziprsti nohou u 1-ro¢niho ditéte, Ceska neuvedeno

republika, 2007, M. Skotfepova No. 2124/07; det. K. Prasil
No. 225
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This article draws the attention towards the incidence of fungal opportunistic pathogens in two different niches
in Slovakia, i.e. compost (consisting of the remnants from rabbit slaughter and straw; location Hlohovec, and
ripped sludge from bio-gas station in Koliflany) possessing favorable conditions for their rapid growth,
reproduction and consequently also distribution into environment via manure of soil. From the preliminary
results it seems unlike that the ripped sludge from bio-gas station may represent a risk due to presence of
keratinophilic/keratinolytic fungi (including dermatophytes). Contrary, this substrate is highly colonized by two
important BSL-2 fungal pathogens, namely Aspergillus fumigatus and Pseudallescheria boydii, and thus, it
should be considered as a potential source of the opportunists. Concerning the compost, it represents a risk from
high occurrence of both keratinolytic fungi (including dermatophytes) and the BSL-2 opportunists.
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Uvod

Vicsina mykoéz je ziskand z prostredi, ako je napr. poda, znecistend voda, zvysky rastlin
alebo kompost, ktoré tvoria substrdt pre saprotrofny rast mnohych druhov klinicky
vyznamnych hib, ¢im sa takéto substraty stdvaji ich primdrnym prostredim a zdroven
i zdrojom infekcie (MARCHISIO, 2000; SUMMERBELL, 2004). Osobitnd skupinu tvoria
keratinofilné, resp. keratinolytické huby. Tieto st asociované s aktivitou ¢loveka a zvierat a
najCastejSie sa vyskytuju v husto obyvanych oblastiach kde su zvysky keratinu v podobe srsti,
vlasov, pokoZzky, nechtov atd’. do pddy kontinudlne doddvané. V neobyvanych oblastiach je
abundancia keratinolytickych hib obmedzend zvic¢Sa len na polia hnojené masStalnym
hnojom a miesta neustdle alebo docasne navstevované zvieratami. Vel'ké mnozZstva
keratinézneho materidlu sa vyskytuje aj v splaskovych kaloch a mestskom odpade. Kvoli
vysokému obsahu keratinu a vhodnych vyZivhym podmienkam splaskové kaly, mestské
odpady aodpadom kontaminované prostredia charakterizuje extrémna dominancia
keratinolytickych  hib  (ULFIG, 2000). Splaskové kaly si casto aplikované
v pol'nohospodarstve (ako hnojivo) alebo pri rekultivicidch v lesnictve a devastovanych
uzemiach. Samostatnym problémom sa javi determindcia expozicie l'udi a zvierat voci
epidermdlnym mykézam v oblastiach s vysokou koncentraciou keratinolytickych hub
(SUMMERBELL, 2000; ULFIG, 2000), pretoZe keratinolytickd aktivita je povaZzovand za udajny
faktor virulencie a vSetky pddne keratinolytické huby su potencidlne patogény (MARCHISIO,
2000). Podobne, kazdy pddny keratinolyticky druh moéze v priebehu svojho vyvoja
nadobudnit’ ¢i ziskat’ schopnost’ napadat’ keratinizované 'udské alebo ZivosiSne tkaniva, t.j.
vyvolédvat’ r6zne druhy tinef - dermatofytéz. Niektoré z novo-popisanych keratinofilnych hib
boli izolované z pddy, a niekol’ko z nich sa neskér prejavili ako obligitne alebo potencidlne
patogény zvierat a l'udi (KURUP & SMITH, 1970).

Prvoradym cielom predkladanej S$tidie bolo zhodnotit vyskyt a abundanciu
keratinolytickych druhov v dvoch antropogénnych substrdtoch, konkrétne kompostu, ktorého
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zaklad tvoria ZivociSne zvysky (odpad) z bitinku kréalikov zmieSaného so slamou, avo
vyzretom kale zbioplynovej jednotky, priamo uréeného na hnojenie okolitej
pol'nohospodarskej pddy. PretoZe sa stanovilo aj pomerne velké mnoZstvo inych klinicky
vyznamnych druhov priaca pojedndva aj o riziku vyplyvajiceho z kontamindcie tychto
substratov oportinnymi systémovymi patogénmi.

Material a metédy
Vzorky

Vzorky (cca 1 kg &) povrchovych vrstiev vol'ne ulozeného kompostu v lokalite Hlohovec
boli odobraté v marci 2007 zo 4 miest kompostovej kopy koreSpondujicich pribliZznému ¢asu
zaloZenia, resp. uloZenia Cerstvého substritu na kompostovanie (vzorka €. 1 = najstarSia
frakcia z roku 2004; €. 2 = mladSia frakcia z 2004; €. 3 = z 2005; €. 4 = najmladSia frakcia
zroku 2006/07). Kompostovand hmota (kompost) pozostiva zo zivoc¢iSneho odpadu
ziskaného z bitinka na pordzku krélikov, t.j. ¢asti koZe so srstou, uSnice, chvosta a pod.)
a slamy. Vzorka (cca 1 kg) vyzretého k al u, resp. sedimentu priamo urc¢eného na hnojenie
pody z bio-plynovej jednotky v lokalite Kolifiany bola odobratd v jini 2007. Vstupny substrat
pre tvorbu bioplynu do bioplynovej jednotky je zmes mastal'ného (oSipané a hoviadzi dobytok)
hnoja a hnojovice. PoCas odberu bola do vstupného substratu zamieSand aj srvatka. Odobraté
vzorky boli do €asu analyzy (2 -3 d) uchované v chlade pri teplote 8-10°C.

Izolacia hub zried’ovacou metodou

Névazok 5 g vzorky bol homogenizovany s 45 ml fyziologického roztoku na horizontalne;j
trepacke po dobu cca 30 min. Po pretrepani bol 1 ml inokula aplikovany do Petriho misiek
a zaliaty sladinovym agarom s chloramfenikolom (MA, Imuna, SR) a agarom s dichloranom,
bengélskou cervenou a chloramfenikolom (DRBC, Merck, G) v riedeni 102% az 107
v trojndsobnom opakovani. Platne boli kultivované pri 37 °C, 7-14 dni, vtme. Ich
identifikdcia bola vykonand na zdklade fenotypovych znakov a prejavov podla
identifika¢nych kl'icov (DOMSCH et al., 1980; DE HOOG et al., 2000; SAMSON et al., 2002;
SIGLER & CARMICHAEL, 1976; SIGLER et al., 1998 )

Izolacia keratinofilnych hib

Kazda vzorka bola rozdelenA na 10 subvzorieck (10 Petriho misiek). Subvzorka
o hmotnosti cca. 20 g bola nasypana do vrstvy priblizne jednej polovice Petriho misky
aovlhéenda 10-20 ml (v zavislosti od povodnej vlhkosti vzorky) antibiotického roztoku
pozostavajuceho z cykloheximidu (aktidién; Calbiochem, USA; 500 mg/l) a chloramfenikol
(Penta, CR; 50 mg/l). Na samotni izoldciu keratinofilnych/-lytickych hiib boli ako nivnada
pouzité sterilizované konské vlasy. Metéda vychddza z postupu podla Vanbreuseghema
z 1952 (SUMMERBELL, 2004). Pred ich pouZitim boli tieto odmastené sapondtom a opldchnuté
vodovodnou vodou (pranie). Po nastrihani na 1-3 cm kuasky boli fragmenty vlasov
vysterilizované pri teplote 120°C, tlaku 120 kPa v autokldve. Na povrch substratu
v subvzorke boli vlasy ukladané sterilnou pinzetou v pocte cca. 10 kusov/P.miska =
subvzorka. Kultivacia prebiehala pri laboratérnej teplote (22-25 °C) pri difiznom dennom
svetle, poCas 2-3 mesiacov. Petriho misky boli kontrolované na pritomnost’ keratinolytickych
hub v priemere kazdy tyzden. V pripade potreby boli vzorky ovlhéené sterilnou destilovanou
vodou. Identifikdcia izolovanych hib bola primdarne vykonand na zdklade
makromorfologickych a mikromorfologickych znakov podla klicov a identifika¢nych
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postupov (DOMSCH et al., 1980; VAN OORSCHOT, 1980; SIGLER et al., 1986; SIGLER et al. 1998;
DE HOOG et al., 2000).

Vysledky a diskusia

O vyskyte jednotlivych keratinofilnych druhov vo vzorkach kompostu a vzorke vyzretého
kalu informuje tabul’ka €. 1. Aj napriek jedinej analyzovanej vzorke kalu je zrejmé, Ze proces
zrenia v bioplynovej jednotke, vratane vyhnivacej nadrZze spdsobuje eliminaciu typickych
keratinofilnych hub, ktoré st ndrocné na pritomnost’ kyslika a maji aj obmedzeny teplotny
rozsah (DOMSCH et al., 1980; VAN OORSCHOT, 1980). Prostrednictvom vstupného substratu
(maStalny hnoj) sa tieto huby dostdvaju do biokalovej jednotky najmd ako kolonizatori
zvyskov srsti a odlipenych malych dlomkoch koze (stratum corneum) kde vyuzivaji o-
keratin ako hlavny zdroj energie a dusika (MARCHISIO, 2000). Ukazuje sa preto, Ze vyzreté
kaly nepredstavuju riziko zpohladu kontamindcie prostredia Kkeratinofilnymi, resp.
keratinolytickymi hubami, vritane dermatofytov aZe proces produkcie metidnu za
Specifickych podmienok eliminuje ich pritomnost’ v kone¢nom produkte, t.j. vyzretom kale.
Toto tvrdenie je len predbezné ana jeho overenie je potrebnd d’alSia séria mykologickych
analyz.

Ind situdcia je v pripade volne uloZenych kop kompostu z lokality Hlohovec, ktory
pozostdva zo zmesi neupotrebitelnych casti kralikov priamo z bitinku a slamy. Zistilo sa, Ze
povrchové vrstvy kompostu obsahuju najmenej 7 druhov keratinofilnych hub, z ktorych
okrem jediného druhu (Verticillium sp.) su vSetky znadme svojou silnou keratinolytickou
aktivitu (VAN OORSCHOT, 1980; SIGLER et al., 1986; SIGLER et al., 1998). Z epidemiologického
hl'adiska patri k doleZitym ndlezom zachytenie viac nez 50 izoldtov Microsporum gypseum
(Obr. 1), t.j geofilného dermatofyta, ktory moze vyvoldvat’ rozne typy koznych infekcii 'udi
a zvierat. Tento druh bol pritomny len vo vzorkdch, resp. frakcidch koreSpondujicich
s najstar§imi ¢astami kompostovej kopy a nebol pritomny v mladSich frakcidch (¢.3 a 4). Je
preto pravdepodobné, Ze sa substrat zacina kolonizovat’ populdciou tohto dermatofyta az po
uplynuti istého Casu (napr. aj niekol’ko mesiacov) ajeho abundancia sa zvySuje vekom
kompostu. Konkrétna frakcia kompostu bola v imysle majitel’'a poslizit’ ako hnojny substrat
pre okrasné kvety alebo stromy. Z epidemiologického pohl'adu je mozné povazovat tento
substrat za rizikovy, pretoZze predstavuje zdroj zarodkov spominaného dermatofyta.
Dolezitym sa javi aj zachytenie druhu Chrysosporium zonatum (vo vSetkych sledovanych
frakciach), ktory je rovnako zndmym etiologickym agensom systémovej mykdézy a nedavno
bol zaznamenany ako agens réznych typov systémovych mykéz (DE HOOG et al., 2000).
Rovnako aj ostatné druhy zistené v komposte si v literarnych zdznamov uvadzané ako pricina
niektorych ochoreni c¢loveka (text nizSie, pri BSL-1 druhoch), ¢o potvrdzuje tvrdenie
Marchisiovej, ze kazdy keratinolyticky druh je nutné povaZovat’ za potencidlny patogén l'udi
a zvierat. Je to dané ich schopnostou aktivne rozkladat’ keratiny pritomné v koZzi, vlasoch,
chlpoch, srsti a pod (MARCHISIO, 2000).

Pokial’ ide stanovenie poctu a vyskytu druhov hib izolovanych zriedovacou metédou
(DRBC, resp. MA) pri teplote 37 °C su vysledky vySetrenia uvedené v tabulke ¢. 2. Jeden
gram vyzretého kalu obsahoval minimalne 1,2 x 10° zirodkov mikroskopickych hub
schopnych rast’ pri 37 °C, pricom bolo zastipenych 8 druhov s kvantitativhou prevahou
populacie Byssochlamys nivea. Z epidemiologického hladiska je ddlezité poznamenat, Ze
v jednom grame kalu sa vyskytovalo minimélne 2,1 x 10* zdrodkov tych druhov, ktoré si
zname pod oznacenim oportinne patogény a v klasifikdcii pre biologicki bezpecnost’ (de
Hoog et al., 2000) zastupujd triedu BSL-2. Ide o nasledovné druhy Aspergillus flavus (10°
KTJ .g'l), A. fumigatus (10* KTJ .g") a Pseudallescheria boydii (10* KTJ .g™1), o patogenite
ktorych je zmienka nizsie. V celkovom pocte druhov schopnych rast’ pri 37 °C v rozsahu od 3
do 6 sa ukézali jednotlivé frakcie kompostu, pri ktorych najvicsi pocet zarodkov (minimélne
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3 mil. na gram substratu) dosiahla frakcia ¢. 3 stromi izolovanymi druhmi (Rhizopus
stolonifer, Scopulariopsis koningii a Penicillium janthinellum). Hoci, ako uvadzaji spravy
o klinickych nélezoch pri pripadoch réznych ochoreni I'udi (text niZsie), ani jeden z tychto
druhov nie je klasifikovany v kategdrii BSL-2. Podobne, hoci s najvdcSou diverzitou druhov
(6 spp.) bola pozorovand absencia BSL-2 druhov iv najmladSej frakcii ¢. 4. Naopak,
pritomnost’ oportinneho patogénna Pseudallescheria boydii bola zaznamenand vo velkom
mnoZstve (minimélne 10° zarodkov v grame substratu) v stredne starej frakcii €. 3, v ktorej
bola objavend aj populdcia Aspergillus fumigatus v mnozstve 1000 zdrodkov na gram
kompostu. Zaujimavostou ale zostdva, Ze vo frakcii ¢. 1 (najstarSia) sa pritomnost’
spominanych druhov nepotvrdila a namiesto nich sa diagnostikoval v mnozstve 10° KTJ.g iny
BSL-2 druh, ato Absidia corymbifera. Odvoldvajuc sa na literdrne zdroje (napr. KANE et al.,
1997; DE HOOG et al., 2000; SIGLER et al., 2003; SUMMERBELL, 2003) vSetky spominané BSL-
2 ale i ostatné diagnostikované BSL-1 druhy predstavuji potencidlne riziko predovSetkym
ul'udi so zniZenou obranyschopnostou (leukemicki pacienti, pacienti po transplantdcidch
atd’.) alebo pacientov trpiacich na cystickd fibrézu. V konkrétnych vzorkach sa vyskytovalo
zna¢né mnoZzstvo aj ¢o do poctu aj druhového zastiipenia pradve BSL-2 spp. a preto je moZne
tieto substrity povazovat za novy zdroj (a ,liahen®) potencidlne patogénnych hib
spdsobujucich systémové infekcie I'udi i zvierat.

Tymto prispevkom chce autor poukdzat' na skutoCnost, Ze ¢lovekom umelo vytvorené
substrity na bédze organickych zvyskov, ako predstavuju vyzreté kaly alebo komposty
Zivo¢iSneho zdkladu v konkrétnych oblastiach Slovenska sa stdvaji potencidlnym zdrojom
klinicky vyznamnych druhov mikroskopickych hib a Ze ich aplikdcia do pol'nohospodarskych
pdd modzZe zvysit zat'aZenie prostredia tymito infekénymi Cinitel'mi. Je preto nevyhnutné ndjst’
spOsob elimindcie asponi niektorych (BSL 2) oportinnych patogénov atym zabezpecit aj
hygienicko-epidemiologicku stranku aplikdcie takychto substratov do pdd a teda do Zivotného
prostredia ¢loveka.

Tab. 1. Vyskyt keratinofilnych druhov hib vo vzorkich kompostu a vyzretého kalu

Kompost Hlohovec

Keratinofilné druhy (*HBM) Kaly Kolitiany
¢. 1 ¢.2 ¢.3 ¢. 4
Aphanoascus sp. 1 - 1 23 -
Chrysosporium europae - 15 3 2 -
Ch. keratinophilum - 1 10 - -
Ch. zonatum 49 26 1 5 -
Microsporum gypseum** 52 6 - - -
Trichophyton ajelloi - 5 - - -
Verticillium sp. - - - 5 -
Celkom 102 53 15 35 0

* HBM izola¢nd metdda vnadenia fragmentmi konskych vlasov (horse-hair baiting method); ** dermatofyt;
vzorka €. 1 = najstarSia frakcia z rok 2004, &. 2 = mladsia fr. z 2004, €. 3 = z 2005, ¢. 4 = najmladsSia frakcia
z roku 2006/07.




Obr. 1. Microsporum gypseum; mikroskopické Struktury.

Tab. 2. Vyskyt a pocty izolovanych druhov vo vzorkach kompostu a vyzretého kalu.

Kompost Hlohovec

Druhy (*37°C) ¢ 1 &2 ¢.3 &4 Kaly Kolinany

Absidia corymbifera 10° - - - -
Acremonium sp. - - - 10° -
Aspergillus flavus - - - - 10°
Aspergillus fumigatus - 10° - - 10*
Byssochlamys nivea - - - - 10°
Cladosporium sphaerospermum - - - 10° -
Emericella nidulans - - - - 10°
Chaetomium sp. - 10° - - -
Chrysosporium zonatum 10° 10° - - -
Malbranchea cinnamomea - - - - 10°
Malbranchea sp. - 10° - - -
Monascus ruber - - - - 10°
Mpyceliophthora thermophila - - - - 10°
Penicillium janthinellum - - 10° 10* -
Pseudallescheria boydii - 10° - - 10*
Rhizopus stolonifer 10° - 10° 10° -
Scopulariopsis koningii - - 10° 10° -
Staphylotrichum coccosporum - - - 10* -
Celkom v 1 g (min. hodnota) 10° 2.10° 3.10° 4,2x10° 1,2x10°
Poéty BSL-2 druhovv1g 10° 10° - - 2,1 x10*

* pouzitd zriedovacia metdda a kultivicia pri 37 °C ; ** druhy s ozna¢enim BSL-2

PrehlPad o patogenite a klinickych nalezoch jednotlivych izolovanych druhov hib

Druhy s oznacenim BSL-2:

Absidia corymbifera (Cohn) Sacc. & Trotter

Tento typicky pddny druh ma celosvetové rozSirenie a je zaroven najcastejSou pricinou
mukormykéz plic, nosovej dutiny, ofnej rohovky ale aj inych orgdnov (mozog, oblicky,
koZa) u l'udi a teplokrvnych zvierat. Rovnako patri medzi najcastejSie pri€iny mykotickych
abortov krdv. Tazké pripady invazivnych infekcii boli zaznamenané u pacientov s AIDS,
neutropéniou a transplanticiami (DOMSCH et al., 1980; DE HOOG et al., 2000; SCHIPPER &
STALPERS, 2003).

Pseudallescheria boydii (Shear) McGinnis, A. A. Padhye & Ajello

Tento druh sa Casto vyskytuje ako saprotrofnd huba v pol'nohospodirskej pode, hnoji
a znecistenej vode ama celosvetové rozsirenie. Klinické prejavy st zhodné s prejavmi
vyvolanymi druhom Aspergillus fumigatus a infekcie sa vyskytuji medzi zdravymi l'ud'mi i
pacientmi s oslabenou imunitou. Spektrum klinickych syndromov zahfhia otomykdzu,
saprotrofni plicnu kolonizdciu, alergickd sinusitidu a bronchopulmondrnu mykézu, tzv.
fungus ball, keratitidu, endokarditidu, osteomyelitidu, endoftalmitidu, invazivnu sinusitidu,
alebo plicne adiseminované infekcie. Casto napiada aj mozog &m spdsobuje mozgové
abscesy a meningitidy. Patogén je nebezpecny predovsetkym u leukemickych pacientov
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a pacientov s transplantidciami. Vel'mi Casto sa vyskytuje v pl'icach l'udi s cystickou fibrézou
(DomscH et al., 1980; DE HOOG et al., 2000; SIGLER, 2003).

Aspergillus fumigatus Fresen.

Je to termotolerantnd huba s celosvetovym rozsirenim v prirodzenych i antropogénnych
prostrediach. Nachddza sa predovsetkym v  teplejSich pddach, podach kvetinacov,
raSeliniskdch, ale najCastejSie v kompostoch a inych substrdatoch obsahujicich rozkladajice sa
rastlinné zvysky, v ktorych sa zvysuje teplota samozahrievanim. Vo vel’kom mnozZstve sa jeho
spory objavuju v ovzdu$i pocas manipuldcie s biologickym odpadom (napr. kompostom)
a spdsobuju mykdzy ako nésledok inhaldcie infekénych propagil. Tento druh predstavuje
najCastejSiu pri¢inu aspergiléz ul'udi s poSkodenou prirodzenou imunitou. Diseminované
infekcie u pacientov bez poskodenej imunity su vel'mi zriedkavé. Zvycajne primarne infikuje
plica, ale prileZitostne aj iné Casti organizmu, pricom mdZe vyvolat’ sinusitidu, otomykézu,
peritonitidu a endokarditidu. Zaznamenané boli aj pripady mozgovej aspergilézy (DOMSCH et
al., 1980; DE HOOG et al., 2000; SUMMERBELL, 2003).

Aspergillus flavus Link

Tento druh ma celosvetové rozsirenie a je povaZzovany za kozmopolitny druh asociovany
prevazne s kompostmi alebo ako kolonizator teplych pdd tropickych a subtropickych oblasti.
Kvoli schopnosti produkovat” nebezpec¢né toxiny (aflatoxiny) zéaroven predstavuje aj
vyznamny potencidlne toxinogénny druh. Tento druh je jednou =z najCastejSich pricin
alergickej bronchidlnej aspergilézy I'udi a pl'icnych infekcii pacientov s oslabenou imunitou,
kde modze byt priebeh ochorenia zhorSeny produkciou mykotoxinov. Je tiezZ jednym
z najCastejSich agensov mykotickej sinusitidy. Vyvoldva aj oportinne mykdézy, najméd na
citlivych Castiach tela, ako napr. ocné infekcie ndsledkom predchadzajuceho zranenia oka,
otomykézu, onychomykdzu, peritonitidu a endokarditidu. V porovnani sA. fumigatus
spOsobuje vyssi podiel infekcii nosovej ausnej dutiny anizs$i podiel plicnych infekcii
(DomscH et al., 1980; DE HOOG et al., 2000; SUMMERBELL, 2003).

Druhy s oznacenim BSL 1:

Microsporum gypseum (E. Bodin) Guiart & Grigoraki

Tento druh ma celosvetové rozSirenie. Vyskytuje sa v pdde (geofilny dermatopfyt)
a u l'udi spdsobuje tinea corporis (mykotickd infekcia Casti trupu) a tinea capitis (infekcia
vlasatej Casti hlavy). Zaznamenany bol aj pripad onychomykézy. Zvysuje sa frekvencia
infekcii najmé u pacientov s AIDS. Rovnako vyvoldva infekcie aj u r6znych druhoch zvierat,
ako sd macky, psy, hlodavce a kone (DE HOOG et al., 2000; HOWARD et al., 2003).

Chrysosporium zonatum Al-Musallam & C. S. Tan

Je to termotolerantny druh s vyraznou keratinolytickou aktivitou rozSireny prevazne
v subtropickych a teplejSich miernych oblastiach. Doposial’ boli zaznamenané dva pripady
plicnej infekcie ajeden pripad systémovej mykodzy zasahujicej pltca a kosti chronicky
chorého pacienta (DE HOOG et al., 2000; HOWARD et al., 2003).
Chrysosporium keratinophilum D. Frey: J. W. Carmich.

Je to geofilny keratinolyticky druh hojny predovsSetkym v oblastiach s miernou klimou
¢asto izolovany z pripadov onychomykéz a povrchovych infekcii (SIGLER, 1997; DE HOOG et
al., 2000; HOWARD et al., 2003).

Trichophyton ajelloi (Vanbreus.) Ajello
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Je to geofilny druh s vyraznou keratinolytickou aktivitou a celosvetovym rozsSirenim.
Infekcie l'udi a zvierat su zriedkavé a vo vSeobecnosti je povazovany za nepatogénny druh -
dermatofytoid (KANE, 1997; DE HOOG et al., 2000; SUMMERBELL, 2000).

Scopulariopsis koningii (Oudem.) Vuill.
Je to druh podobny S. brevicaulis, izolovany z niekol’kych pripadov onychomykéz (DE
HOOG et al., 2000).

Monascus ruber Tiegh.
Tento prevazne pddny druh v jednom pripade vyvolal infekciu obli¢iek ako nasledok
chirurgického zasahu (DE HOOG et al., 2000).

Myceliophthora thermophila (Apinis) Oorschot

Tento druh sa vyskytuje najméd v substratoch akym je napr. kompost, kde dochidza
k samozahrievaniu. V dvoch pripadoch huba spdsobila fatdlnu aortdlnu vaskulitidu a pl'icnu
invaznu infekciu v pripade leukemického pacienta. Zaznamenané su i aj infekcie pri trazoch
¢i chirurgickych zakrokoch (DE HOOG et al., 2000; SIGLER, 2003).

Staphylotrichum coccosporum J. Meyer & Nicot

Je to celosvetovo rozsirend pddna huba, ktord sa vyskytuje prevazne v teplejSich
oblastiach sveta. Povodne bol tento druh izolovany z pddy dazd’ového pralesa v Zaire. Je
povazovany za saprotrofny druh, pricom bol zaznamenany zatial’ jediny pripad subkutidnnej
infekcie sposobenej sucasne aj dermatofytickou hubou (DOMSCH et al., 1980; DE HOOG et al,
2000)

Cladosporium sphaerospermum Penz.

Typicky pddna saprotrofnd huba s celosvetovym rozSirenim. Klinické nélezy boli
zaznamenané v pripadoch infekcie rohovky, koznych 1€ézii a onychomykézy (DOMSCH et al.,
1980; DE HOOG et al., 2000)

Emericella nidulans (Eidam.) Vuill.

Je to typicky pddny druh s celosvetovym rozsSirenim. NajCastejSie sa vSak vyskytuje
v pddach teplejSich oblasti sveta, obzvlast’ tropickych a subtropickych oblastiach a patri
medzi vyznamnych kolonizdtorov rozkladajicich sa rastlinnych zvySkov. Tento druh bol
zaznamenany ako etiologicky agens rdznych infekcif l'udi i zvierat bud’ ako jedind pricina
ochorenia alebo v asociécii s inymi oportinnymi hubami. Medzi najCastejSie patria plicne
infekcie, sinusitida, endoftalmitida, osteomyelitida, povrchové a diseminované mykdzy
(DomscH et al., 1980; DE HOOG et al., 2000; SUMMERBELL, 2003).

Rhizopus stolonifer (Ehrenb.: Fr.) Vuill.

Je vrdmci radu Mucorales najbeznejSie sa vyskytujicim druhom s celosvetovym
rozSirenim i ked’ sa najCastejSie vyskytuje v teplejSich oblastiach. V stvislosti s tymto druhom
boli zaznamenané rinocerebrdlne mykdzy najCastejSie pacientom s diabetes (DOMSCH et al.,
1980; DE HOOG et al., 2000).
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Nové nalezy mikroskopickych huab z rodu Chrysosporium, Malbranchea
a Myceliophthora zo Slovenska

ROMAN LABUDA & JAROSLAVA KACINOVA

LABUDA, R., KACINOVA, J.: New records of microscopic fungi from the genus Chrysosporium, Malbranchea
a Myceliophthora from Slovakia.
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In the course of mycological survey of compost and sludge samples from two different locations in Slovakia,
three interesting fungal taxa, namely Chrysosporium zonatum Al-Musallam & C. S. Tan, Malbranchea
cinnamomea (Lib.) Oorschot & de Hoog and Myceliophthora thermophila (Apinis) Oorschot., were encountered.
Referring to the lists of recognized fungi from Sovakia (LIZON & BACIGALOVA, 1998; SIMONOVICOVA, 2005),
these micromycetes represent new taxa to this area. Representative strains of the fungi are deposited in the
Microbiology Department Collection, SUA in Nitra.

Keywords: keratinophilic fungi, keratinolytic fungi, soil, compost, sludge

Roman Labuda, Department of Microbiology, Faculty of Biotechnology and Food Sciences, Slovak Agricultural
University, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, Slovak Republic. E-mail: Roman.L.abuda@uniag.sk

* Presented as a poster at workshop MICROMY CO 2007, Ceské Budgjovice, September 4-5, 2007.

Chrysosporium zonatum Al-Musallam & C. S. Tan (Obr. 1)

= Chrysosporium gourii P.C. Jain, Deshmukh & S. C. Agarwal

Teleomorfné Stadium: Uncinocarpus orisii (Sur & G. R. Ghosh) Sigler & Flis
= Pseudoarachniotus orisii Sur & G. R. Ghosh

= Gymnoascus arxii Cano & Guarro

Obr. 1. Chrysosporium zonatum: SGA, 37 °C, 7 dni; mikroskopické Strukiry.

Klasifikacia (podl'a Index Fungorum, 2007):

Onygenaceae, Onygenales, Eurotiomycetidae, Eurotiomycetes, Ascomycota, Fungi

Izolacia: Niekol'ko desiatok kmeniov Ch. zonatum bolo izolovanych v marci 2007 z kompostu
(zajaCie zvySky zbitinku s pridavkom slamy) nachddzajiceho sa v lokalite Hlohovec
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pomocou fragmentov konského vlasu (,,horse baiting method*, VANBREUSEGHEM, 1952) ako
i priamo na agare s dichloranom bengélskou ¢ervenou a chloramfenikolom (DRBC, Merck,
Germany) a kultivdcii pri 37 °C pri pouZitom riedeni 10 22107

Sledované izoldty sa na Sabouradovom agare s gluk6zou (SGA; Biokar Diagnostic, France)
pri 37 °C vyznacovali ve'mi dobrym rastom a dosahovali rychlejsi rast ako pri 25 °C (25-35
vs 15-22 mm na 7 dni). Kolénie po 10 dnoch kultivicie nadobudali postupne hnedasty az
Skoricovo hnedy odtienn a pigment charakteristicky pre tento druh. Rovnako, vyraznejSie
arychlejs$i ndstup zmeny zafarbenia bol pozorovany pri 37°C. Mikroskopicky obraz odhalil
produkciu termindlnych a laterdlnych aleuriokonidif (5-8 x 3-5 um) na charakteristicky jemne
zvlnenych konidiogénnych bunkach, resp. vldknach. Identifikacia bola vykonand primarne na
zdklade druhového popisu podl'a DE HOOGA et al. (2000), konfrontované boli aj prace autorov
SIGLER et al. (1998) aJAIN et al. (1993).

KPacovy diagnosticky znak: Dobry rast na 37 °C, hnedasté zafarbenie kolénii, pritomnost’
zvlnenych kritkych konididlnych stopiek a morfoldgia konidii. Blizky druh Ch.
queenslandinicum Apinis & Rees produkuje biele aZz Zltasté kolénie a vyznacuje sa
produkciou vel’kého mnoZstva interkaldrnych konidii (artrokonidif), ktoré su pri Ch. zonatum
zriedkavé.

Malbranchea cinnamomea (Lib.) Oorschot & de Hoog (Obr. 2)

= Malbranchea sulfurea (Miehe) Pidopl.

= Malbranchea sulfurea (Miehe) Sigler & J. W. Carmich.

= Malbranchea pulchella var. sulfurea (Miehe) Cooney & R. Emers.
= Geotrichum cinnamomeum (Lib.) Sacc.

= Thermoidium sulphureum Miehe

= Trichothecium cinnamomeum Lib.

Obr. 2. Malbranchea cinnamomea: SGA, 37 °C, 7 dni; mikroskopické $trukry.

Klasifikacia: Myxotrichaceae, Incertae sedis, Incertae sedis, Dothideomycetes, Ascomycota,
Fungi
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Izolacia: Tri kmene M. cinnamomea boli izolované v juni 2007 z vyzretého kalu bioplynove;j
jednotky nachddzajicej sa v lokalite Koliflany (okres Nitra) na DRBC agar a kultivécii pri 37
°C pri pouZitom riedeni 10 2.

Sledované izolaty sa na SGA (37 °C) vyznacovali dobrym rastom a dosahovali rychlejsi rast
ako pri 25 °C. Kolénie po 14 d kultivicie nadobudali postupne ZIty odtieni charakteristicky pre
tento druh. Mikroskopicky obraz odhalil pritomnost’ vyrazne stocenych (unduldtnych)
fertilnych hyf, na ktorych sa diferencuji artrokonidie. Identifikdcia bola vykonand primarne
na zdklade druhového popisu k M. sulfurea podl'a SIGLER & CARMICHAEL (1976) SGA 14 d
25 °C 10-15 mm (biele az 7Ité koldnie, Zltavy reverz a tmavy stred); SGA 7 d 37 °C 55-60
mm (zIté aZ tmavozlté koldnie, obdobne ako 25 °C)

KPacovy diagnosticky znak: Dobry rast na 37 °C, zIté zafarbenie kolénii, pritomnost
stoenych (unduldtnych) fertilnych hyf a morfolégia artrokonidii. Morfologicky blizke M.
pulchella Sacc. & Penz. sa odliSuje neschopnost'ou rast’ pri 37°C, zafarbenim kolénif (biele az
hnedé) a uzsimi artrokonidiami (SIGLER & CARMICHAEL, 1976; DE HOOG et al., 2000).

Myceliophthora thermophila (Apinis) Oorschot (Obr. 3)
= Chrysosporium thermophilum (Apinis) Klopotek
= Sporotrichum thermophile Apinis

Teleomorfné Stadium: Thielavia heterothallica Klopotek
= Corynascus heterothallicus (Klopotek) Arx

Obr. 3. Myceliophthora thermophila: SGA, 37 °C, 7 d; mikroskopické $trukiiry.

Klasifikacia:

Incertae sedis, Incertae sedis, Incertae sedis, Eurotiomycetes, Ascomycota, Fungi

Izolacia: Jediny kmen M. thermophila bol izolovany v juni 2007 z vyzretého kalu bioplynove;j
jednotky nachddzajicej sa v lokalite Koliflany (okres Nitra) na DRBC agar a kultivécii pri 37
°C pri pouZitom riedeni 10 2.
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Sledovany izolat sa na SGA (37 °C) vyznaCoval dobrym rastom a dosahovali rychlej$i rast
ako pri 25 °C. Kolénie po 7 d kultivicie nadobudali postupne ruzovy az Skoricovo hnedy
odtien. Mikroskopicky obraz odhalil produkciu pritomnost’ ampuliformnych buniek, z ktorych
na stopkdach vyrastaji hladké alebo i drsné konidie. Identifikdcia bola vykonand priméarne na
zdklade druhového popisu podl'a DE HOOGA et al. (2000), konfrontované boli aj prace autorov
SIGLER (2003) a VAN OORSCHOT (1980).

SGA 14 d 25 °C 50-60 mm (Skoricovo hned4, reverz cokolddovo hnedy)
SGA 7 d 37 °C 65-70 mm (farebne ako na 25 °C)

KPacovy diagnosticky znak: Dobry rast na 37 °C, charakteristické Skoricovo hnedé
zafarbenie koldnie, pritomnost’ ampuliformnych buniek, z ktorych na stopkdch vyrastaju
konidie a morfoldogia konidii. Podobny druh M. lutea Cost sa odliSuje Zltymi koléniami
a produkciou len vyhradne hladkych konidii (VAN OORSCHOT, 1980).
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Notes to the identification of Trichoderma tomentosum and its close relatives
within the section Pachybasium
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LABUDA, R.: Notes to the identification of Trichoderma tomentosum and its close relatives within the
section Pachybasium..
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Representatives of Trichoderma tomentosum and three close relative species within the section Pachybasium,
namely T. cerinum, T. helicum, and T. velutinum were investigated during this study in terms of their
morphology, responses to growth at 10 °C temperature, and cycloheximide tolerance. Strains pertaining to 7.
tomentosum were sorted into two different morpho-types based on the morphology of conidia (shape and size)
and conidiophore elongations. The 7. fomentosum morphotype I. is being characterized by production of mostly
ellipsoid to ovoid shaped conidia (usually not exceeding 3.5 um in length), and more or less undulated
conidiophore apical elongations, appearing more or less smooth. The strains representing 7. tomentosum
morphotype II. produce mostly oblong conidia (comparatively larger, usually exceeding 3.6 um in length) and
form only slightly undulated to nearly straight conidiophore apical elongations, appearing very rough due to
abundance of small exudates. The study stressed that current species concept of 7. tomentosum should be
broadened to some extend with respect to conidial morphology, and that sequencing data are being urgently
needed for reclassification of this species complex to separate 7. tomentosum sensu stricto from allied taxa.
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Trichoderma velutinum
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Introduction

A total of eighty eight Trichoderma taxa have been hitherto described, of them 14
anamorph-teleomorph (i.e. holomorphs) relationship have been demonstrated, furthermore, 49
have been described in Hypocrea Fr. (teleomorphs only), and finally, 25 taxa have been
described as being Trichoderma (anamorphs only) (DRUZHININA & KUBICEK, 2005).
Nevertheless, there are likely by far a lot more Trichodermal/Hypocrea species here, which
may either inhabit atypical or otherwise unusual geographic areas or may represent simply
cryptic taxa within so far known species (KRAUS et al.,, 2004; KUBICEK, personal
communication). Not surprisingly, the actual number of Trichoderma species may, hence,
exceed two hundred as postulated by SAMUELS (1996). From an ecological point of view,
species of the genus Trichoderma are cosmopolitan and typically wood-decaying fungi or,
more typically, soil-borne fungi being recognized to have significant amount of fungal
biomass in soil and herbaceous litter, or which are frequently present as an indoor
contaminants (BISSET et al., 2003; DRUZHININA & KUBICEK, 2005; GHERBAWY et al., 2004;
KRAUS et al., 2004; THRANE et al., 2001). In addition to, Trichoderma species are common
contaminants of spawn, compost, and wood in commercial mushroom-growing facilities and
most of them are considered indicators of compost quality or horticulture practices (Castle et
al., 1998). Some of them are economically important producers of industrial enzymes
(KUBICEK & PENTTILA, 1998) and antibiotics (SIVASITHAMPARAM & GHISALBERTI, 1998), or
have application as bio-control agents against plant pathogens (HJELJORD & TRONSMO, 1998).
Particularly, antibiotics produced by some Trichoderma isolates have fungicidal as well as
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fungistatic effects (DENNIS & WEBSTER, 1971; DOMSCH et al., 1980). In addition, as it has
been suggested by LEWIS & PAPAVIZAS (1987) naturally produced fungicides, or their
analogues, may be developed and formulated for commercial use. In fact, there is a high
correlation between antibiotic actions of Trichoderma isolates against some important
Fusarium species, such as F. culmorum (MICHRINA et al., 1995). On the other hand, there is a
great deal of reports dealing with implication of some Trichoderma species in various fatal
human mycoses as it can bee seen from the Atlas of Clinical Fungi (DE HOOG et al., 2000)
showing an opportunistic pathogenic ability of many of the species. The last but not least
what is needed to stress is the capability of some Trichoderma species to produce several
prominent mycotoxins (toxic extrolites to vertebrates), namely gliotoxin, emodin,
trichothecene-like trichodermin and/or isocyanides (FRISVAD & THRANE, 2002). Obviously,
all these diverse implications of Trichodermal/Hypocrea with human society render an
accurate species and strain identification to be a very important issue (DRUZHININA &
KUBICEK, 2005), and, at the same time, the exact characterization and identification of strains
to the species level is the first step in utilizing the full potential of fungi in specific
applications (LIECKFIELD et al., 1999).

The taxonomy and identification of Trichoderma species has remained problematic until
relatively recently. The first significant attempt to monograph the genus was by Rifai (1969),
who recognized that the nine “species aggregates” he was describing were not biological
species. A more comprehensive analysis of morphological variation within the genus was
presented by BISSETT (1984, 1991a-c, 1992), who differentiated 27 species of Trichoderma
based on morphological characters (Bisset et al., 2003). However, classical approaches based
on the use of morphological criteria are difficult to apply to Trichoderma, due to the plasticity
of the characters (DRUZHININA & KUBICEK, 2005). Furthermore, morphological analysis is
highly prone to error, and consequently roughly 50 % of the Trichoderma spp. deposited in
culture collections under names obtained by morphological analysis alone are wrong
(DRUZHININA & KUBICEK, 2005; KUBICEK, personal communication). On the other hand,
BISSETT (1991b) acknowledged that a final resolution of species in Trichoderma could only
come from an integration of morphological, molecular and life-cycle (i.e. holomorph) studies
being, in fact, first exemplified by Samuels et al. (1998), with the resolution of ten species
within the section Longibrachiatum based on teleomorph and anamorph morphologies and
nucleotide sequences of the internal transcribed spacer (ITS) region of the r DNA. Since that
time, molecular data has become essential for the delineation of new species in Trichoderma
and for determining teleomorph connections (BISSETT et al., 2003).

A mycological survey of soil under Quercus cerris L. in Arboretum Mlynany (county of
Zlaté Moravce, Slovak Republic) in April 2004 revealed the presence of a single strain of a
Trichoderma species, which was at that time identified tentatively as Trichoderma cf.
tomentosum (LABUDA & LABUDOVA, 2005). However, later detailed morphological as well as
molecular re-examination of the strain has shown some unique characters distinguishing this
noteworthy strain, yet being morphologically similar to some known species within
Trichoderma section Pachybasium (BISSETT, 1991b; BISSETT et al., 2003), especially T.
tomentosum sensu stricto (BISSETT, 1991b). However, a consequent and additional molecular
analysis based on tef I confirmed its actual position within the current concept of T.
tomentosum, even though overall size of conidia differs obviously from that of typical T.
tomensosum. This obvious discrepancy in conidial morphology confronted with the original
description of 7. tomentosum by BISSETT (1991b), in fact, initiated a study in which several
representatives and type strains of 7. tomentosum and its close relatives were investigated to
learn more about the morphological diversity within their original species diagnoses.

Material and methods

65



Strains

Representative strains of the Trichoderma species investigated in this study are listed in
Table 1.

Table 1. Representative strains of the Trichoderma species treated in this study

Species Strain No. Origin
T. tomentosum CPK 97 = CBS 349.93 (type) Canada, Ontario
CPK 829 = DAOM 178713 (ex type) -
CPK 880 = zd 28 Iran
MA 5031 Slovakia (A. Mlyiany)
CPK 2065 Sardinia
CPK 2066 Sardinia
CPK 2067 Sardinia
CPK 2088 Sardinia
CPK 650 South America
CPK 1833 Etiopia
CPK 1042 Guatemala
T. cerinum CPK 293 = DAOM 230012 (type) Nepal
T. helicum CPK 415 = DAOM 230017 Malaysia
CPK 430 = DAOM 230021 Thailand
CPK 431 = DAOM 230022 Thailand
T. velutinum CPK 298 = DAOM 230013 Nepal

Morphological examination

Cultures were grown on 2% malt extract agar (MEA; RIFAL 1969) at room temperature
(22-25°C) under ambient daylight conditions. Microscopic observation and measurement
were made from preparations mounted in 90 % (w/v) lactic acid (BISSETT, 1991b) with 0.1 %
cotton blue (w/v). Microscopical structures were described from conidiophores taken from
the edge of pustules after 4-7 d incubation. Conidial morphology and measurement were
recorded after 14 d. The measurements are reported as maxima and minima in parentheses
and the mean plus and minus the standard deviation of at least 30 measurements. The
microphotographs and measurement were done by means of light microscope of type
OLYMPUS Provis AX 70 (OLYMPUS Optical Co., LTD., Tokyo, Japan) equipped with a
camera system of type OLYMPUS Provis AX 70 (OLYMPUS Optical Co., (Europa) GMBH,
Hamburg, Germany) and software Image-Pro Plus (Media Cybernetics, Silver Spring,
Maryland, USA).

Physiological testing

The ability to growth at 10 °C was observed on pure MEA after 7 d incubation in
darkness, while the ability to tolerate cycloheximide was tested on MEA supplemented with
100 ppm cycloheximide. A stock solution of cycloheximide (Calbiochem, La Joila, USA) in 2
ml acetone (KANE et al.,, 1997) was added to the MEA after autoclaving to obtain the
concentration 100 pg.ml™". Settled plates in 9 cm plastic Petri dishes were then inoculated at
three equidistant points (in triplicate) using presterilized transfer needle. Radial growth was
meassured after 7 days incubation at room temperature (25 + 2°C) uder ambient daylight.
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Results and discussion

Species in Trichoderma section Pachybasium are characterized by broad or inflated
conidiophore elements and phialides, which give the conidiophore a stout or rigid appearance.
The phialides are typically ampuliform, divergent, and arranged in crowded verticils on
terminal branches of conidiophore that are repeatedly branched and rebranched at an
indefinite number of levels. The majority of the species in section Pachybasium have
conidiophores aggregated in compact, flat to hemispherical pustules. In addition, many
species have conspicuous, sterile elongations of the conidiophore main axis, which is a
feature unique to section Pachybasium (BISSETT, 1991b). In one of his comprehensive study
within the genus, BISSETT (1991b) assigned a total of twenty species to Trichoderma section
Pachybasium based on conidiophore and conidium morphology, twelve of which have been
proposed as the new species. Amongst them 7. tomentosum Bissett has been delimited from
the other species by production of compact, grey-green, hemisphaerical conidiogenous
pustules, by the small conidia (less than 3.5 x 2.5 pm), and by spiral sterile apical
conidiophore elongations (BISSETT, 1991b).

According to their original descriptions (BISSETT, 1991b; BISSETT et al., 2003), taxa
within the T. tomentosum species group and its relatives possess a continuum of overlapping
cultural, and to some extent also micro-morphological characters rendering their identification
rather difficult. However, a combination of morphological characters and approaches
suggested in this study may be useful in differentiation of species such as 7. cerinum, T.
helicum, T. velutinum, and T. tomentosum sensu lato from each other, as well as to serve (at
least to some extent) on delimitation of the taxa within 7. tomentosum species group proper,
or eventually for separation of the new closely related species within the Pachybasium
section.

Based on morphological observation, the strains received from the CPK collection as
being representatives of 7. tomentosum Bissett (BISSETT, 1991b) undoubtedly form a species
complex (the T. tomentoum complex) that may be in a broad sense characterized by
production of more or less undulate to nearly straight apical elongations with either sterile
apices or in some strains with a limited number of apical fertile points (phialides), though not
in a way being seen in 7. cerinum. Furthermore, the members of the complex showed
arelative broad range of conidial morphology, from ellipsoidal-ovoid (not exceeding 3.5 pm
in length) to nearly uniformly oblong and comparatively larger (usually exceeding 3.6 pm in
length), and/or sometimes seeing as combination of both. Thus, by taking into account
combination of the morphology of conidia (shape and size) and the morphology of
conidiophore elongations the strains treated as 7. tomentosum during the study can be sorted
into two general morpho-types, as follows:

T. tomentosum morphotype L. is being characterized by production of mostly ellipsoid
to ovoid shaped conidia (usually not exceeding 3.5 um in length; i.e. less than 3.5 x 2.5 um)
and more or less undulated conidiophore apical elongations, appearing smooth with only
some drops of an exudates (Fig. 1). This morpho-type encompasses the following strains
studied: CPK 97 (type; Canada), CPK 829 (ex type; Canada), CPK 880 (Iran), CPK 2065,
CPK 2066, CPK 2067, CPK 2088 (Sardinia). Referring to the original species diagnosis by
Bissett (1991b), the main emphasis in delimitation of 7. tomentosum species within the
section Pachybasium laid on morphology of conidia, i.e. a key feature, except characteristic
apical conidiophore elongation, is formation of the small conidia (less than 3.5 x 2.5 pm).
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Fig. 1. T. tomentosum CPK 829 = DAOM 178713 (ex type): conidia and condiophore elongations, representing
morphotype 1.

Note: Conidia of the strain MA 5031 (Slovakia) are essentially identical as for conidiophore
elongations and conidial shape, yet having comparatively larger conidia (average 3.9 x 3.0
pm). Moreover, it showed very slow growth in a medium with cycloheximide (1-3 mm in 3d),
thus differing somewhat from the others in the morphotype I. (results not presented in detail
in this study). Essentially, the same holds for the strain CPK 1042 (Guatemala), conidia of
which are somewhat broader (in average of 2.8 um) then in other strains within the
morphotype, thus forming transmission form in conidial shape towards 7. cerinum (BISSETT
et al., 2003; also observed in this study) that has, however, smaller conidia (average 3.5 x 2.7
pm versus 3.8 x 2.7 um). The taxonomic status of the two strains remains unresolved and
probably may represent new species.

It seems to be very important to consider dimensions and overall morphology of conidia
for species identification within the section, since in many cases this is the only feature, which
renders morphological identification of otherwise similar taxa possible. Furthermore, it should
be noted that with the exception 7. tomentosum morpho-type I (as suggested in this study),
also other so-called small-spored species are known in section Pachybasium, such as T.
minutisporum, T. harzianum (BISSETT, 1991b; LU et al., 2004), T. cerinum, T. helicum, T.
velutinum (BISSETT et al., 2003),and 7. brevicompactum (KRAUS et al., 2004) for which
conidia less than 3.5 x 2.5 um or even small are typical and species specific. Thus, it seems
logical to pay the greatest attention towards this trait when Trichoderma species from the
section Bachybasium are being identified. Accordingly, all differences in conidial size (even
if the other substantial features fit perfectly species concept/diagnosis) and shape may make
identification to the appropriate species level within the known taxa impossible, and/or
indicate that the current morphological species concept should be broaden to some extend as
it is suggested here to include also those T. tomentosum strains conidia of which possess
different morphology (morphotype II).

T. tomentosum morphotype II. is being characterized by production of mostly oblong
conidia (comparatively larger, usually exceeding 3.6 um in length; i.e. 3.8-4.0 x 2.5-2.6 pum)
and only slightly undulated to nearly straight conidiophore apical elongations, appearing very
rough due to abundance of small exudates (Fig. 2). By considering these criteria, morpho-type
II. encompasses the following strains studied: CPK 650 (South America) and CPK 1833
(Etiopia). In this morphotype, the conidial morphology may resembles that of T. hamatum
(BISSETT, 1991), a type species for the section Pachybasium, but the conidiophore elongations
are being very different, setting the two species unambiguously apart.
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Fig. 2. T. tomentosum CPK 1833: conidia and condiophore elongations, representing morphotype II.

Note: In his recent communication with prof. C.P. Kubicek and dr. I. Druzhinina (Section of
Applied Biochemistry and Gene Technology, Institute of Chemical Engineering, TU, Wien,
Austria), the author of this contribution has been informed about the results of a phylogenetic
analysis of the strains used in this study. On the basis of fefla and ITS1 sequences, those
strains belonging to the 7. tomentosum morphotype 1. (also including MA 5031 having larger
conidia) represent two different clades of 7. fomentosum 1 and 2., while those two strains
pertaining to morphotype II. (CPK 650 and CPK 1833) clearly represent an unknown species.
Moreover, the strain CPK 1042 (mentioned above as one having somewhat broader conidia)
forms a different clade with 7. cerinum (C.P. KUBICEK, personal communication).

Concerning the additional physiological tests carried out, i.e cycloheximide tolerance and
ability to growth at 10 °C, the following responses were observed. Nearly all strains
representing both morphotypes within 7. tomentosum exhibited a relative good tolerance
towards the cycloheximid (100 pg/ml), and colonies in most strains reached diameter that
often exceeded 60 mm in 7 d. In a single case, i.e. MA 5031, the diameter did not exceed 44
mm in d, while no growth at all (indicating cycloheximide intolerance) was observed in strain
CPK 2067 (T. tomentosum morphotype 1.). As for ability to growth at 10 °C, all strains
representing 7. tomentosum (within both morphotypes) exhibited comparatively good growth
at 10 °C, reaching (27-) 30-36 (-49) mm in diam after 7d. As can be seen below, using the
two additional criteria (in combination with morphological ones) may facilitate identification
of some close related taxa, such as 7. helicum and/ or T. velutinum.

In the further text, the representatives of 7. cerinum, T. helicum, and T. velutinum, will be
discussed in terms of their morphology, responses to cycloheximide and 10 °C temperature.

T. cerinum Bissett, Kubicek & Szakacs (BISSETT et al., 2003)

Of the all Trichoderma strains tested here, the T. cerinum type strain (CPK 293 = DAOM
230012) exhibited comparatively the best growth rate at 10 °C in 7 d (55-57 mm versus 12-49
mm in the others). The type strain of T. cerinum may be further readily distinguished from 7.
tomentosum and other relatives, morphologically, by production of highly fertile conidiophore
apical elongations and by production of nearly subglobose, small conidia, mostly 3.3-3.8 x
2.5-3.1 um with average 3.5 x 2.7 um (Fig. 3). It also showed ability to tolerate 100pug/ml of
cycloheximid in growth medium, albeit its colonies did not exceed 9 mm in 3 d (5-9 mm) in
dark.

69



Fig. 3. T. cerinum CPK 293 = DAOM 230012 (type): conidia and condiophore elongations

T. helicum Bissett, Kubicek & Szakacs (BISSETT et al., 2003)

BISSET et al. (2003) stated that this species is morphologically essentially identical with T.
tomentosum, distinguishable only on the basis of differences in ITS 1 and 2 and tefl o
sequences, and by metabolic differences in assimilation rates of carbon substrate uptake.
However, all strains investigated were noteworthy characteristic by their total inability to
grow at 10 °C, what along with the formation of strongly spiralised apical conidiophore (Fig.
4) elongations may render the species identification relatively easy. They also showed ability
to tolerate 100 pg/ml of cycloheximid in growth medium, albeit their colonies did not exceed
15 mm in 3 d (8-15 mm) in dark. Conidial morphology was essentially in common with that
in the 7. tomentosum species complex (representing morphotype 1.), i.e. conidia being mostly
of ellipsoid to ovoid shape, 3.0-3.7 x 2.1-2.6 um (average 3.26 x 2.37 pm).

Fig. 4. T. helicum CPK 431=DAOM 230022: conidia and condiophore elongations

T. velutinum Bissett, Kubicek & Szakacs (BISSETT et al., 2003)

A single strain of 7. velutinum available for this study was found to have no tolerance
towards cycloheximide in the growth medium, and along with the morphology of
conidiophore elongations (nearly straight) made the species rather distinctive (Fig. 5).
A shape of conidia (mostly ovoidal) was in common with that observed in the 7. tomentosum
species complex (representing morphotype L.). It grew at 10°C, reaching up to 25 mm in 7 d.
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Fig. 5. T. velutinum CPK 298 = DAOM 230013: conidia and condiophore elongations

From the outcomes of this study it is virtually clear that based on morphology solely,
identification of fungi resembling and/or representing 7. tomentosum sensu stricto to the
appropriate species level is not always easy and often may result in lots of confusions and
misidentifications. To overcome this problem, additional physiological tests, such as tolerance
to cycloheximide and ability to growth at 10 °C were suggested here and may be in future
implemented into Trichoderma identification schemes. Table 2 consists of summarizing data
based on growth at 10 °C and cycloheximide tolerance/intolerance, albeit two species were
represented by only a single strain.

Table 2. Responses of the Trichoderma species investigated to growth at 10 °C and cycloheximide

Species Growth at 10 °C Cycloheximide
(number of strains tested) tolerance

T. tomentosum (11) + +*
T. cerinum (1) + +

T. helicum (3) - +

T. velutinum (1) + -

* a single strain of morphotype I. showed sensitivity (intolerance) to the antibiotic
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Nové potvrzené vyskyty padli na okrasnych rostlinach v Ceské republice
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PETRZELOVA, IVANA DOLEZALOVA

LEBEDA, A., MIESLEROVA, B., SEDLAROVA, M., RYBKA, V., PETRZELOVA, L., DOLEZALOVA, L.: New records
of powdery mildew on ornamental plants in the Czech Republic.

Proceedings of the MICROMYCO 2007, Novakova, A. (Ed.): pp. 74-80. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

The occurrence of powdery mildews on ornamental plants in the Czech Republic is very poorly documented.
The findings of new powdery mildew species or till now unconfirmed occurrence are thus expected. During the
summer and autumn of 1999, the symptoms of powdery mildew disease were first observed on Pachypodium
lamerei Drake (family Apocynaceae) in the Czech Republic. Comparison of the morphology of this fungus on
Pachypodium lamerei with all taxa of Erysiphe (Uncinula) shows that this taxon represents an undescribed
species of Erysiphe. All known species with septate appendages (Erysiphe (Uncinula) actinidiae, E. hydrangeae,
E. necator, E. jaborosae) (Braun, 1987, 1995) differ from this fungus on P. lamerei in having pigmented
appendages and 4-8 spored asci and some additional deviating features. Therefore the fungus is described as
anew species Erysiphe pachypodii Lebeda, Mieslerova & Dolezalov4, sp. nov. In summer 2005 in greenhouses
of Botanical Garden in Prague (Prague-Troja) the powdery mildew symptoms on Homalocladium platycladum
occurred. Although teleomorph stage was not found, the comparison of our results with previous reports of
powdery mildew on representatives of family Polygonaceae and Homalocladium platycladum clearly
demonstrated that this fungus resemble to Erysiphe polygoni. According to Braun (1995), occurrence of
Erysiphe polygoni on Homalocladium platycladum (syn. Muehlenbeckia platyclados) was reported from Great
Britain, Romania, Finland and former Soviet Union. Thus, this is the first report of Erysiphe polygoni on
Homalocladium platycladum from the Czech Republic. During the summer 2007 in private garden in SmrZice
(district Prostéjov) powdery mildew symptoms on Caragana arborescens were recorded. On family Fabaceae
the occurrence of several powdery mildews is confirmed and they can be joined to two genera — Erysiphe and
Microsphaera (Erysiphe sect. Microsphaera). In our case according to the features of the teleomorph stage
fungus belongs to Microsphaera (Erysiphe sect. Microsphaera) (appendages are dichotomously branched). On
the Caragana arborescens was described till now only one powdery mildew species — Microsphaera
palczewskii, which has not been till now confirmed from the Czech Republic. Thus it is probably the first record
of this species on Caragana arborescens in the Czech Republic.
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Erysiphe pachypodii, novy druh na Pachypodium lamerei (LEBEDA et al., 2002, 2005)

Béhem léta a podzimu roku 1999, byly poprvé pozorovdny symptomy napadeni padlim na
Pachypodium lamerei  Drake (Geled Apocynaceae) v Ceské republice. Bilé léze
nepravidelného tvaru se objevily na okrajich listli a Sifily se smérem k stiedové Zilce listu
Casto s nasledkem nekréz tkané listu. Na infikovanych listech bylo pozorovano anamorfni i
teleomorfni stadium houby. Do soucasné doby byl na rodu Pachypodium dokumentovan
vyskyt pouze jednoho druhu padli - Erysiphe (Golovinomyces) orontii. AvSak experimenty
studujici hostitelsky okruh (LEBEDA et al., 2002) a mikroskopické pozorovani nepotvrdily
podobnost G. orontii (Euoidium typ anamorfy) s padlim na  Pachypodium lamerei
(Pseudoidium typ anamorfy). Circindtni kleistotecidlni piivésky u studovaného padli ho
pfifazuji daleko pravdépodobnéji k rodu Uncinula (nyni Erysiphe sect. Uncinula). Srovnani
morfologie druhu padli nalezeného na Pachypodium lamerei se vSemi druhy rodu Erysiphe
(Uncinula) ukazal, Ze tento taxon pfedstavuje dosud nepopsany druh rodu Erysiphe. VSechny
znamé druhy s délenymi piivésky (apendixy) (Erysiphe (Uncinula) actinidiae, E. hydrangeae,
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E. necator, E. jaborosae) (BRAUN, 1987; 1995) se odliSuji od padli na P. lamerei tim, Ze maji
pigmentované piivésky a viecka obsahujici 4-8 spor a nékteré dal$i odliSnosti. Z téchto
divodt bylo padli popsdno jako novy druh Erysiphe pachypodii Lebeda, Mieslerovd &
Dolezalova, sp. nov. (LEBEDA et al., 2005).

Mycelium je povrchové, bilé, vétvené, s hyfami 5-7 pum v priméru, s cylindrickymi
konidiemi bez fibrosinovych télisek, délka 29,28-41,94 pum (primér 34,9 um), sitka 8,76-
13,56 pm (pramér 11,43 pm), index tvaru 2,33-4,3 (pramér 3,01), s klicnim vldknem
rostoucim z konce konidie, Casto rozSifeném na konci, apresoria jsou mirn¢ lalo¢natd az
lalo¢natd. Konidiofory jsou vzpiimené, bazdlni bunky jsou ndsledovany 1-2(-3) distalnimi
buiikkami (primérny pocet 1,7), uvoliiovdny jsou jednotlivé (Pseudoidium typ). Bazélni
buiiky jsou rovné, s délkou mezi 24,4-56,68 um (primér 37,03 pum) a Sitkou mezi 6-9 um
(primér 7,35 pum). Celkovd délka konidioforti je mezi 56,12-95,16 um (pramér 74,31 pm).
Primér kleistothecii je mezi 68,6-112,7 um (primér 91,48 pum); obsahuji 3-8 viecek; pocet
privéskll je mezi 4-17 (pramér 8), clenéné (2-4), bez zdutelé baze, hyalinni nebo svétle hnédé
na bazi, mycelioidni a nékdy circindtni na konci; circindtni vrchol neni rozsitfeny; délka mezi
166-441 um (pramér 302 pm) a sitka mezi 4,8-6 pm (pramér 5,4 pm), 1,5-4 x dlouhé jako
pramér kleistothecia, tenkosténné, pouze ztlustélé na bazi, hladké. Viecka jsou krétce stopkata
s pomérem délka/sitka 1,37 (1,17-1,73), délka je mezi 46,36-63,44 um (pramér 52,01 pum) a
Sitka mezi 31,72-48,8 um (primér 38 um), s 2-5 askosporami (elipsoidniho az ovoidniho
tvaru), délka mezi 18,3-20,7 pum (primér 19,5 pm), sitka mezi 7,3-9,7 um (pramér 8,5 pum),
index tvaru 2-2,6 (pramér 2,3).

Obr. 1. Pfiznaky napadeni padlim na Pachypodium lamerei (1a, 1c)

4\

Klicici konidie Erysiphe pachypodii (1d)
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Kleistothecium (1f) a viecko s askosporami (1g) Erysiphe pachypodii

Prvni vyskyt padli Erysiphe polygoni DC. na Homalocladium platycladum v Ceské
republice (LEBEDA et al., 2007)

Homalocladium platycladum (syn. Muehlenbeckia platyclada) méa celosvétové rozsifeni
jako okrasnd rostlina a v tropickych oblastech je pouZzivand v parcich jako soucdst Zivych
plotl; v Evropé je béZn€ pouZivand jako hrnkova kvétina. Zac¢itkem biezna 2005 se ve
sklenicich (“Fata Morgana”) Botanické zahrady v Praze (Praha-Trdja), objevily na
Homalocladium platycladum symptomy napadeni padlim a tyto se periodicky opakovaly.
Symptomy byly bilé nepravidelné kolonie na svrchni a spodni strané listli; stonky byly bez
symptomil (LEBEDA et al., 2007).

Anamorfni stadium bylo urc¢eno jako Oidium subgen. Pseudoidium, coZ je nepohlavni
stadium rodu Erysiphe. BRAUN (1995) popsal pouze jeden druh padli na zéstupcich celedi
Polygonaceae: Erysiphe polygoni. Ackoliv teleomorfni stadium nebylo nalezeno, srovnéni
naSich méfeni s pfedchozimi zpradvami o vyskytu padli na zdstupcich celedi Polygonaceae a
Homalocladium platycladum jasné ukézalo, Ze tento druh ndlezi k druhu Erysiphe polygoni
DC. V soucasnosti BRAUN (1995) uvadi hostitelsky okruh Erysiphe polygoni omezeny pouze
na zéastupce Celedi Polygonaceae (napt. na rodech Antigonum, Fagopyrum, Muehlenbeckia,
Polygonum s.1., Rheum, Rumex) v Evropég, Asii, Africe, Severni a Jizni Americe. Vyskyt E.
polygoni byl zaznamenan na Homalocladium platycladum z Velké Britanie, Rumunska,
Finska a diivéjStho Sovétského svazu (BRAUN, 1995). Patrn€ se tak jednd o prvni zdznam
vyskytu tohoto druhu na H. platycladum z Ceské republiky.

Mycelium je bilé, povrchové, vétvené, s hyfami 5-6,5 um v praméru; konidie cylindrické,
bez fibrosinovych télisek, délka 31,72-51,24 pym (pramér 39,97 um), sitka 10,98-15,86 um
(pramér 13,39 um), index tvaru 2,16-4,2 (primér 3,00), s kli¢nim vldknem rostoucim z konce
konidie, c¢asto rozSifené na vrcholu a s apresorii mirné lalo¢natymi aZ lalo¢natymi.
Konidiofory jsou vzptimené, s bazdlni bunikou nasledovanou 2-3 distdlnimi buiitkami (pramér
2,44); konidie jsou tvofeny jednotlivé (Pseudoidium typ). Bazélni buiiky jsou rovné, s délkou
mezi 29,28-48,8 um (pramér 36,11 um), a Sitkou mezi 7,32-8,54 pm (pramér 7,66 pm).
Celkova délka konidioforti byla mezi 68,32-124,44 pm (primér 92,13 pm). Teleomorfni
(pohlavni) stadium nebylo nalezeno.
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Obr. 2. Listy Homalocladium platycladum infikované padlim. Celkovy pohled (A) a detail (B)

Obr. 3. Konidiofory (A), konidie (B), a kli¢ici konidie (C), Oidium subgen. Pseudoidium
(dsecka predstavuje 40 um) na Homalocladium platycladum.

Prvni vyskyt padli na ¢imi$niku stromovitém (Caragana arborescens) v Ceské republice
V 1ét€¢ 2007 byly na soukromé zahrad€ ve SmrZicich (okres Prostéjov) nalezeny (A.

Lebeda) listy ¢imisniku stromovitého (Caragana arborescens ,,Pendula®) napadené padlim,
pficemZ tento vyskyt se jiZ opakoval v n€kolika poslednich letech (LEBEDA, 2007, pers.
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comm). Bilym sporulujicim myceliem byly kompletné pokryty listy ze svrchni i spodni
strany. Na obou strandch listi byly nalezeny i kleistothecia. Na stejné zahradé bylo rovnéz
zaznamendno slabé napadeni na C. arborescens var. Lorbergii (A. Lebeda).

Na Celedi vikvovitych (Fabaceae) se vyskytuje nékolik druhti padli, které 1ze zaradit podle
charakteristiky pohlavniho stadia (kleistothecii) do dvou rodi — Erysiphe a Microsphaera
(Erysiphe sect. Microsphaera). V soucasnosti bylo na zdkladé molekularné — genetickych
vyzkumi (MORI et al., 2000; BRAUN & TAKAMATSU, 2000) ptehodnoceno vymezeni rodi
Erysiphe a Microsphaera, takze jiz neni tak velky duraz kladen na znaky pohlavniho stadia (v
tomto piipade vétveni (dichotomické) ptiveéski kleistothecii) a rod Erysiphe se vymezuje na
zéklad¢ znakl nepohlavniho stadia, ma tzv. Pseudoidium typ utvareni konidiofort. V nasem
pfipad¢ se podle znakl pohlavniho stadia — dichotomicky vétvené piivésky - jednd o r.
Microsphaera (Erysiphe sect. Microsphaera). Na druhu Caragana arborescens je popsan
pouze jediny druh padli — Microsphaera palczewskii (vyskyt pivodné v Asii, pak zavlecen do
Evropy - Némecko, Polsko, Rumunsko, Svédsko, byvaly Sovétsky svaz), z Ceské republiky
zatim nebyl potvrzen. Ze srovnani naSich morfologickych méfeni padli na Caragana
arborescens a charakteristiky Microsphaera palczewskii uvedené BRAUNEM (1995) vyplyv4,
7e se jedna pravdépodobné o prvni zdznam vyskytu tohoto druhu z Ceské republiky.

Mycelium je povrchové, bilé, vétvené, s hyfami 5-7 pm v priméru, s cylindrickymi
konidiemi bez fibrosinovych télisek, délka 20-37,5 um (primér 27,9 um), Sitka 8,75-17,5
um (primér 12,28 pm), index tvaru 1,5-3,75 (primér 2,29), s kli€énim vldknem rostoucim z
konce konidie, ¢asto rozsifeném na konci. Konidiofory jsou vzpiimené, bazdlni bunky jsou
nasledovany 2-3 distdlnimi buikami (pramér 2,72), jsou uvoliiovany po jedné (Pseudoidium
typ). Bazdlni bunky jsou rovné, s délkou mezi 15-40 pum (primér 26,4 um) a Sitkou mezi 6-9
pum (pramér 7,35 pum). Celkovd délka konidioford je mezi 45-92,5 pm (prumér 67,1 pm).
Priimér kleistothecii je mezi 75,5-107,5 pm (pramér 89,4 um); obsahuji 3-8 viecek, kratce
stopkatych; pocet piivéskil je mezi 4-13 (pramér 8,7), bez zdufelé baze, hyalinni, mycelioidni
a dichotomicky vétvené na konci; délka mezi 180-330 um (primér 244 um), tenkosténné, 2,7
x del$i nez pramér kleistothecia (1,8-3,2). Viecka jsou krétce stopkatd, délka mezi 52,5-77,5
um (primér 63,77 um) a Sitka mezi 29,25-42,5 um (pramér 33,32 pum), index tvaru 1,9 (1,4-
3,2); s 3-8 askosporami (elipsoidniho az ovoidniho tvaru), délka mezi 17,5-27,5 pm (prameér
21,07 wm), Sitka mezi 8,75-16,25 pum (primér 12,52 pm), index tvaru 1,16-2,11 (pramér
1,69).

Obr. 4. List Caragana arborescens infikovany padlim.
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Obr. 5. Konidiofory a kleistothecia Microsphaera palczewskii
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Some microfungi ( Goidanichiella barronii, Truncatella angustata, Myxotrichum deflexum, M. chartarum,
Penicillium vulpinum, P. cf. glandicola, Pidoplitchkoviella terricola, Zygosporium mycophilum, Coemansia cf.
aciculifera, Gymnoascus reesii) isolated from various substrates from Czech and Slovak Republics are
presented. These microfungi are interesting in the point of view of their morphological character and of a
substrate from which they were isolated, too.
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Uvod

Pfi studium saprotrofnich mikromycetd z riznych substritii (pidy, exkrementy Zivocichi,
jeskynni ovzdusi a sediment, apod.) Ceské a Slovenské republiky byly izolovany nékteré
velice zajimavé druhy mikromycetd. Jednd se jak o prvni ndlezy téchto druhti na nasem tzemi
¢i uzemi Slovenské republiky, tak i o izolace druht, které jsou ur€itym zplisobem zajimavé
(svou morfologii, typem substratu, ze kterého byly izolovany, frekvenci izolace apod.)

Tato prace uvadi nékteré tyto druhy mikroskopickych hub s ddaji o jejich vyskytu, typu
substratu, makro- a mikromorfologickych vlastnostech a srovndni s literarnimi udaji.

Truncatella angustata (Pers.) S. Hughes (Obr. 1)

Tento druh patii mezi nékolik mélo melankonidlnich hub (pomocny fdd Melanconiales,
pomocnd tfida Coelomycetes), které vytvateji acervulus i1 pfi kultivaci na Petriho miskéch.
Prestoze se jednd o fytopatogenni druh, vyskytujici se v riznych ptdéach po celém svéte, byva
v literatufe uvadén z tohoto prostiedi s nizkou frekvenci (BARRON, 1968). Autorka naopak
zjistila, Ze jeho vyskyt v piadich CR (a ziejmé v celosvétovém méfitku) je zfejmé mnohem
vyssi, ale vzhledem k tomu, Ze ke konidiogenezi vétSinou dochdzi aZ po dlouhé dobé
kultivace, mnohdy az po né€kolika tydnech, vétSina izoléti je ziejmée zafazena mezi Mycelia

sterilia.

Gymnoascus reesii Baran. (Obr. 2)

G. reesii byl izolovan z jeskynniho sedimentu jeskyné Domica. Tento zastupce celedi
Gymnoascaceae (fdd Trichocomatales ?) byl rovnéz izolovdn pomoci zfed’ovaci metody
z jeskynniho sedimentu Zellerovou (ZELLER, 1962) zjeskyné Baradla, jeskynni systém
Domica — Baradla.

Zygosporium mycophilum (Vuil.) Sacc. (Obr. 3)
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Tento druh byl izolovan v roce 2005 z ovzdusi Jeskyné na Turoldu. Z. mycophilum bylo
dosud izolovadno ptfevazné z rostlinného materidlu (CBS Filamentous Fungi database, Ellis,
1971), ale i z ovzdusi (CBS Filamentous Fungi database). Z tizemi Ceské republiky je tato
houba uvddéna HOLUBOVOU-JECHOVOU (1990) ze zahnivajictho jablka napadeného
botrytidou a z ovzdusi v Praze (KUBATOVA et al., 2003).

Tetracoccosporium paxianum Szabé (Obr. 4)

Vyskyt konidii 7. paxianum byl nejprve pozorovan v mikroskopickych preparatech
pfipravenych z odebranych vzorka netopyiitho guana a dropinek a posléze bylo opakované
izolovdno jak z netopyiiho guana, ale i z dalSich substrati (exkrementy stejnonoZct a ZiZal,
jeskynni sediment) z n¢kolika jeskyni NP Slovensky kras. Jeho opakované izolace ukazuji na
ur¢itou vazbu na jeskynni substraty, zvI4sSt€ na netopyii guano. Doposud byl znam jediny
publikovany nélez (SIMONOVICOVA, 2007) — tento druh izoloval BERNAT (1954) z lesnich pad
(Fagus sylvatica, Carpinus betulus). ELLIS (1971) udava vyskyt v pid¢ a na exkrementech.

Goidanichiella barronii W. Gams, Steiman & Seigle-Murandi (Obr. 5)

G. barronii byla izolovdna z pudy staré paseky ve smrkovém porostu (Picea abies) na
tizemi NP Sumava (v oblasti Studené hory). Tento druh patii mezi méné &asto izolované
druhy mikromycetl — dosud je zndmo jen nékolik mélo tdaji o izolaci (GAMS et al., 1990),
CBS Filamentous Fungi database).

Pidoplitchkoviella terricola Kirilenko (Obr. 6)

Tento druh byl izolovan v roce 2002 z exkrementl Zizal, odebranych na krapnikové sténé
v bocni chodbé u Japonské Cajovny v jeskyni Domica (NP Slovensky kras, Slovenska
republika). Jedna se o druhy ndlez této houby v celosvétovém méfitku. P. ferricola byla
izolovéna a popsana Kirilenkem (ARX et al., 1988) z rhizostéry Quercus ruber na Ukrajing.

Mpyxotrichum deflexum Berk. (Obr. 7)

Tento druh byl opakovan¢ izolovan pomoci zfed’ovaci metody z exkrementl stejnonozct
a zizal a z jeskynniho sedimentu jeskyné Domica (NP Slovensky kras). Z naSeho dzemi byl
tento druh izolovan z ovzdusi ZbraSovskych aragonitovych jeskyni (BOSAK et al., 2001).
ZELLER (1964) mezi keratinofilnimi houbami izolovanymi pomoci keratin bait-technique
z jeskyn¢ Baradla (Mad’arsko, soucdst jeskynniho systému Domica-Baradla) uvadi i M.
deflexum (izolace z netopyiitho guana). CURRAH (198x) naopak uvadi, Ze zdstupci Celedi
Myxotrichaceae (fdd Onygenales) patii mezi celulolytické houby, zatimco zastupci ostatnich
celedi tohoto fadu predstavuji keratinofilni a keratinolytické druhy.

Mpyxotrichum chartarum Kunze (Obr. 8)

M. chartarum bylo izolovdno tmavého narostu na stén¢ ve sklepnim prostoru rodinného
domku v Ceskych Bud¢jovicich. Dosud byl tento druh z naseho dzemi zjiStén pfi studiu
deteriorizace textilii v rakvich (mumie, Brno a Saty sv. Ludmily, Prazsky hrad) ( NOVOTNY —
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ustni sdéleni). CURRAH ( 1985) uvadi mezi studovanymi kmeny i dva izolaty z papiru
z byvalého Ceskoslovenska bez bliz§ich informaci. Tento zastupce fddu Onygenales (Geled’
Myxotrichaceae) je charakteristicky  helikdlnimi vyrustky na askokarpu a zifejmé
celulolytickou aktivitou.

Penicillium cf. glandicola (Oud.) Seifert & Samson (Obr. 9, 10)

Tato houba je jiZ n€kolik let opakované izolovédna z exkrementi kuny v jeskyni Domica a
jeji vazba na exkrementy Zivocichli je vice nez zfejma. Dale byla opakované izolovéana
z netopyitho guana (Domica, Certova diera, HruSovska jeskynd, Ardovskd jeskyné), ale i
z ovzdusi téchto jeskyni. Konidiofér je vyrazné drsny a typem vétveni velice pfipomina P.
glandicola, ale izolované kmeny tvofi pomérn€ vyraznd prstovitd synnemata a tim se od P.
glandicola vyrazné 1isi. FRISVAD & SAMSON (2004) tadi vSechna penicilia ze série
Claviformia mezi koprofilni druhy.

Penicillium vulpinum (Cooke & Massee) Seifert & Samson (Obr. 11)

P. vulpinum bylo opakované izolovano z bilych vatiCkovitych koloniich na kunich
exkrementech ¢i na jeskynnim sedimentu v mistech, kde se difve exkrementy kuny nebo
moznd i plcha vyskytovaly (Gombaseckd jeskyné, Ardovskd jeskyng, Singliarova propast),
ale bylo izolovdno také z mrtvych tél pavoukil na sténdch vstupni chodby Gombasecké
jeskyné. Jeho vazba na exkrementy je vSeobecné zndma (FRISVAD & SAMSON, 2004).

Coemansia cf. aciculifera Linder (Obr. 12)

Tuto houbu se bohuzel nepodaftilo izolovat - byla pozorovana pouze v mikroskopickych
preparatech pfipravenych z odebranych kolonii. Svétle zluté vatickovité kolonie byly
nalezeny na Cerstvém netopyiim guanu v Sieni terds v jeskyni Domica v fijnu 2005. Vazba
tohoto druhu na netopyii guano je zndma i z literarnich udaji (KENDRICK, 2002). HO & HSU
(2004) uvadgji vyskyt padach v Japonska, Litvy, Taiwanu a ve Spojeném kralovstvi. Z Ceské
republiky je zndma izolace z ovzdusi Punkevni jeskyné (Moravsky kras) (BOSAK et al., 2001)
a byla zjisténa na odkalisti Chvaletice (KUBATOVA et al., 2002).

Trichoderma polysporum (Link: Fr.) Rifai (Obr. 13)

Vyskyt tohoto druhu rodu Trichoderma byl v jeskynich zaznamenan jako bilé pustulky
narostlé na netopyfich dropinkdch. Na zdkladé mikroskopickych pozorovani preparatii
zhotovenych z téchto pustulek byla zjiSténa prava totoZnost této houby, i kdyZ jeji izolace se
zatim nepodafila. Tento druh s celosvétovym rozsitenim v rtiznych typech pid nebyl dosud z
netopyiiho trusu uvddén, zndm je udaj z exkrementl Zizal a sovich vyvrzka (DOMSCH et al.
1980). Tento druh byl ve sledovanych jeskynich zjiStén jak v ovzdusi, tak 1 v jeskynnim
sedimentu. Z ovzdusi Punkevni jeskyn¢ uvadéji tento druh také BOSAK et al. (2001).
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poskytovani sladiny pro pfipravu sladinového agaru. Pracovnikiim Laboratoie elektronové
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Piilohy

Obr. 1. Truncatella angustata, acervulus a Obr. 2. Gymnoascus reesii - ascokarpy (
4bunécéné konidie zvétSeni 12,5 x 20)

Obr. 3. Goidanichiella barronii - A - konidiofor a konidie, B - vesikulus s fialidami a masou

konidif (SEM)

Obr. 4. Zygosporium mycophilum - konidiofor s
konidiogennimi buiikami a hyalinnimi konidiemi
(zvétSeni 12,5 x 40)

Obr. 5. Tetracoccosporium paxianum -
konidiogenni buiiky a konidie (zvétSeni 12,5 x 40)
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Obr. 6. Pidoplitchkoviella terricola - A, B -
10denni kolonie na PDA a CA, C - 30 denni
kolonie na PDA, D, E - plodnicky a viecka, F -
triangularni askospory, G - plodnicky (SEM),
H - askospory (SEM)
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Obr. 7. Myxotrichum deflexum — A - 14denni kolonie (PDA), B - plodnicky s vétvenymi
vyrustky

Obr. 8. Myxotrichum chartarum - A, B -
3tydenni kolonie na sladinovém a
mrkvovém agaru, C - ascoma s vyrustky, D
- povrch plodni¢ky (SEM), E - helikalni
vyrustek (SEM), F- askospory (SEM)

Obr. 9. Porostlé kuni exkrementy na
krapnikové vyzdobé v chodbg, jeskyné
Domica
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Obr. 10. Penicillium cf. glandicola — A — kolonie na sladinovém agaru, B — kolidiofér s

konidiemi

Obr. 11.
Penicillium
vulpinum — A —
vatiCkovita
kolonie na kunim
exkrementu, B —
kolonie na SEA
(zted’ovaci
metoda izolace)

Obr. 12. Coemansia cf. aciculifera - A - kolonie na netopyfim guanu (jeskyné¢ Domica), B, C —
merosporangia a spory

Obr. 13.
Trichoderma
polysporum —
kolonie na netopyii
dropince (Foto J.
Stankovic) a
konidiofory
(mikroskopicky
preparat z dropinek)
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Vyskytuje se Histoplasma capsulatum v jeskynich stiredni Evropy?

ALENA NOVAKOVA & ALICA CHRONAKOVA

NOVAKOVA, A., CHRONAKOVA, A.: Does Histoplasma capsulatum occur in caves of middle Europe?
Proceedings of the MICROMYCO 2007, NOVAKOVA, A. (Ed.): pp.8§9-96. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

During studies of micromycetes in several caves (Slovakia - NP Slovak Karst, Czech Republic), white-yellow to
yellow coloured microfungal colonies on bat droppings are observed. Tuberculate conidia were estimated in
microscopic slides prepared from these colonies. These conidia reminded with their size, shape, surface
structures and type of conidiogenesis pathogenous micromycete fungus Histoplasma capsulatum. This
micromycete species occurs on bat guano in warmer regions of the world. In Europe, this fungus was recorded
from Italian caves and soils and it was also reported from Romania, but without the evidence of thermal
dimorphism. After repeteadly isolations, two strains of this fungus were isolated from Slovak caves (Domica
Cave and Jasovskd Cave). Tests of pathogenity (intranasal and intraperitoneal application to SCID mouses) and
of the evidence of thermal dimorphism were negative. DNA analysis indicated the affinity to several
microfungal species (Coccidiomyces possadasii, Auxarthron californiense, Ajellomyces dermatidis and
Chrysosporium keratinophilum), but these species are in the point of view of their morhpological characteristics
quite dissimilar, and no affinity was found to Renispora flavissima which is also known from bat guano. The
macromorphological characters were also found dissimilar to literature records about this fungus.

Keywords: bat guano, caves, Czech and Slovak Republics, tuberculate conidia, Histoplasma capsulatum

Alena Novakov4, Institute of Soil Biology BC AS CR, v.v.i.,, Na Sadkach 7, 370 05 Ceské Budgjovice, Czech
Republic. E-mail: alena@upb.cas.cz

Alica Chroiidkovd, Institute of Soil Biology BC AS CR, v.v.i.,, Na Sadkach 7, 370 05 Ceské Budé&jovice and
Faculty of Sciences, University of South Bohemia, BraniSovska 31, 370 05 Ceské Budgjovice, Czech Republic.
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* Presented at workshop MICROMYCO 2007, Ceské Bud¢jovice, September 4-5, 2007.

V priitbé¢hu poslednich nékolika let byly pfi studiu mikroskopickych hub v jeskynich
s vyskytem netopyitho guana v NP Slovensky kras (Domica, Domica-Certova diera,
Ardovskd jeskynd a Jasovskd jeskyné) i v jeskynich Ceské republiky (Chynovskd jeskyng,
Jeskyné Na Turoldu, Javofi¢ské jeskyn€) pozorovany bilo-Zluté az Zzluté kolonie
mikroskopickych hub na netopyftich dropinkdch. Tyto kolonie se vSak nedafilo izolovat a to i
pfi pouziti nckolika izolacnich metod a rGznych izola¢nich médii. V mikroskopickych
preparatech vSak byly pozorovany tuberkuldtni konidie, které svymi rozméry, tvarem,
povrchovou strukturou, ale i typem konidiogeneze velice pifipominaly makrokonidie
pathogenniho druhu Histoplasma capsulatum, ptivodce zavazného onemocnéni. Vyskyt této
houby na netopyfim guanu je zndm z jeskyni celé fady zemi svéta, ale z temperdtni zony
zatim nebyly Zadné udaje o jejim vyskytu publikoviany — pouze WHO uvadi na svych
webovych strankdch upozornéni pro turisty pifi ndvstévé jeskyni vcetné evropskych zemi
zahrnujici také Velkou Britdnii, Norsko, zemé byvalého SSSR, Rakousko, Mad’arsko a Irsko.
Stejné upozornéni uvadéji 1 FRIDKIN & PARK, 2007). Dosud zaznamenané udaje o vyskytu H.
capsulatum v Evropé ( FARINA et. al., 2005) jsou z pid Itdlie, Albdnie, Rakouska, Francie,
Spojeného kralovstvi, Madarska, Portugalska, Rumunska, §V}’Icarska, Turecka a Ruska
(autochtonni piipady onemocnéni) a zrumunskych jeskyni (Cave-Associated Disease
Database) — zde izolat s odpovidajicimi morfologickymi znaky, ale bez prokazaného
teplotniho dimorfismu (MANTOVANI, 1972). Teplotni podminky sledovanych jeskyni Ceské a
Slovenské republiky (8— 11 °C) vSak piedstavuji zcela nevhodnou teplotu pro rist tohoto
druhu (teplotni rastové optimum je 25 °C).
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Je znamo, Ze H. capsulatum je mozné zaménit s jinymi druhy mikroskopickych hub,
které také vytvareji podobné konidie, zvlasté s nékterymi druhy rodd Sepedonium (vytvaii
vétSinou spindzni makrokonidie, ale mikrokonidie typu fialospor) a Chrysosporium (nevytvari
mikrokonidie) (CBS Filamentos Database, DE HOOG et al., 2005, DOMSCH et al., 1980,
BARRON, 19668). Tyto druhy se li§i jak svymi makromorfologickymi znaky, tak
mikromorfologif a ddle schopnosti ristu pii vysSich teplotach kultivace. Dalsim druhem, ktery
vytvaii také tuberkuldtni konidie a rovnéZ roste na netopyiim guanu je Renispora flavissima
(SIGLER et. al., 1979). V roce 2005 bylo popsdno novy druh rodu Chrysosporium, ktery také
vytvaii velké tuberkuldtni konidie a byl izolovan ze srsti netopyri (BENGUIN et al., 2005)

V roce 2006 se konecn¢ podatilo tuto houbu izolovat (kmen G14-6 z jeskyné¢ Domica —
Certova diera, NP Slovensky kras) a byla kultivovana na riiznych médiich (Sabouraudiv agar,
DSA, OAT, sladinovy agar) i pfi riznych teplotach (25 a 37 °C), byla testovana jeji schopnost
rozkladat keratin, ddle byly pfipraveny preparaty pro SEM a uskute¢nény testy infek¢nosti
(ty provedl dr. O. Ditrich z PaU BC AV CR, v.v.i. intranasdlni a intraperitonedlni aplikaci
spor SCID myS$im). Kultivaci v tekutém Sabouraudové médiu bylo ziskdno mycelium pro
izolaci DNA a ndsledn¢ byla provedena sekvenace hypervariabilni oblasti SSU — ITS — LSU
rDNA oblasti a porovnani ziskané sekvence s volné¢ dostupnymi v databazi
GenBank.Vysledky téchto testll a pozorovani vSak neprokdzaly ani schopnost ristu pii vyssi
teploté a ani teplotni dimorfismus (tj. pfechod v kvasinkovity rist pfi teploté 37 °C ),
keratinolytickou schopnost, ani schopnost vyvolat onemocnéni u testovanych laboratornich
mySi. Snimky z SEM ukazuji podobnost povrchové struktury konidii jak s H. capsulatum, tak
S Renispora flavissima — tj. s keratinofilnim druhem, jehoz teplotni ristové minimum je
obdobné jako u H. capsulatum 20 °C (CBS Filamentous Fungi database, CURRAH, 1985,
SIGLER et al., 1979).

Kmeny byly porovnany také s novéji popsanym druhem Chrysosporium chiropterorum,
ktery je rovnéz charakterizovan tvorbou tuberkuldtnich konidii — ty jsou ale mnohem vétSich
rozmérd nez u naSeho kmene a kolonie jsou pfevaziné rizové, zatimco nas kmen vytvaii
krémov¢ bilé az zlutavé kolonie. Sekvenovanim se ukdzala urcitd piibuznost s nékolika druhy
mikromycetl (Coccidiomyces possadasii, Auxarthron californiense, Ajellomyces dermatidis a
Chrysosporium keratinophilum). Tyto druhy se vSak odliSuji od izolovaného kmene svymi
mikro- 1 makromorfologickymi charakteristikami. Pfibuznost s H. capsulatum ani s R.
flavissima se analyzou DNA neprokdzala.

Zavér

Na zdklad¢ uskutecnénych testll a analyz je moZné konstatovat, Ze izolované kmeny neni
mozné ztotoznit s Histoplasma capsulatum, ale ani s Renispora flavissima nebo
Chrysosporium chiropterorum, a pro jejich identifikaci bude nezbytné uskuteCnit dalsi
analyzy.

Vysledky této studie budou podrobné publikoviny ve sborniku z konference Vyskum, vyuZivanie a
ochrana jaskyn (Zdiar, 1. - 5. 10. 2007).

Podékovani

Price byla finanéné podpofena Vyzkumnym zdmérem UPB (No. AV0Z60660521) a
projektem MSMT (LC06066). Pod&kovani patif M&stanskému pivovaru Ceské Budgjovice za
poskytnuti sladiny pro pfipravu sladinového agaru. Pracovnikiim Laboratofe elektronové
mikroskopie PaU BC AV CR dékuji za piipravu prepariti a pomoc pii mikroskopovani.
Zvl1astni pod€kovani patii dr. Olegu Ditrichovi za provedeni testu infek¢nosti.
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Jeskyné Domica : A — guanovy hrnec, B — detail
houbového néarostu, C — kupka netopyfiich dropinek na
chodniku.

Ardovska jeskyn€ — guanova kupka s
Zlutymi koloniemi
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Tuberkulédtni konidie — mikroskopické
preparity ze Zlutych kolonii na netopytich
dropinkdch
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kmen G14-6 -izolovany z netopyitho guana
(Domica - Certova diera)

A —30denni kolonie na sladinovém agaru

B - 30denni kolonie na Sabouraudové agaru
C, D, E — tuberkulétni konidie
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SIEGLER, L. et al., 1979. Renispora flavissima, a new gymnoascaceous
fungus with tuberculate Chrysosporium conidia. Mycotaxon 10: 133-
141.

Renispora flavissima, Obr. 24 - 26 — Histoplasma capsulatum
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Studium endofytickych hub zemédélsky vyznamnych rostlin

DAVID NOVOTNY

NOVOTNY, D.: A study of endophytic fungi of important agricultural plants
Proceedings of the MICROMYCO 2007, NOVAKOVA, A. (Ed.): pp. 97-101. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

The reason for study of endophytic mycobiota of agricultural plants is surveyed. The study of endophytic fungi
of leaves, branches, stems and roots of apple trees is presented.

Keywords: endophytic mycobiota, agricultural plants
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* Presented at workshop MICROMY CO 2007, Ceské Budg&jovice, September 4-5, 2007.

Uvod

Endofytické houby rostlin jsou od zhruba poloviny osmdesatych let 20. stoleti stdle vétSim
pfedmétem zdjmu mykologl. Jsou to organismy, které Ziji uvnitf pletiv rostlin aniZ by se
jejich pfitomnost projevila na vzhledu hostitele. Tento vztah je velmi blizky parazitismu a da
se fici, Ze endofyt ,jede na pfiSkrceny plyn“. V souCasné dobé se rozeznavaji dva typy
endofytismu. Prvnim je tzv. ustdleny (constitutive) endofytismus, kdy jde o systémovou
infekci rostlin, houba se pfendsi semeny a tento vztah je zndm témct vyluéné u travin.
Druhym typem je tzv. vyvolany (inducible) endofytismus, kdy vazba houby vuci hostiteli je
daleko volngjsi, pfenos je horizontdln€ z rostliny na rostlinu a vyskytuje se u vétSiny rostlin
(CARROLL 1986, KEHR 1998).

Dosud byly studovidny predev§im endofyty jehli¢natych 1 listnatych dfevin (napf.
CARROLL & CARROLL 1978, DANTI et al. 2002), travin (napf. LATCH et al. 1984, WHITE &
BALDWIN 1992), zéstupci Celedi Ericaceae (napt. OKANE et al. 1998, PETRINI 1985) a
pomérné mélo ovocnych dfevin a jinych hospodaisky vyznamnych druha rostlin (Oryza
sativa - FISHER & PETRINI 1992; Triticum aestivum - RIESEN & SIEBER 1985, CROUS et al.
1995; Vitis vinifera - MOSTERT et al. 2000; Zea mays - FISHER et al. 1992; Malus domestica -
SERDANTI et al. 1998, CAMATTI-SARTORI et al. 2005). VétSinou jsou zkoumdény endofyty
nadzemnich ¢asti (listy, vétve) nez podzemni Casti (kofeny).

V Ceské republice byly dosud zkoumdny endofyty travin (B. Caga$ a L. Marvanov4),
dubtd (NOVOTNY 2003a, b) a jsou nyni studovany endofyty vybranych listnatych dievin (A.
Kubatova, K. Prasil, M. Kolaiik a C. Korittovd). Co se tyce zemé&d¢€lsky vyznamnych rostlin,
tak v soucasné dob¢ probihd nebo se dokoncuje vyzkum endofytl jabloni (vétve, listy, kofeny
—D. Novotny) a révy vinné (listy a vétve - M. Silhdnovi a D. Novotny).

Studium endofyt zeméd¢€lsky vyznamnych rostlin neni pouze akademickou zélezitosti, ale
ma 1 praktické opodstatnéni.

1) Bez pochopenti celého Zivotniho cyklu a ekologie nelze vyvozovat zavéry o jednotlivych
fytopatogennich druzich hub nebo hub produkujicich mykotoxiny a je téZké hledat cesty
omezeni jejich negativniho vlivu na zeméd¢€lské produkty.

2) V dobé¢ kdy dochazi ke globalni zméné klimatu se ménf rozsiteni a ekologie druhti hub a
nckteré endofytické druhy se mohou stit vyraznymi patogeny rostlin.

3) Pro detekci zdvaznych fytopatogennich hub je dnes velmi Casto pouzivdna detekce
pomoci specifickych primerii a pfi takovéto detekci je absolutné¢ nezadouci, aby dochdzelo
k faleSnym reakcim, kdy se stejnymi specifickymi primery stejné reaguji rizné druhy hub.

97



Proto je tfeba pfi vyvoji téchto primert zajistit negativni reakci s druhy hub, které ptirozené
Ziji v rostlindch (endofyty).

4) Pfi vyvoji mikro¢ipl pro detekci fytopatogennich hub nemd prakticky smysl vyvijet
Cipy pro jednotlivé hospodéisky vyznamné rostliny, které budou zahrnovat primery pro velké
mnozstvi druhii hub vcetné endofytii, ale pouze pro fytopatogenni druhy, které poSkozuji
rostlinu, protoze jinak budou pravideln¢ detekovany druhy pfirozené mykobioty, které nelze a
nema smysl snazit se je odstranit z té€chto rostlin.

Cil prace

Cilem predkladané prace studia endofytickych hub je zjistit pfitomnost druhit Neofabraea
malicorticis, N. alba a Colletrotrichum gloeosporioides ve vétvich a listech jabloni, protoZe je
tfeba poznat Cetnost vyskytu uvedenych druhii hub v jablonich a poznat sloZeni endofytické
mykobioty jabloni. Toto usili je vedenou snahou zajistit absenci Neofabraea malicorticis, N.
alba a Colletotrichum gloeosporioides v mate¢nych rostlindch jabloni, tak jak je ureno v tzv.
certifikacnim schématu pro matec¢né rostliny jabloni, hru$ni a kdouli vydané OEPP/EPPO.

Material a metodika

Vzorky z vétvi byly odebrany ze 41 stromi z 10 lokalit z riznych &asti Ceské republiky,
vzorky listil pochazi z 25 stromil z 6 lokalit z riiznych &asti Ceské republiky, vzorky z kmenti
a kofent jsou z 9 stromi z 1 lokality v Ceské republice.

Odebrané vzorky vétvi, listi a kofend byly ociStény pod tekouci vodovodni vodou a
nasledn¢ povrchové sterilizovany. V piipadé vétvi a kofeni byla procedura povrchové
sterilizace nasledujici: 1) 1 minutu v 96% ethanolu, 2) 3 minuty v 10% roztoku chlornanu
sodného (NaClO), 3) 30 sekund v 96% ethanolu a 4) oplachnuti ve sterilni vod¢. V piipadé
listli byla procedura povrchové sterilizace nasledujici: 1) 30 sekund v 70% ethanolu, 2) 1
minutu v 1% roztoku chlornanu sodného (NaClO), 3) 15 sekund v 70% ethanol a 4)
oplachnuti ve sterilni vodé€. Listy byly rozdéleny na fapiky a Cepele, slabé kofeny a vétve
pouze roziiznuty podélné, silné a stiedné silné vétve a kofeny byly rozdéleny na kuru,
subperidermdlni a peridermdlni ktiru. VSechny uvedené vzorky byly rozfezany na (3-5 x 3-5 x
1 mm velké segmenty a inkubovany na 2% sladinovém agaru (MA?2) pfi teploté 18-20 °C a po
4 tydnech byly vyrostlé kultury prohlizeny, identifikovany nebo odockovany.

Vysledky

Béhem studia vétvi bylo dosud zaznamendno okolo 65 morfotypti hub. Nejcastéji
zaznamenanymi druhy byly Pleurophoma cava, Alternaria alternata, Aureobasidium
pullulans, Seimatosporium cf. lichenicola, Phomopsis cf. mali a Microsphaeropsis sp. Byly
zjistény rozdily ve vyskytu mezi jednotlivymi lokalitami, v tloust’ce vétvi, typu pletiva
(nejvice kolonizovana peridermdlni kira). Z dosud neuplnych vysledkil je vidét podobnost
s endofytickou mykobiotou listt.

Piehled zjisténych a dosud urcenych druhi hub ve vétvich jabloni:

Alternaria alternata Basidiomycet sp. 2
Arthrinium phaeosphaerum Basidiomycet sp. 3
Aureobasidium pullulans Botrytis cinerea
Basidiomycet sp. 1 Chaetomium sp. 1
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Cladosporium cladosporioides
Cladosporium herbarum
Cladosporium sphaerospermum
Coryneum sp.
Cryptosporiopsis Sp.
Epicoccum nigrum

Fusarium sp.
Geniculosporium serpens
Microsphaeropsis sp.
Nodulisporium sp. 1
Penicillium sp.

Phoma sp. 1

Phoma sp 2

Phoma sp.3.

Phoma sp. 4

Phomopsis ct. mali
Pleurophoma cava
Prosthemium sp.
Sarcinomyces crustaceus
Seimatosporium cf. pestalotioides
Sordaria sp. 1

Sordaria fimicola
Spiniger sp.

Dosud bylo béhem studia v listech zjiSténo okolo 60 morfotypti hub. Nejcastéji
vyskytujicimi se byly druhy Alternaria alternata, Aureobasidium pullulans, Cladosporium

2N 2

herbarum a Venturia inequalis. Bylo zjiSténo, Ze Cetnost vyskytu stoupd se stafim listu a byly
zaznamenany rozdily ve sloZeni mykobioty mezi lokalitami.

Piehled zjiSténych a dosud uréenych druhi hub v listech jabloni:

Acremonium sp.

Alternaria alternata
Apiospora montagnei
Aureobasidium pullulans
Basidiomycet sp. 1

Botrytis cinerea

Chaetomium sp.

Cladosporium cladosporioides
Cladosporium herbarum
Cladosporium sphaerospermum
Cladosporium herbarum var. macrocarpum
Epicoccum nigrum

Fusarium sp.

Geniculosporium serpens
Microsphaeropsis sp.
Nodulisporium sp. 1
Nodulisporium sp. 2

Periconia sp.

Pezicula sp.

Phoma sp. 1

Phoma sp. 2

Phoma sp. 3

Phoma sp. 4

Phomopsis cf. mali
Pleurophoma cava
Seimatosporium cf. lichenicola
Sordaria fimicola.

Sordaria sp.

Ulocladium sp.

Venturia inaequalis
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V kmenech jabloni bylo zaznamendno 6 druhd hub. Béhem studia byly izolovany druhy
Alternaria  alternata, Botrytis  cinerea, Cladosporium  herbarum,  Cladosporium
sphaerosphermum, Pleurophoma cava a Microsphaeropsis sp. Dominantnimi druhy byly
Alternaria alternata a Pleurophoma cava, coz je velmi pfipomind slozeni mykobioty vétvi.

V kotenech jabloni bylo doposud zjiSténo 9 druhti mikroskopickych hub. Mykobioté
dominuji druhy Cylindrocarpon destructans a Phialophora sp. a dale byly zaznamenany
Alternaria alternata, Cladosporium herbarum, Cladosporium cladosporioides, Gliocladium
roseum, Microsphaeropsis sp., ,,bilé mycelium* a ,Sedé mycelium®. SloZeni spektra hub
kotenil je velmi podobné spektru hub vyskytujicimu se v kofenech dubu letni a zimniho
(NovOTNY, 2001, 2003a, b). Je vidét mald podobnost se sloZenim mykobioty listt a vétvi.

7 74dného zkoumaného vzorku (vétve, listu, kmene, kofene) nebyly izolovany druhy
Neofabraea malicorticis, N. alba a Colletotrichum gloeosporioides a tyto druhy evidentné
nepatii mezi béZné endofyty jabloni.

Podékovani

Prace podpoiena projekty MZe NAZV €. QF 4074 a MZe 000270603.
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VySetrenie vonkajSej, viditePnej a skrytej vnitornej mykoflory obytnych
budov v roznych oblastiach SR

ELENA PIECKOVA, ZUZANA KOLLARIKOVA, ZUZANA STERNOVA, JANA BENDZALOVA

PIECKOVA, E., KOLLARIKOVA, Z., STERNOVA, Z., BENDZALOVA, J.: A study of outdoor, visible and invisible
indoor mycoflora in appartment houses in various parts of Slovakia

Proceedings of the MICROMYCO 2007, NOVAKOVA, A. (Ed.): pp. 102-116. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

Fungal colonization of mouldy and control apartment houses of various constructions in several regions of
Slovakia (KoSice, Bratislava, Kvetoslavov, Poprad, HodruSa-Hdmre, Lehota, Lucenec, Banskd Bystrica,
Hurbanovo, Komarno and gamorl’n), together with outdoor mycoflora, was evaluated over springs, falls and
summers 2004 — 2007. Household characteristics based on questionnaires were studied as well. And all flats
were described according to their thermal-humid parameters. Living and sleeping rooms (80 % r. h., less than 18
°C) were visibly mouldy the most frequently, kid’s rooms the less. The indoor aeromycoflora reflected the
outdoor one, while Cladosporium cladosporioides, C. macrocarpum, C. sphaerospermum dominated in both,
Penicillium brevicompactum was isolated rarely. Aspergillus nidulans and Trichoderma viride were found in the
air in mouldy flats, too. Cladosporium sp., C. cladosporioides, C. sphaerospermum, Penicillium sp., P.
brevicompactum a thermofilic P. chrysogenum were predominant in wall scratches.

Keywords: fungal colonization, apartment houses, indoor, outdoor
Elena Pieckova, Zuzana Kollarikova, Slovak Medical University, Limbova 12, 833 03 Bratislava, Slovak

Republic. E-mail: elena.pieckova@szu.sk
Zuzana Sternova, Jana BendZalovd, VVUPS-NOVA, s.r.o0., Bratislava, Slovak Republic

* Presented at workshop MICROMYCO 2007, Ceské Bud¢jovice, September 4-5, 2007.

V jarnom, jesennom a zimnom obdobi r. 2004 - 2007 sa hodnotila hubova kolonizicia
suborov bytov kontaminovanych mikroskopickymi hubami a bytov kontrolnych v panelovych
a tehlovych bytovych domoch 6 stavebno-technickych konstrukénych typov v KoSiciach, v
Bratislave, Kvetoslavove, v Poprade, v Hodrusi-Hamroch, Lehote, Lucenci, Banskej Bystrici,
Hurbanove, Komdrne a Samorine spolu s prislusnou vonkaj$ou mykoflérou. Vyhodnocoval sa
aj uzivatel'sky rezim vo vySetrovanych bytoch dotaznikovou metédou medzi ich obyvateI'mi a
rezim dodavatel'sky (teplotno-vlhkostné objektivne parametre) odbornymi stavebnymi
posudkami.

V uvedenom zmysle sa vykonala komplexnd analyza 147 viditel'ne mikromycétami
kontaminovanych a 23 kontrolnych bytov. Merala sa teplota a relativna vlhkost’ vnitorného
ovzduSia, ako aj povrchova teplota na miestach s hubovym porastom, rovnako ako na
vzorovom liste:

Adresa Banicka 804/26, Horec, Poprad

Stavebna sustava murovany dom T13

C. teplomera 7511, 8295

Merané veli¢iny teplota vzduchu, relativna vlhkost’ vzduchu, povrchova teplota
Nadzemné podlazie 3

Nazov miestnosti obyvacia izba

Orientacia S

Popis poruchy plesne, po celej dlzke

Okna drevené zdvojené
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Vetranie 2-3x denne, kratko
Termostatické ventily cez den
Povrchova dprava stien |Omletka

Pocet osob  dospely +[2+pes

diet’a

Vek diet’at’a

Poznamky

byt pri Stitovej stene

Vysledky merani v diioch 25.11. 2004 az 24.1.2005:

, Relativna  |Kriticka .
Tep lOt.%. Teplota Relatlv:la vlhkost’ povrchova Tepl?ta Nameranz’l
vonkajsieho p p vlhkost e rosného povrchova
e vnitorného . ) prepocditana |teplota na

Veli¢éina |vzduchu vnutorného . ., |bodu teplota

o vzduchu pre vznik plesni |, o

C o vzduchu o o C C

C 20 °C C
%

Priemer -0,3 20,9 64,9 68,6 17,5 14,0 16,9
Maximum 20,8 22,8 78,2 86,3 21,2 17,6 20,0
Minimum - 15,5 19,2 53,4 52,7 134 10,1 14,6
Median 0,0 20,9 64,3 68,3 17,5 14,0 16,9

Takmer pocas celého ¢asu merania bola namerand povrchova teplota nizSia ako kriticka
teplota pre vznik plesni, to znamend, Ze v blizkosti povrchu bola relativna vlhkost’ vyssia ako

80%.
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p- Bacik
Stavebna sustava - T13

3.floor- gable (end) wall - living room, orientation Nord
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V uvedenom zmysle sa vykonala komplexnd analyza 95 viditelne mikromycétami
kontaminovanych a 15 kontrolnych bytov. Merala sa teplota a relativna vlhkost' vnitorného
ovzdusia, ako aj povrchové teplota na miestach s hubovym porastom rovnako ako v priebehu
Etapy 1 — vid’ priebeznd sprava o rieSeni projektu za rok 2005. Znovu sa pocas merani
stanovila povrchova teplota vnutornych stien ,,plesnivych® bytov nizsia ako kritickd teplota
pre vznik plesni, to znamen4, Ze v blizkosti povrchu bola relativna vlhkost’ vyssia ako 80 %.

Vnitornd a vonkajSia aeromykofléra, odobratda aeroskopicky, sa hodnotila kvalitativne aj
kvantitativne (koldnie tvoriace jednotky - KTJ.m™). Zogkraby a stery, adhezivne vzorkovacie
pdsy a prach sa podrobili analyze na zjavnd (“plesnivé” steny, nespravne skladovany
organicky material, komory, kuchyne, kipelne, chladnicky, klimatiza¢né systémy) a skrytd
mykofléru pod obkladmi a tapetami, kobercami, na/v matracoch. VsSetky vzorky sa
vyhodnocovali priamou mikroskopiou a mikromycéty sa izolovali na agarovom médiu s
dichléranom a 18 % glycerolu po kultivacii 5 — 15 dnf pri 25 a 37 °C.

Vsetky vySetrované byty boli starSie ako 20 r., s 1 — 7 obyvatelmi vo veku 0 — 78 r. s
nizSim priemernym socidlnym postavenim, Zijuicimi tam 2 — 50 r. NajcastejSie boli
mikroskopickymi hubami viditeI'ne kolonizované obyvacie izby a spdlne (80 % r. h., mene;j
ako 18 °C), kym detské izby najmenej. Vnuitorna aeromykofléra kontrolnych bytov odrazala
kvalitativne vonkajSiu s prevahou Zivotaschopnych zarodkov Cladosporium cladosporioides,
C. macrocarpum, C. sphaerospermum, menej Penicillium brevicompactum. C.
sphaerospermum sa izolovalo aj zo zoSkrabov stien. “Plesnivé” byty boli kolonizované
vzdusnymi kladospériami, Alternaria spp., Aspergillus nidulans a Trichoderma viride.
Cladosporium sp., C. cladosporioides, C. sphaerospermum, Penicillium sp., P.
brevicompactum a termofilné P. chrysogenum prevazovali vo vzorkidch z kontaminovanych
povrchov. Ziskané vysledky zo 14 “plesnivych” a 4 kontrolnych bytov v Poprade pocas teple;j
(jar) a chladnej (jesen — zima) Casti roka sui zosumarizované na obr. 1 — 6. Ziskané vysledky
z vySetrovnych suiborov bytov v KoSiciach, Bratislave, Banskej Bystrici, HodruSi-Hamroch,
Lehote, Lucenci, Kvetoslavove, Komarne, Suranoch a Hurbanove pocas teplej a chladnej Casti
roka su ilustrované na obr. 7 —27 .

Vsetky hubové izoldty pochddzajice z “plesnivych” obydli indikuji dlhotrvajicu
vnutornd vlhkost — nedostatocné vetranie, domdce zvieratd, izbové rastliny, sustavné
podchladzovanie cez otvorené vetrdky. Aj nedostato¢né upratovanie a idrzba domdacnosti boli
identifikované ako faktory podporujuce mikroskopické huby vo vnutornom prostredi.
Trichodermy, fuzarid a kvasinky sd indikdtormi vyraznych problémov s vlhkostou vo vnutri
bytov. Aspergily, penicilid, alterndrie a kladospdrid su sti¢astou beznej vzdusnej mykoflory
nesterilnych priestorov, ale ich monokultirny vyskyt poukazuje na vnitorné zdroje
zneCistenia v sledovanych bytoch. Boli v nich masivne kolonizované steny a povrchy
(nébytok, koberce), ale nenasli sa skryté zdroje (matrace, obklady). Vysledky koreSponduju s
ndlezmi inych autorov zo vSetkych oblasti mierneho klimatického pasma.

Statistické vyhodnotenie vzdjomnych vztahov hubovej kolonizdcie vmitornych priestorov,
vonkajsej mykoflory, stavebnych a uZivatelskych charakteristik jednotlivych siiborov bytov
prebieha, bude predmetom siibornej publikdcie.

Prilohy:
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Obr. 1.

Min-max viable air-borne fungal counts during the spring-

time
kitchen/bathi 75
living roomi 150 | 600 '
£ sleeping roomi 810 (’
% kid's roomi 135 | 615 '
indoor controli 60 "
outdoori 30) 225 '
0 1 60 260 360 460 560 660 760 860 960
cfu/m*3
Obr. 2.
Min - max viable air-borne fungal counts during the
wintertime
kitchen/bathi 1Sy ‘
1
living room 1% 150

+ sleeping roomi 1§ 735 '
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Obr. 3.

Relative significance [%] of viable air-borne indoor fungal isolates
during the winter-time

0O C. spaerospermum B Penicillium digitatum

@ Botrytis cinerea O C. cladosporioides

B C. macrocarpum O Others (Alternaria sp., Chaetomium sp., |
O Aspergillus nidulans B Cladosporium sp.

@ P. brevicompactum O Rhizopus sp.

Obr. 4.

Relative significance [%] of viable air-borne indoor fungal isolates
during the spring-time

24

B Penicillium sp.

OP. janthinellum

O P. canescens

O Cladosporium sphaerospermum
B C. herbarum

O Aspergillus versicolor
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Obr. 5.

Frequency of fungal isolates from indoor plasters during the
spring- (outer) and winter-time (inner ring)

O Cladosporium sp. B C. cladosporioides  OC. sphaerospermum B P. brevicompactum
B P. chrysogenum E Penicillium sp. EP. digitatum OP. citrinum

OP. glabrum OP. olsonii O Aspergillus niger OA. ochraceus

| A. versicolor O Eurotium sp. O Mycelia sterilia

Obr. 6.
Average significance of fungal species' abundance in the indoor
air
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KoSice
Obr. 7. Min-max pocty kultivovate'nych hubovych zarodkov poc¢as zimného obdobia

Kuch/k |102 /750 )
o 195] 1365 i
% 5| 135] 7170 0
§ D|7 1395 C’
= |
k| 300 | 555 g
vp 16690 )
0 500 1000 1500 2000
KTJ/m3

Legenda - plati pre vSetky nasledujice grafy: Kuch/K - kuchyna/kdpel’ia, O — obyvacka, S — spaliia, SI -
detska izba, K — kontrola, VP — vonkajsie prostredie

Obr. 8. Relativne zastipenie [%] kultivovatelnych hubovych zidrodkov vo vnitornom
ovzdusi bytov v zimnom obdobi

O C.sphaerospermum
B C.herbarum
OA. versicolor

O Penicilium sp.

B Eurotium sp.

O P.estinogenum
B C.cladosporoides
OP.paxilli

B E herbariorum

B Rhizopus sp.

DOothers (Alternaria sp., Ampulliferina sp., A. niger, B.
cinerea, P. glabrum, P. oxalicum, Scytalidium sp.)
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Bratislava
Obr. 9. Min-max pocty kultivovateI'nych hubovych zarodkov pocas jarného obdobia
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Obr. 10. Relativne zastipenie [%] kultivovatelnych hubovych zirodkov vo vnitornom
ovzdusi bytov v teplejSom obdobi roka
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Obr. 11. Frekvencia vyskytu hubovych izoldtov z vndtornych povrchov pocas jarného
(vonkajsi kruh) azimného (kruh vnitorny) obdobia v oblastiach s pribliZzne rovankymi
klimatickymi podmienkami (KE vs. BA)
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Obr. 12.

Priemerna hodnota najcastejsie sa vyskytujucich druhov mikromycét na vnutornych
omietkach
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Obr. 13.

Priemerna hodnota najcastejsieho vyskytu druhov mikromycét vo vnitornom ovzdusi
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Lucéenec, Lehota
Obr. 14. Min-max pocty kultivovate'nych hubovych zarodkov pocas zimného obdobia
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Obr. 15. Relativne zastipenie [%] kultivovateI'nych hubovych zdrodkov vo
ovzdusi bytov v zimnom obdobi
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Obr. 16. Min-max pocty kultivovate'nych hubovych zarodkov pocas jarného obdobia
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Obr. 17. Relativne zastipenie [%] kultivovateI'nych hubovych zdrodkov vo vnitornom
ovzdusi bytov v teplejSom obdobi roka
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Obr. 18. Frekvencia vyskytu hubovych izoldtov z vnitornych povrchov pocas jarného
(vonkajsi kruh) azimného (kruh vnitorny) obdobia v oblastiach s pribliZzne rovankymi
klimatickymi podmienkami (LC, Lehota vs. BB, HodruSa-Hémre)
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Obr. 19.

Priemerna hodnota najc¢astejsie sa vyskytujucich druhov mikromycét na vnutornych

omietkach
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Obr. 20.

Priemerna hodnota najéastejSieho vyskytu druhov mikromycét vo vnutornom ovzdusi
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Kvetoslavov, Bratislava (juh, zdpad)
Obr. 21. Min-max pocty kultivovate'nych hubovych zarodkov pocas zimného obdobia
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Obr. 22. Relativne zastipenie [%] kultivovateI'nych hubovych zdrodkov vo vnitornom
ovzdusi bytov v zimnom obdobi
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§urany, Komarno, Hurbanovo
Obr. 23. Min-max pocty kultivovate'nych hubovych zarodkov pocas jarného obdobia

Kuch/K

prostredie
%)

DI

I I I 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
KTJ.m-3

Obr. 24. Relativne zastipenie [%] kultivovateI'nych hubovych zdrodkov vo vnitornom
ovzdusi bytov v teplejSom obdobi roka
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Obr. 25. Frekvencia vyskytu hubovych izoldtov z vndtornych povrchov pocas jarného
(vonkajsi kruh) azimného (kruh vnitorny) obdobia v oblavstiach s pribliZzne rovankymi
klimatickymi podmienkami (BA — juh, zdpad, Kvetoslavov vs. Surany, KN, Hurbanovo)
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Obr. 26.
Priemerna hodnota najc¢astejsie sa vyskytujucich druhov mikromycét na vnutornych
omietkach
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Obr. 27.
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Uvod

Fusarium poae (Peck) Wollenw. bolo po prvykrdt popisané vroku 1902 ako
Sporotrichum poae mykolégom Charlesom H. Peckom. V roku 1913 ho H. W. Wollenweber
zaradil do rodu Fusarium (DESJARDINS, 2006). Fusarium poae je velmi rozSirené, no
najCastejSie sa vyskytuje v miernych pasmach, kde je obycajne izolované zo semien a
obilnych zfn (LESLIE & SUMMERELL, 2006).

Kolénie st obycajne rychlo rastice na kultivaénych médiach PDA (Potato Dextrose Agar)
aPSA (Potato Sucrose Agar) a maji mycélid bielej, svetlo ruzovkastej, broskynove;j,
v blizkosti povrchu agaru Cervenkastej, alebo fialkovej farby. Reverz ma zZltoCervené odtiene.
Vzdu$né mycélium je v Cerstvych izoldtoch obyc€ajne hojne zastipené a md plstnatd az
chlpatd formu. Niekedy vSak mdze byt redukované, alebo u nadmerne sporulujicich druhov
mdZe chybat. Kolénie, ktoré st kultivované na SNA (Synthetischer Néhrstoffarmer Agar),
alebo CLA (Carnation Leaf Agar) su obycCajne nepigmentované, maji riedke vzdusné
mycélium a ovocnd vonu (SAMSON et al., 2002a). Makrokonidie, ktoré sa vyskytuji len
zriedkavo, maju rovny, niekedy kosdkovity, takmer mesiacikovity tvar a su relativne kratke.
NoZzna bunka je dobre vyvinutd. Makrokonidie st 3- az 5-septované a obycajne dosahuju
najvacsiu hribku v okoli stredného septa. Mikrokonidie st globézneho (okrihleho) az
citrénovitého tvaru a vznikaji hojne v charakteristickych zhlukoch na monofialidach.
Nepritomnost’ polyfialid umoznuje priamo odliSit F. poae od F. sporotrichioides
(DESJARDINS, 2006; LESLIE & SUMMERELL, 2006).

Z mykotoxikologického hladiska predstavuje druh F. poae potencidlneho producenta
nasledovnych toxickych metabolitov, ktorych toxicita je uvedend v tabulke €. 1.
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PretoZe druh F. poae patril medzi najcastejSie diagnostikované druhy fuzarii vo vzorkach
pSenice dopestovanej v sezéne 2006 z roznych lokalit na Slovensku, cielom predkladane;j
Studie bolo stanovit’ metabolicky profil vybranych Cerstvych kmenov tejto huby zachytenych
na zrne pSenice (12 vzoriek v ekologickom a 6 vzoriek v konvenénom systéme hospodarstva)
so zameranim na vybrané mykotoxiny.

Tab. 1. Potencidlne toxické metabolity kmetia F. poae (WEIDENBORNER, 2001).

Mykotoxin Toxicita

- bilaterdlne zapaly oblasti zobdka
A-trichotecén |a gastrointestindlne hemoragie u vtakov,
dermatotoxicita u potkanov

Monoacetoxyscirpenol
(MAS)

- karcinogénne, dermatotoxické, hemoragické
A-trichotecén |a fytotoxické ucinky
- alimentarna toxicka aleukia

Diacetoxyscirpenol
(DAS)

- degenerécia buniek, nepriaznivé uc¢inky na
lymfatické uzliny, slezinu, kostnu dren, traviaci trakt
a na semenniky

- je dermatotoxicky

Neosolaniol (NEO) A-trichotecén

- dermatotoxické ucinky

HT-2 toxin A-trichotecén | . . .U . . .,
- inhibuje inicia¢ny krok pri syntéze proteinov

- dermatotoxické, imunosupresivne, karcinogénne
ucinky

T-2 toxin A-trichotecén |- vyvoldva davenie, zdpaly a hemoragie traviaceho
traktu, edémy, leukopéniu, degenericie kostnej
drene, az smrt’ u dobytka a prasiat

- imunosupresivne, karcinogénne a cytotoxické
ucinky

Fuzaren6n-X (FX) B-trichotecén |- mdZe vyvoldvat ddvenie, hnacky

- na experimentdlnych zvieratidch vyvolava
hypotermiu a spomalené dychanie

- vyvoldva dévenie
- dermatotoxické ucinky
- inhibuje syntézu DNA, ¢o zaroven inhibuje aj

syntézu proteinov

Nivalenol (NIV) B-trichotecén

- je vysokotoxicky pre hmyz, mysi a l'udské bunky,

Beauvericin (BEA) v ktorych vyvoldva apoptézy

Material a metodika

Schopnost’ produkovat’ vybrané mykotoxiny bola stanovend podla metédy agarovych
vysekov z Cistych kultdr podl'a SAMSON et al. (2002b) a samotnd detekcia mykotoxinov podla
SULYOK et al. (2006).

Cerstvé kmene Fusarium poae boli kultivované na agare s kvasniénym extraktom
a sacharézou pri teplote 25 °C, po dobu 7 dni v tme. Z narastenych kolénii bol aj s agarom
vykrojeny Stvorec pribliznej velkosti 2 cm x 2cm av malych kiskoch bol vloZeny do
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Eppendorfovej skimavky spolu s 0,5 ml roztoku chloroform:metanol (2:1; v/v) (chloroform -
Reachem Slovakia s. r. o., Bratislava; metanol — Slavus s. r. o., Bratislava). Extrakcia
mykotoxinov bola vykonand vydatnym mieSanim sustavy po dobu 5 min na vortexe (V1 plus,
Boeco, Nemecko), pricom surové extrakty boli ndsledne prefiltrované a koncentrované
vysusenim pri teplote cca 60 °C. Pred samotnou detekciou bola vzorka (extrakt) zmieSand s
1000 pl roztoku acetonitril:voda (1:1; v/v) anasledne premieSand na pristroji IKA MS1
Minishaker (IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Nemecko). Filtracia zriedeného extraktu
do HPLC vialiek bola vykonand pomocou filtrovacej striekacky (Minisart SRP 4 Satorius,
Nemecko) o priemere 4 mm, s velkost pérov 0,45 um. Toxiny boli detekované
a kvantifikované podla SULYOK ET AL. (2006) na zariadeni QTrap 4000 LC/MS/MS
vybavenom TurbolonSpray ESI zdrojom a 1100 Series HPLC systémom. Chromatograficka
separdcia bola vykonand pri teplote 25 °C na zariadeni Gemini 5 p C;g, 150 mm x 4,6 mm
(Phenomenex, USA).

Vysledky a diskusia

Vo vzorkich zfn pSenice (Triticum aestivum L.) urenej na potravinarske ucely
dopestovanej v réznych lokalitich Slovenska v sezéne 2006 bola preukdzand najvicsia
frekvencia vyskytu druhov Fusarium graminearum (56 %) a F. poae (50 %). V menSej miere
sa vyskytovalo aj F. avenaceum (22 %) a len zriedkavo F. culmorum (6 %) a F. tricinctum (6
%). Zvysend incidencia F. poae na pSenici mdZe indikovat’ kontamindciu zrna rdéznymi typmi
trichotecénov. Medzi doélezité toxiny patria A-trichotecény - diacetoxyscirpenol (DAS),
monoacetoxyscirpenol (MAS), T-2 toxin, HT-2 toxin a neosolaniol (NEO), a rovnako tak i B-
trichotecény - nivalenol (NIV) a fuzaren6n-X (FX) (M0sS & THRANE, 2004; THRANE et al.,
2004; DESJARDINS, 2006). Prave produkciou B- trichotecénov sa F. poae chemicky odlisSuje
od blizkych pribuznych v sekcii Sporotrichiella, a to F. sporotrichioides a F. langsethiae
(TORP & NIRENBERG, 2004; THRANE et al., 2004).

Ako vyplyva z tabul’ky €. 2, je zrejmé, Ze F. poae nepredstavuje vyrazné riziko, pokial’ ide
o produkciu A- trichotecénov typu T-2 a HT-2 toxinov, avsak situdcia je opac¢nd v pripade A-
trichotecénov typu DAS a MAS, ktoré boli detekované vo velkych kvantitich pri vSetkych
testovanych kmenioch. Podobné vysledky reportovali aj THRANE ET AL. (2004), ktori
zaznamenali produkciu T-2 a HT-2 toxinov len v malom percente testovanych kmenov z
roznych oblasti Eurépy, pricom DAS a MAS produkovalo 46, resp. 45 zo 49 testovanych
kmenov. Z B- trichotecénov, izoldty F. poae testované v tejto Stidii produkovali najCastejSie
FX (88 % kmenov), zatial’ co NIV bol produkovany len 12 % kmetov.

Pokial’ ide o produkciu B- trichotecénov (deoxynivalenolu - DON, NIV a FX) v pSenici
a inych obilnindch BOTTALICO & PERRONE (2002) uvadzaju, Ze najddlezitejSim producentom
je F. graminearum, ktory je spolu s F. culmorum zéroven aj najcastejSim etiologickym
agensom fuzariéz obiliek pSenice. Aj pre oblast’ Slovenska SROBAROVA (2001) upozornila na
Castu koincidenciu F. graminearum s F. culmorum, a je preto zaujimavé, Ze F. culmorum bol
pocas tejto Stidie izolovany len z jednej vzorky a bol reprezentovany len jedinym kmetiom.

Vo vSeobecnosti v suivislosti s fuzariézou obiliek pSenice F. poae v Stididch inych autorov
vystupuje ako menej frekventovany druh (BOTTALICO & PERRONE, 2002), hoci zriedkavo jeho
zvySeny vyskyt az dominanciu hlésili z niektorych oblasti Eurépy (LOGRIECO et al., 2002;
DESJARDINS, 2006).
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Tab. 2. Produkcia A- a B trichotecénov kmenmi Fusarium poae izolovanymi zo pSenice v sezéne 2006 na

Slovensku.
MAS | DAS FX | NIV | HT2 | T2

Cislo kmeia pug/L

Ekologické polnohospodarstvo:
1. 2,97 191 - - - -
2. 5540 11000 1260 - - -
3. 1,66 298 - - - -
4. 207 7780 669 - - -
5. 938 15800 1130 - - -
6. 66,7 5490 217 - - -
7. 616 5430 272 - - -
8. 221 8920 754 - - -
9. 4750 12400 1460 - - -
10. 35,7 1940 165 - - -
11. 77,9 1420 459 - - -
12. 1890,2 282 36,1 6,34 - 26

Konven¢né pol’'nohospodarstvo:
13. 266 2180 115 - - -
14. 13,9 7340 455 - - -
15. 679 7340 396 - - -
16. 640,2 72,1 38,8 - - 10,8
17. 515,2 52,9 31,6 1860 - 36

Zaver

Z ddvodu, Ze % toxinogenity F. poae pre niektoré A- a B- trichotecény sa javi byt
relativne vysoké, bude pre oblasti s nadmernym vyskytom druhu F. poae (vratane Slovenska)
potrebné venovat’ zvySenu pozornost’ kontamindcii pSenice mykotoxinmi, ako si DAS, MAS
a FX.
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Vyskyt Alternaria spp. na zrnach potravinarskej pSenice dopestovanej na
Slovensku v sezéne 2006

ZUZANA PIOVARCIOVA, ROMAN LABUDA, DANA TANCINOVA

PIOVARCIOVA, Z., LABUDA, R., TANCINOVA, D.: The occurrence of Alternaria spp. on wheat in Slovakia
during season 2006.

Proceedings of the MICROMYCO 2007, NOVAKOVA, A. (Ed.): pp. 124-132. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

This pilot study was focused on monitoring of Alternaria species-groups occurring on wheat (from conventional
and ecological farming system) harvested in Slovakia during the season 2006. The endogenous contamination of
wheat kernels with Alternaria fungi was observed on Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol agar (DRBC). In
the samples of concern three species-groups of Alternaria were recorded, namely A. alternata, A. infectoria and
A. tenuissima. In the all samples tested (within both conventional and ecological system), representatives of the
A. tenuissima species-group were recovered, i.e. with 100 % occurrence frequency. The A. alternata spp.-group
and the A. infectoria spp.-groups were found in a lesser number of the samples with 83 % and 67 % occurrence
frequency, respectively, in conventional farming system. Contrary, in the ecological system, the A. infectoria
spp.-group contaminated 83 % and A. alternata spp.- group 67 % of wheat samples. A total of 320 isolates of the
genus Alternaria were recovered from 6 samples of the conventional farming system being represented by 40 %
A. alternata spp.-group, 34 % A. infectoria spp.-group, and 26 % A. tenuissima spp.-group. In the ecological
farming system, atotal of 561 Alfernaria isolates were recovered (from 12 wheat samples) and they were
represented by 7 % A. alternata spp.-group, 56 % A. infectoria spp.-group, and 37 % A. tenuissima spp.-group.
The capability to produce altenuene, alternariol, and alternariol monomethyl ether was screened in selected
Alternaria strains. None of the A. infectoria spp.-group strains exhibited toxigenic potential for the mycotoxins,
while strains of the remnant two species-groups (A. alternata and A. tenuissima) showed 100 % toxigenity for
them. These preliminary outcomes stress on a risk due to potential contamination of wheat per se by hazardous
Alternaria toxins.

Keywords: altenuene, alternariol, alternariol monomethyl ether, cereals, identification, mycotoxins,
toxinogenity.
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Uvod

Rod Alternaria, vd’aka kozmopolitnému rozsireniu, modéZeme ndjst’ na Sirokej Skdle
materidlov a produktov. Obsahuje druhy, ktoré modzu byt saprotrofy, alebo patogénne
organizmy, ktoré sui schopné sposobovat’ choroby na plodindch. Ako saprotrofy si schopné
spOsobit’ kazenie potravin a krmiv a produkovat’ mykotoxiny a iné biologicky aktivne latky
(ANDERSEN et al., 2001). Ako rastlinné patogénny moézu spdsobovat’ vazne problémy
v pol'nohospodarstve znizovanim trody a plesnivenim pri uskladilovani (STRANDBERG, 1992).
Podl'a ABRAMSONA ET AL. (1980) mo6Zu niekedy alterndrie kontaminovat’ az 90 % zfn. Ich
spory sa inapriek vel'kej velkosti mdozu rozptylovat' stovky mil' od zdroja. Najviac spor
z rodu Alternaria sa nachadza v suchom prostredi, pocas veternych dni v rozsahu 500 — 1000
m’, v travnatych alebo obilnindrskych oblastiach (WEBER, 2001). Obilné zrnd mozu byt
v niektorych pripadoch infikované rodom Alfernaria do takej miery, Ze hovorime o tzv.
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Ciernej Skvrnitosti, ¢o je jedna z najcastejSich polnych alebo pozberovych chordb obilia
(BOTTALICO & LOGRIECO, 1992).

Mikromycéty rodu Alternaria sa na kultivatnych médidch vyznacuji rychlym rastom
a tvoria spociatku biele, neskor Sedé az olivovo hnedé koldnie. Textdra prechddza od zrnitého
az k vlnitému vzhladu. Charakteristickd je tvorba hrubostennych, vo viacerych roviniach
predelenych makrokonidi dictyospér), obvykle zafarbené v tmavohnedych odtienoch (MALIR
et al., 2003). Jednotlivé druhy rodu Alternaria si schopné produkovat’ Sirokd Skalu chemicky
odliSnych latok. Niektoré su toxické pre cicavce a vtadky (mykotoxiny) ainé pre rastliny
(fytotoxiny) (KING & SHADE, 1984). PretoZe Alternaria predstavuje typicky rod tzv. pol'nych
hib (JESENSKA, 1987), ktory je schopny produkovat’ rdzne Strukturdlne typy mykotoxinov, je
dolezité sledovat’ ich vyskyt v surovindch na vyrobu potravin, ako st napr. rozne druhy
obilnin

Cielom tejto, nad’alej prebiehajicej Stidie, bolo predlozit predbezné vysledky
zhodnotenia vyskytu a zastipenia jednotlivych toxikologicky vyznamnych druhov z rodu
Alternaria v potravinarskej pSenici (Triticum aestivum) a poukdzat’ na vyznam implementacie
novych taxonomickych postupov pri identifikécii jednotlivych taxénov.

Material a metodika
Vzorky

V pokusnom roku 2006 bolo sledované zloZenie endogénnej mykocendzy potravinarskej
pSenice so zameranim na rod Alternaria. Analyzované vzorky boli odobraté z pSenice
pestovanej v konvencnej a ekologickej sustave obhospodarovania pddy z roznych lokalit a
mykologické analyzy boli vykonané ihned’ po odbere vzoriek.

Izolacia

Na stanovenie endogénnej kontaminicie bola pouZitd metéda priameho ukladania
pSeni¢nych zfn na agarové platne po predchddzajucej sterilizécii ztn v 0, 4 % roztoku NaOCl.
Po povrchovej sterilizacii bolo zkazdej vzorky uloZenych 100 zfn na DRBC agar
a podrobenych kultivécii pocas 7 dni pri teplote 25 °C.

Identifikacia

Pre Studium morfologickych a kultivacnych znakov rodu Alfernaria bolo nevyhnutné
ziskat’ Cisté kultiry jednotlivych kmenov. Proces izol4cie bol prevedeny preockovanim na
PCA Zivnu pddu (Potato-carrot agar, zemiakovo-mrkvovy agar) a uvedené bolo kultivované
pri izbovej teplote pri prirodzenom rozptylenom svetle (SIMMONS, 1992).

Identifik4cia rodu Alternaria bola primdrne vykonand podla SIMMONS & ROBERTS (1993),
ANDERSEN ET AL. (2001, 2002) a DUGAN & PEEVER (2002).

SIMMONS & ROBERTS (1993) definovali 6 r6znych sporula¢nych paternov, ktoré zahfiiaju
3-dimenziondlne Struktiry konidii a konidioférov pri 50-ndsobnom pribliZeni. Tento poznatok
bol nosny pri ur€ovani alterndrii a ich rozdelenie je nasledovné:

Sporulaény patern 1
e kratke aZ stredne dlhé ret’azce 5 — 10 konidii,
* vetvenie retazcov sa nevyskytuje, alebo je minimalne,
* retazce sa obycajne javia Stihle v porovnani so skupEnou 2.,
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Sporulaény patern 2
e kratke az stredne dlhé, nerozvetvené ret'azce (max. 10 konidii),

.....

* vicSina konidii v retazcoch sa javi byt masivne a §irSie v porovnani so skupinou 1.,

Sporulaény patern 3
* rozkondrené, kompaktné, alebo otvorené zhluky vetviacich sa retazcov kréitkej az
stredne dlhej dizky,
* ndpadny ,.kmen“, podobajici sa stromu, je tmavy
* md kriatky a niekedy az vel'mi dlhy primédrny konidiofér, ktory vyrastd priamo zo
substratu, alebo z vetviacich sa hyf a sporuluje hlavne blizko jeho vrcholu,

Sporulaény patern 4
* husté zhluky dobre rozvetvenych ret'azcov konidii,
* primérne konidioféry su kratke, alebo nendpadné v porovnani so skupinou 3.,

Sporula¢ny patern 5
e stredne dlhé aZ dlhé retazce 10 — 15 (20) konidii,
* vetvenie je minimdlne, alebo absentuje,
» konidie sa javia trochu tenké a obyc¢ajne chyba robustny vzhl'ad ako pri skupine 2.,

Sporulaény patern 6
* volné zhluky vetviacich sa retazcov,
o SirSie sporulaéné orgdny si spojené preruSenym, &asto drsnym, predizenym
sekundarnym konidioférom (SIMMONS & ROBERTS, 1993).

Stanovenie toxinogenity

Po identifikacii boli jednotlivé druhy preockované na platne s YES agarom (kvasni¢ny
agar so sachar6zou) (SAMSON ET AL., 2002) a kultivované pri 25 °C, 7 - 14 d, v tme. Po
siedmych a Strndstich dnoch boli jednotlivé izoldty testované na schopnost’ produkovat
altenuén (ALT), alternariol monometyléter (AME) a alternariol (AOH) pomocou
tenkovrstvovej chromatografie. T4to metéda spociva v extrakcii mykotoxinov pomocou
roztoku chloroform : metanol (2 : 1; Reachem, SR) a v ndslednom nanaSani extraktu na
chromatografickd platiiu (Alugram®SIL G, Macherey — Nagel, Nemecko). Zmes toluénu :
etylacetatu : kyseliny mravcej (5 : 4 : 1; toluén — Mikrochem; etylacetit a kyselina mravc¢ia —
Slavus, SR) bola pouzitd ako chromatograficka sustava. Identita stanovenych mykotoxinov
bola potvrdend na zdklade porovnania so Standardami (ALT, AME; Merck, Nemecko).
Identita AOH bola stanovend na zariadeni QTrap 4000 LC/MS/MS vybavenom
TurbolonSpray ESI zdrojom a 1100 Series HPLC systémom. Chromatografickd separacia
bola vykonand pri teplote 25 °C na zariadeni Gemini 5 p Cjg, 150 mm x 4,6 mm
(Phenomenex, USA).
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Obr. 1. A — A. alternata (E. G. S. 34-016), sporulacny patern ¢. 4, B — A. arborescens (BA 578), sporulaény
patern ¢. 3, C — A. infectoria (E. G. S. 27-193), sporulacny patern ¢. 6, D — A. tenuissima (E. G. S. 34-015),
sporulacny patern €. 5.

Vysledky a diskusia

V tejto Stadii bola pozorovand endogénna kontamindcia pSenice z dvoch typov
pol'nohospodarstva. V ramci pSenice pochddzajicej z konvenc¢ného pol'nohospodérstva boli
odobraté vzorky z dvoch odberovych miest — Oponice a Velké Lovce, ktoré zahfiali 5
roznych odrdd. V tejto sustave boli detekované 3 rozne skupiny alternérii, t.j. A. alternata, A.
infectoria a A. tenuissima skupina, pricom ich sporulacné paterny boli zhodné s tymi, ktoré
uvadza SIMMONS & ROBERTS (1993). Tento sposob identifikdcie a jeho vyuZzitie bol vyuzity a
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publikovany aj slovenskymi autormi, ako napr. LABUDA et al. (2005) a LABUDA &
TANCINOVA (2006). Frekvencie vyskytu izolovanych skupin v odrodach uddva Tab. 1.

Tab. 1 - Frekvencia vyskytu skupin Alternaria spp. vo vzorkach (6) pSenice z konvencného pol'nohospodarstva
v sezéne 2006 na Slovensku.

Druh A. alternata A. infectoria A. tenuissima
Pozitivne vzorky zo 5 4 6
Frekvencia druhov 83% 67% 100%

Medzi skupiny s najvdac¢Sou vyskytovou variabilitou (pocetnost’ izoldtov) patrili A.
alternata a A. infectoria, kde sa pocty v jednotlivych odrodidch pohybovali od 0 po 50
izolatov (Tab. 2). BOTTALICO & LOGRIECO (1992) vo svojej Studii tiez potvrdili, Ze skupina A.
alternata patrila medzi najcastejSie sa vyskytujice skupiny a hovoria, Ze tito skupina je
typickym povodcom choroby listov pSenice a je mozné, Ze ndsledne prechddza ina zdravé
zrnd. Skupina A. fenuissima mala v rdmci vSetkych odrdd relativne vyrovnané pocty izolétov,
pricom najnizsi pocet bol 7 a najvyssi 17 izoléatov.

Tab. 2. Endogénna kontamindcia vo vzorkach (6) pSenice z konvenéného pol'nohospodérstva v sezéne 2006 na
Slovensku.

vS(;illgy Odberné miesto Odroda A. alternata | A. infectoria | A. tenuissima
1. Oponice AXIS L. 50 0 7
2. Oponice AXIS 1L 5 37 17
3. Oponice SOLARIA 0 29 15
4. Oponice ARMELIS 6 42 11
5. Vel'ké Lovce HANA 29 1 17
6. Vel'ké Lovce ARIDA 37 17

Z ekologického pol'nohospodarstva bolo sledovanych 12 réznych odréd potravinérskej

pSenice. Tieto vzorky reprezentovali opidt 3 zhodné skupiny alterndrii, aké sa vyskytli v
konven¢nom pol'nohospoddrstve (Tab. 3).

Tab. 3. Frekvencia vyskytu skupin Alternaria spp. vo vzorkach (12) pSenice z ekologického poI'nohospodarstva
v sezéne 2006 na Slovensku.

Druh A. alternata | A. infectoria | A. tenuissima | Alternaria sp.
Pozitivne vzorky 8 10 12 1
Frekvencia 67% 83% 100% 8%
druhov

V pripade jednej odrody boli 3 izolaty zaradené do skupiny Alternaria spp., a to z dovodu
kontamindcie, ktord znemoZnila blizSie urcenie skupiny. A. alternata sa vyskytovala v 8
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vzorkdch ajej maximdlny pocet v jednej vzorke dosiahol 18 izoldtov. Ostatné skupiny sa
vyskytli vo vidcSom rozsahu — A. infectoria od 0 do 60 izolatov a A. tenuissima bola
detekovand vo vSetkych vzorkach s maximalnym poc¢tom 60 izolatov (Tab. 4).

Tab. 4. Endogénna kontaminacia vo vzorkach (12) pSenice z ekologického pol'nohospodérstva v sezéne 2006 na
Slovensku.

Ll A. alternata A. infectoria A. tenuissima | Alternaria spp.
vzorky
1. 2 23 10 0
2. 0 17 6 3
3. 1 39 11 0
4. 2 51 8 0
5. 0 5 38 0
6. 2 0 60 0
7. 0 18 4 0
8. 7 60 7 0
0. 18 0 3 0
10. 2 46 11 0
11. 0 9 43 0
12. 2 48 8 0

Je zrejmé, Ze populdcia tvoriaca A. tenuissima skupinu bola zistend vo vsetkych vzorkach
tak konvencného, ako i ekologického pol'nohospodérstva. Celkovy prehlad o zastipeni
jednotlivych skupin rodu Alternaria poskytuje Graf 1.

Graf 1. Porovnanie frekvencie vyskytu skupin zrodu Alternaria vo vzorkdch pSenice z konvencného (6)
a ekologického (12) pol'nohospodarstva v sezéne 2006 na Slovensku.

Ay L 100%
. tenuissima 100%
A rori 83%
. infectoria 67%
A. alt 1. 67%
. alternata 83%
\ \
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Percento vyskytu
E Konvenéné pol'nohospodarstvo B Ekologické pol'nohopodarstvo
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Tab. 5. Toxinogenita testovanych izoldtov ziskanych 2z pSenice zkonvenéného a ekologického
pol'nohospodarstva v sezéne 2006 na Slovensku.

Druh . Po/éet ALT AME AOH
izolatov | 7.denn | 14.denn | 7.denn | 14.denn | 7.den | 14.den
A. infectoria 16 0 0 0 0 0 0
A. tenuissima 18 7 17 17 17 17 17
A. alternata 7 5 7 7 7 7 7

ALT - altenuén, AME — alterndriol monometyl éter, AOH - alterndriol

Produkcia sekunddrnych metabolitov (mykotoxinov) na jednej strane poukazuje na
toxinogenitu a schopnost” produkovat’ vybrané nebezpe¢né metabolity, a na strane druhej,
slizi i ako pomocny ukazovatel’ pri identifikdcii (chemotaxonémia), najmi pri odliSeni A.
infectoria od ostatnych testovanych skupin alternarii. Do dnesSnej doby nebola preukdzana
produkcia toxickych sekunddrnych metabolitov kmefimi v rdmci A. infectoria skupiny
(ANDERSEN & THRANE, 1996, PITT & HOCKING, 1997), avSak u skupin A. alternata, ¢i A.
tenuissima je zname, ze produkuji aZ niekol’ko typov mykotoxinov, napr. altenuén, alterndriol
a alternariol monometyl éter (ANDERSEN ET AL., 2002), ¢o sa potvrdilo i v tejto Stidii. Celkom
bolo testovanych 16 kmenov skupiny A. infectoria, 18 kmenov A. tenuissima a7 kmenov A.
alternata. Ako sa oCakavalo, A. infectoria preukdzala 0 % toxinogenitu a naopak zvysné dve
skupiny v kazdom teste produkovali dané mykotoxiny. Vynimkou bol len 7. den pri teste na
altenuén, avSak na 14. den sa ukdzal ako pozitivny. Z toho ddvodu mdzeme v tychto
pripadoch hovorit’ 0 100 % toxinogenite. BOTTALICO & LOGRIECO (1992) uvadzaju, Ze podla
ich vyskumov je A. alternata schopna produkovat’ vel’ké mnozstva toxinov a tiez tvrdia, Ze jej
prirodzeny vyskyt v obilnindch predstavuje skuto¢né riziko.

V nasledovnych tabul’kach (6, 7) je zaznamenany percentudlny podiel jednotlivych skupin
rodu Alternaria. Pri porovnani konvencného a ekologického pol'nohospodarstva sa aj napriek
zatial' obmedzenému poctu vySetrenych vzoriek ukazuje, Ze z pohl'adu toxinogenity sa javi
byt ekologické pol'nohospodarstvo vyhodnejsie, pretoZe tu prevazuji netoxinogénne druhy
alterndrii (A. infectoria) nad toxinogénnymi (A. alternata, A. tenuissima). V ekologickom
pol'nohospodarstve z celkového poctu alternariovych izoldtov A. infectoria skupina
zastupovala 56 %, pricom v konvencnom to bolo len 34 % a zvySok tvorili potencidlne
toxinogénne druhy.

Avsak i napriek tomuto tvrdeniu boli v obidvoch typoch obhospodarovania pddy vysoké
mnozstva izolatov rodu Alternaria (A. alternata, A. tenuissima), ¢o mdze mat’ v kone¢nom
dodsledku negativny vplyv na zdravie ¢loveka.

Tab. 6. Celkovy pocet izolatov a ich podiely v konvenénom pol'nohospodarstve.

Druh Pocet izolatov % podiel
A. alternata 127 40%
A. infectoria 109 34%
A. tenuissima 84 26%
Spolu 320 100%
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Tab. 7. Celkovy pocet izolatov a ich podiely v ekologickom pol'nohospodarstve.

Druh Pocet izolatov % podiel
A. alternata 36 7%

A. infectoria 316 56%
A. tenuissima 209 37%
Spolu 561 100%
Zaver

Touto Studiou boli ziskané poznatky o aktudlnom vyskyte druhov z rodu Alternaria na
pSenici dopestovanej na Slovensku v roku 2006 v dvoch odlisnych typoch obhospodarovania
pody (konvencné a ekologické). Izoldty rodu Alternaria sa s vynimkou A. infectoria ukazali
vysoko toxinogénne, t.j. produkujice alterndriol, alterndriol monometyl éter, alternuén.
Testované toxiny maju predovSetkym cytotoxické, fétotoxické, teratogénne a mutagénne
ucinky aztoho dovodu je dolezité sledovat’ ich pritomnost’ (vriatane ich producentov)
v surovindch na vyrobu potravin.

Pod’akovanie

Stddia bola financovana projektom VEGA 1/3456/06. Autori sa chci touto cestou
podakovat’ prof. E.G. Simmonsovi (Indiana, USA) adr. B. Andersenovej (TU, Lyngby,
Dénsko) za poskytnutie reprezentativnych kmenov alternarii. Za stanovenie a potvrdenie
identity alternériolu d’akujeme Ing. G. Haublovi (Biopure, Tulln, Rakisko).

Prehlad literatiary

ABRAMSON, D., SINHA, R. N., MILLS, J. T., 1980. Mycotoxin storage and odor formation in
moist cereal grain during granary storage. Cereal Chemistry 57: 346.

ANDERSEN, B., KR@GGER, E., ROBERTS, R. G., 2002. Chemical and morphological segregation
of Alternaria arborescens, A. infectoria and A. tenuissima species-groups. Mycol. Res.
106: 170-182.

ANDERSEN, B., KR@GER, E., ROBERTS, R. G., 2001. Chemical and morphological segregation
of Alternaria alternata, A. gaisen and A. longipes. Mycol. Res. 105: 291-299.

ANDERSEN, B., THRANE, U., 1996. Differentiation of Alternaria infectoria and Alternaria
alternata based on morphology, metabolite profiles and cultural characteristics. Can. J.
Microbiol. 42: 685-689.

BOTTALICO, A., LOGRIECO, A., 1992. Alternaria plant diseases in Mediterranean countries and
associated mycotoxins. In: CHELKOWSKI, J., VISCONTI, A., Alternaria Biology, Plant
Diseases and Metabolites, Elsevier, London, 564 p.

DUGAN, F. M., PEEVER, T. L., 2002. Morphological and cultural differentiation of described
species of Alternaria from Poaceae. Mycotaxon 83: 229-264.

JESENSKA, Z., 1987. Mikroskopické huby v pozivatinach a v krmivach. Alfa, Bratislava, 319
p-

KING, A. D. JRr., SCHADE, J. E., 1984. Alternaria toxins and their importance in food. J. Food
Prot. 47: 886-901.

131



LABUDA, R., KRIVANEK, L., TANCINOVA, D., MATEOVA, S., HRUBCOVA, S., 2005. Mycological
survey of ripped service tree fruits (Sorbus domestica L.) with an emphasis on toxinogenic
fungi. Inter. J. Food Microbiol. 99 (2): 215-223.

LABUDA, R., TANCINOVA, D., 2006. Fungi recovered from Slovakian poultry feed mixtures
and their toxinogenity. Ann. Agri. Environ. Med. 13: 193-200.

MALIR, F., OSTRY, V., Bérta, L., Buchta, V., Dvotdkov4, L., Paiikov4, J., Severa, J., Skarkova,
J, 2003. Vldknité mikromycety (plisn€), mykotoxiny a zdravi ¢lov€ka. Brno, 349 p.

PrrT, J. 1, HOCKING, A. D., 1997: Fungi and Food Spoilage. Blackie Academic &
Professional, London, 593 p.

SAMSON, R. A., HOEKSTRA, E. S., FRISVAD, J. C., FILTENBORG, O., 2002: Introduction to Food-
and Airborne Fungi. Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, 389 p.

StMMONS, E. G., 1992: Alternaria taxonomy: current status, viewpoint, challenge. In:
CHELKOWSKI, J., VISCONTI, A., Alternaria Biology, Plant Diseases and Metabolites,
Elsevier, Amsterdam, pp 1-35.

SIMMONS, E. G., ROBERTS, R. G., 1993. Alternaria themes and variations (73). Mycotaxon 48:
109-140.

STRANDBERG, J. O., 1992. Aternaria species that attack vegetable crops: Biology and options
for disease management. Alternaria Biology. Plant Dis. Met.: 175-208.

WEBER, M. D., 2001. Annals of Allergy. [cit. 2005-04-20]. Dostupné na internete: http//www.
salinas-allergyclinic.com.

132



Studium vyuZitelnosti entomopatogenni houby Paecilomyces farinosus
(Deuteromycota) proti vajickim a 1. instarium ploskohibetky smrkové
Cephalcia abietis (Insecta, Hymenoptera)

EvVA PRENEROVA

PRENEROVA, E.: A study of the applicability of entomopathogenous fungus Paecilomyces farinosus
(Deuteromycota) against the eggs and first instars of the false spruce webworm Cephalcia abietis (Insecta,
Hymenoptera).

Proceedings of the MICROMYCO 2007, NOVAKOVA, A. (Ed.): 133-139. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

The paper refers on the results of a 5-year project ,,The study of applicability of entomopathogenic fungi
(Deuteromycota) against the eggs and first instars of the false spruce webworm Cephalcia abietis in the frame of
the IPM of the spruce stands”, which was contracted to the Laboratory of Plant Protection, Ole$na by the
Granting Service of the Forests of the Czech Republic in 2002. The project can be divided into two themes. The
problems of the first theme were solved in 2003-2005 and dealt with the development of a new bioagent. Based
on earlier experience the entomopathogenic fungus Isaria farinosa (syn. Paecilomyces farinosus) (Hypocreales)
was chosen for C. abietis. The aim was to obtain virulent native strains of the fungus from the localities, where
this pest naturally occurs in the Czech Republic, namely from soil samples and infected specimens of the target
species. Next the quality of the obtained strains was evaluated. Then the conditions of cultivation, finalization
and storage were optimized. By the end of 2005 new prototype-bioagents were obtained — oil blastospore paste
and frozen blastospore paste based on I. farinosa. In the second phase of research (2006-2007) attention was
focused on biotesting of the prototypes directly on the target species. Determination of the optimal conditions for
the course of infection was done in the laboratory. In standardized biotests on the Cephalcia eggs 95 % mortality
in 8 days was recorded in all prototypes applied in a dose of 5x10'® of blastospores.m™. In order to evaluate
effectiveness of the fungal bioagents against eggs and young larvae in the open, large field cage experiments
were designed and performed in the forests in 2006. The results showed that application of the biopreparation
(5%10" of blastospores.m™) lead to the decrease of larval population density by two thirds.

Keywords: bioagens, mycoinsecticide, entomopathogenic fungi, blastospora, Isaria farinosa, Paecilomyces
farinosus, Deuteromycota, Cephalcia abietis, spruce webworm

Eva Prenerova, Laboratory of Plant Protection Ole$nd, Olesnd 87, 398 43 Bernartice. E-mail: eva.
prenerova@seznam.cz

* Presented as a poster at workshop MICROMY CO 2007, Ceské Budgjovice, September 4-5, 2007.

Uvod

Akutni ochrana rostlin pfed hmyzimi $ktidci a fytofidgnimi rozto¢i se provadi prevazné
pomoci konvenc¢nich chemickych pesticidi. Jejich pouzivani je vSak z hlediska ochrany
zivotniho prosttedi a bezpec¢nosti prace problematické. Hmyz se na né stava postupné stile vic
rezistentni, coZ vyvolava potfebu zvySovat davky nebo ptfechdzet na jiné typy ucinnéjSich
pesticidi. RovnéZz zpiisnujici se legislativa omezuje tento zptisob boje. Jednim z vychodisek
je vyzkum a vyvoj novych ochrannych prostfedkli na principech biologického boje, pii nichz
se vyuzivaji pfirozeni nepfatelé Skidcli, jako jsou predatofi, parazité nebo patogenni
organismy. Biologické prostiedky oznaCované jako bioinsekticidy vyuZivaji pfirozenych
antagonistickych vztahli mezi organizmy za ucelem potlaceni populaci Sklidce bez
podstatného naruSeni pfirodni rovnovahy a tim pfispivaji k udrzeni stability ekosystému v
antropogenné zmeénénych podminkdch prostiedi. Potvrdilo se, Ze tyto patogenni
mikroorganismy jsou pro necilové organismy vcetné Clovéka neSkodné a na rozdil od
klasickych insekticidi nepfedstavuji Zadnou ekologickou z4téZ pro piirodni prostiedi.
Podstatné tak pfispivaji k ochran¢ druhové biodiverzity fyto- a zoocendz v kulturni krajing.
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Proto se s nimi ve svétovém méfitku stile vice pocitd jako s alternativnimi prostiedky
regulace hmyzich sktidct. PouZiti mykoinsekticidii v ochrané dfevin pifed hmyzimi Skidci je
jednim z potenciondlnich piistupti v moderni aplikované lesnické entomologii a v nékterych
zemich dospél jejich vyvoj uZz do stadia vyroby komercnich bioinsekticidi. Tento smér je
proto tieba rozvijet i u nds.

Vroce 2002 zadala Grantova sluzba LCR pracovisti Laboratofi ochrany rostlin
v Olesné (LOR Olesna) feseni projektu, jehoZ cilem bylo prozkoumat, zda lze v ochrané
pted ploskohibetkou smrkovou vyuZit entomopatogenni houby (tj. houby plisobici u hmyzu
smrtelnou ndkazu) tak, aby doslo k vyznamné redukci populace tohoto Skudce.

Ploskohibetka smrkova - prilezitostni kalamitni Skiiddce smrkovych porosti

Ploskohibetka smrkova (Cephalcia abietis L., Hymenoptera) spolu se dvéma svymi
piibuznymi — ploskohibetkou severskou a ploskohibetkou cernou — patii k hlavnim
listozravym S$kidcim smrku ztepilého. Gradacni potencidl ploskohibetky smrkové vsak
vyznamn¢ prevySuje zminéné dva druhy. V podminkich stiedni Evropy se vyznamné
pfemnoZzuje piedevS§im v souvislych stejnovékych smrkovych monokulturach v podhorskych
a horskych oblastech v nadmoiskych vysSkach zhruba od 600 do 1000 m. V prubéhu druhé
poloviny minulého stoleti jsme byli na naSem uzemi svédky nékolika silnych gradaci
ploskohibetky. Nejhorsi kalamity byly zaznamenany v 80. letech, kdy bylo ploskohibetkou
napadeno témét 50 tisic ha porostll predevsim v imisemi poSkozenych oblastech severnich
pohranic¢nich horstev. Jelikoz pii pfemnozeni dochdzi opakovanym Zirem housenic k silnym
defoliacim, jeZ mohou vést az k dhynu napadenych stromil, je ploskohibetka smrkova
zafazena mezi kalamitni Sktdce.

Cilem uméle rozSitované houbové ndkazy jsou vajicka a mladé housenice ploskohibetky,
a to ze tif davodl. Za prvé — vajicka jsou nejzranitelnéjsi stddium zivotniho cyklu tohoto
Skiidce, za druhé — je zde redlnd moZnost aplikovat preparat leteckym postiikem a za tieti —
zabranénim lihnuti housenic vyrazné¢ omezime pozery v roce silného rojeni. Samicky kladou
vajicka do korun smrkl na jehlice a prvni stddia larev se z nich lthnou v zdvislosti na pocasi
za 2-4 tydny. To je dosti dlouhé obdobi na provedeni dobfe nacasovaného zdkroku. Zasah je
potfeba sméfovat praveé proti vajickim také proto, Ze vylihlé malé housenice se pozd¢ji
soustied’uji v pazdi vétvi a tam si zhotovuji pfedivové vaky, v nichZ uz jsou téZce zasazitelné.
Navic, vajicka nejsou pfirozené chrdnéna pfed houbovou ndkazou, nebot’ se sni za
normdlnich okolnosti nesetkavaji jako tfeba nymfalni a kuklova stadia ptrezivajici n¢kdy az tfi
roky v pudé.

ReSeni projektu a jeho vysledky
Ukoly zadané v ramci projektu Ize rozdélit do dvou tématickych okruhil.

1. tématicky okruh (2003-2005)
- vyvoj nového bioagens na bazi I. farinosa (PRENEROVA, 2004; 2005; 2006)

vvvvvv

Isaria  farinosa (syn. Paecilomyces farinosus) (Hypocreales). Nativni kmeny
entomopatogennich hub byly ziskany z vybranych 43 lokalit vyskytu ploskohibetky smrkové
v ramci celého tzemi CR, a to jak izolaci z ptidnich vzork, tak z infikovanych jedincti
cilového sktidce. Ze vzorka pudy byly ziskany izolaty entomopatogennich hub pomoci tzv.
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“metody Zivych pasti“. Jako ndvnada byly pouZity housenky zavijece voskového Galleria

mellonella. Poté byly jednotlivé kmeny odizolovany a byla provedena jejich identifikace.
Celkem bylo ziskano 60 nativnich kmenl entomopatogenni houby 1. farinosa.

Obr. 1. Pfedivovy vak se zbytky trusu a jehlic, Obr. 2. Kladouci samicka ploskohibetky.
(foto P. Kapitola).

Obr. 3. Kmeny hub byly izoloviny z nakaZenych Obr. 4. Ze vzorki pudy byly kmeny I. farinosa ziskany
housenic ploskohibetky. pomoci Zivych pasti — housenek zavijece.

Byla vypracovana metodika standardizovaného biotestu pii kolisavé teploté: 23+1 °C (15
hodin) a 15+1 °C (9 hodin ), kterym byla otestovédna virulence vSech ziskanych kment. Pro
plnéni dalSich dkoll byl na zdklad¢ vysledki testth vybran kmen SEH.56.Pf, ktery vykazoval
signifikantné nejlepsi vysledky. K posileni virulentni aktivity vybraného kmene byla zahdjena
série jeho kontinudlnich pasaZzi pies housenice ploskohibetky. Po kazdé pasdzi byl kmen
otestovdn standardizovanym biotestem. Byl prokdzan signifikantni d¢inek pasdZovani na
zvySeni virulentni aktivity kmene.

Biotesty bylo zjiSténo, Ze blastospory produkované pfi submerzni kultivaci jsou tG¢innou

infek¢éni formou. V prvé fazi optimalizace kultiva¢nich podminek bylo stanoveno sloZeni
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kultivacniho média, poté bylo optimalizovano pH média, teplota, pocatec¢ni titr spor vcéetné
jejich formy a doba kultivace. K produkci blastospor v laboratornich podminkiach byla
pouZita laboratorni orbitdlni tfepatka a maloobjemovy fermentor. Podafilo se ziskat 2x10°
blastospor v 1ml kultivaéniho média. Po odstfedéni nakultivované suspenze byl ziskan
blastosporovy koncentrit pastovité konzistence. V1 g bylo obsaZeno 2x10' spor.
Blastosporovy koncentrdt byl finalizovan dvéma zplsoby podle uvazovaného zplsobu
pouziti:
1) pro vodni letecky postiik (100-200 litrii na ha) byl koncentrat zmraZen: vznikl tak
prototyp ZBK;
2) pro nizkoobjemovou ULV aplikaci (10 litri na ha) byl koncentrat finalizovan s
olejovymi piipravky povolenymi v soucasnosti pro ochranu lesa (Dedal 90 EC, Ikar
95 EC, Istroekol, Alimo). Vznikly tak 4 prototypy: OBK(Dedal), OBK(Ikar),
OBK(Istroekol), OBK(Alimo) uchovavané v 5 °C.
Na konci roku 2005 tak byly ziskdny nové prototypy bioagens — olejové blastosporové
koncentraty a zmrazeny blastosporovy koncentrat na bazi I. farinosa. Mohlo se proto
pfistoupit k feSeni druhého tématického okruhu.

Obr. 5. Homogenni suspenze blastospor 1. farinosa. Obr. 6. Vzorek blastosporového koncentratu
finalizovaného s olejem Istroekol.

2. tématicky okruh (2006-2007)

— testovani ucinnosti nového bioagens (PRENEROVA, 2007a; 2007b).

V druhé fazi feseni (2006-2007) byla pozornost zaméfena na testovani prototypll pfimo
proti cilovému $ktdci. Na tdzemi LZ Kladsk4 (LCR s.p.) a KI Karlovy Vary byly postaveny 3
velkoobjemové izoldtory v porostu asi desetileté smrciny, kam bylo vypusSténo vétSi mnozZstvi
rojivcu ploskohibetky nasmykanych v oblasti kalamity. Vaji¢ka nakladend v izolatorech byla
pouZita pro laboratorni i terénni testovani.

Laboratorni testovani probihalo pomoci Potterovy véze. V doposud provedenych
standardizovanych biotestech na vajickach ploskohibetky bylo dosaZzeno 95 % mortality za 8
dni u vech testovanych prototypii pii aplikaci davky 5x10'° blastospor.m™.

Pro ovéfeni ucinnosti bioagens i v terénnich podminkach byly vroce 2006 zaloZeny
pokusy s cilem stanovit celkovou redukci populace ploskohibetky (vajicek i housenic) po
zdsahu houbovym agens. Pokus probihal v jednom ze tii izolatorti rozméra 5,3x10,3x1,8 m.
Porovnaval se zde vyvoj vajicek nakladenych na smrcky, které byly poté oSetfeny prototypem
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ZBK v davce 5x10' blastospor na m’ s vyvojem vajicek na neoSetienych (kontrolnich)
stromcich. Po vyhodnoceni provedeném v zafi téhoZ roku bylo zjisténo, Ze oSetieni
biopreparatem snizilo populaci larev ploskohibetky o 62,4 %.

Kromé toho nds zajimalo, zda u housenic, které unikly ndkaze na strom& a budou
pfezimovat v piidé, kde jsou vhodné podminky pro rozvoj mykézy, ndkaza piipadné
nepropukne pozd¢ji a tim nepfispéje ke zvySeni celkové mortality v populaci Sktudce
zpusobené houbou. Proto jsme pod kazdy pokusny smrcek zhotovili rdm a naplnili ho ptdou.
Pod rdmem bylo dno z umélohmotného pletiva, aby zahrabané housenice nemohly uniknout.
Na jafe 2007 jsme pidu z rdmi prohlédli a udélali dalsi porovnédni obou variant. Pfedpoklad
se splnil, v oSetfené varianté jsme zjistili 7 % housenic s vyvinutou mykézou I. farinosa,
zatimco v kontrolnich rdmech jsme zZddné nakaZené housenice nenasli. D4 se pfedpokladat, Ze
se jednd o stejny kmen SEH.56.Pf, jaky byl pouzit jako infekéni agens pii pokusu. Po
zavedeni piisluSnych metodik pldnuji odizolované kmeny podrobit genetické analyze
k potvrzeni této domnénky.

Obr. 7. Na tizemi LZ Kladska (LCR s.p.) byly postaveny velkoobjemové izolatory, do kterych byly vypustény
rojivci ploskohibetky.

1 mm

Obr. 8. Infikovand housenice ploskohibetky (1. instar); hyfy houby I farinosa aktivn€ pronikaji do hlavicky
housenice (SEM).
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Predmétem dalSi studie bylo zdokumentovani prubéhu infikace. Studie patogeneze
houbové ndkazy vajicek a prvych instarti ploskohtbetky smrkové byla provedena s vyuZzitim
elektronové mikroskopie (SEM i TEM) na pracovisti Laboratofe elektronové mikroskopie
Biologického centra AV CR,v.v.i., v C. Budgjovicich. Ukézalo se, 7e hyfy houby aktivné
pronikaji do dutiny vaji¢ka i mladé housenice. Obsah dutiny pak postupné stravuji a rozristaji
se v mycelium s fruktifikanimi orgdny vytvérejicimi spory, které slouzi k druhotné infikaci
tkani.

Zavér

Na zdklad¢ vysledkd naseho vyzkumu miiZeme konstatovat, Ze v laboratofi vyvinuty bio-
prepart ZBK v ddvce 5x10' blastospor na m” G&inn& infikuje vajicka a mladé housenice
ploskohibetky smrkové, ale mize se podilet i na sniZeni populac¢ni hustoty pfemnoZenych
diapauznich larev Sktdce. Odbornici v oboru aplikované entomologie se obecné shoduji, Ze
dvoutfetinové sniZzeni pocetnosti Skiidce houbovym biopreparitem je moZno povaZovat za
uspeéch. Vzhledem k tomu, Ze se s kazdou aplikaci houbového agens zvysuje jeho zdsoba v
ekosystému, d4 se pfedpokliddat, Ze se houba bude v tomto prosttedi postupné piirozené
etablovat. Proto predpokldddm, Ze se miiZze ucinek bioprepardtu, na rozdil od rychle
degradujicich toxickych pesticidl, projevit i v nasledujicich generacich Skiidce. Jsem
pfesvédCena o tom, ze tato strategie ,,dlouhodobéjsiho (protrahovaného) ptisobeni
introdukovaného bioagens v populacich Sktidce® si zaslouZi pozornost, a proto bych se ji
chtéla vénovat i v dalsim vyzkumu. Pfedpokldaddam, Ze ze stejnych hypotéz vychézi i prof. Z.
Landa (JEU, C. Budgjovice), ktery letos zahjil sérii pokusnych aplikaci houbového preparétu
na bazi Beauveria bassiana na lokalitich napadenych lykoZroutem smrkovym (Ips
typographus) na tizemi NP Sumava.

Pti feSeni daného projektu bylo prioritné poZadovano ziskat bioagens s vysokou tc¢innosti,
které bude moZno primyslové vyrdbét. Nezanedbatelné bylo téZ respektovani poZadavku
aplikovatelnosti bioagens v lesnické ochranéiské praxi (pfizptusobeni letecké aplikaci). Téma
bylo tedy feSeno komplexné¢ — od objasnéni teoretickych zdkladli pfes samotny vyvoj
bioagens aZ po jeho laboratorni a terénni testovani. Doposud ziskané vysledky davaji nadéji,
Ze ziskany biopreparat najde své uplatnéni v ochran€ lesa i u nas. Bude je ovSem potieba jesté
ovefit rozsahlejSim velkoploSnym pokusem, pokud by se uvazovalo o pouZiti bioagens na
komeréni bazi. ZaleZi ted’ jen na podnikatelské sféfe, zda se dovede vyroba tohoto moderniho
prostiedku — houbového insekticidu — az do stddia komer¢niho vyuziti.
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Uvod

V piispévku byla shrnuta c¢innost laboratofe fytopalogie Katedry botaniky PiF UP
v Olomouci (se zaméfenim na studim pidvodci mykéz u rostlin) a predstavena sbirka
fytopatogennich mikroorganismiit UPOC, kterd je soucasti Narodniho programu konzervace a
vyuzivani genetickych zdroji rostlin a mikroorganismii (MZe CR). Bliz&i pozornost byla
vénovana taxonomii, biologii a kultivaci ,,peronospor ¢i ,,peronosporalnich hub* (zastupci t.

Peronosporales, ti. Peronosporomycetes — diive Oomycetes).
Sbirka mikroorganismi UPOC

Kolekce mikroorganismt udrZzovanych na KB a KBBG PiF UP zahrnuje 172 izolati 16
druhti fytopatogennich hub a peronospor, 31 izolat 26 druht sinic a fas, 29 izolati 9 druhi
fytoplazem a vird. Kromé téchto kmenil zatazenych do oficidlni Nérodni databidze genovych
zdrojit mikroorganismii ( http://www.vurv.cz/collections/collection_cz.htm ) naSe pracovisté
disponuje nékolikandsobné vétsi pracovni sbirkou izolati kazdoro¢né rozsifovanou terénnimi
sbéry. Co se ty¢e mikromycet, krom¢ padli (f. Erysiphales) a deuteromycet (pfedevsim r.
Fusarium, Colletotrichum), je vyznamnou soucasti kolekce tzv. ,,downy mildews® - zdstupct
. Peronosporales, zptisobujici na spodni stran¢ listi rostlin povlaky sporangiokonidiofort
(odtud pojmenovani) a Cesky oznacovanych jako plisn€ ¢i peronospory.

Peronospory

Tyto parazitické mikroorganismy, vyznacujici se cénocytickou vldknitou stélkou, byly pro
svou podobnost s ,,pravymi‘ mikroskopickymi houbami dlouhou dobu fazeny do fiSe Fungi. S
postupujicim pozndnim se vSak ndzory na zafazeni téchto organismi dynamicky méni a jsou
navrhovédny nové taxonomické skupiny. V systému Sesti i1 CAVALLIER-SMITHA (1998) jsou
,,peronospordlni houby* vyd€lovany do fiSe Chromista, nejnové€ji néktefi autofi uprednostiuji
zafazeni do fiSe Chromalveolata (napt. ADL ET AL., 2005). Recentni poznatky podrobné

shrnuji LEBEDA & MIESLEROVA (2006). Kritéria v soucasnosti pouZivand v klasifikaci
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peronospor jsou: slozeni bunécné stény, ultrastruktura biciku, biosyntéza lyzinu, morfologie
mitochondrii a na molekuldarni tdrovni struktura 18S rDNA. V taxonomii podtt.
Peronosporomycetiae  dochdzi k neustdlym zméndm na zdkladé vysledkli novych
molekuldrnich a mikroskopickych vyzkumu. Mikroskopické znaky ne vzdy koresponduji s
molekuldrnimi daty, zato velmi dileZitymi se jevi znaky ziskané SEM a vazba na hostitelskou
rostlinu. Tyto vysledky i dal$i aspekty studia peronospor byly prezentoviny ve dnech 2.- 6. 7.
2007 v Olomouci na 2" Downy Mildew Symposium (http://www.downymildews.upol.cz/).
Priace vénované evoluci a taxonomii, biologii a ekologii, genetické variabilité, patogenité,
epidemiologii a zplsobiim kontroly vic¢i peronospordm lze najit v publikaci LEBEDA &
SPENCER-PHILLIPS (2007).

Z hlediska biologie peronospor je vyznamnd zdavislost na steroidech cerpanych z
hostitelské rostliny. Asociace s t€émito obligatnimi biotrofnimi ¢i hemibiotrofnimi parazity
byly nalezeny u rostlin bez mykorhizy, coz je diskutovdno v souvislosti s moZnym vySSim
obsahem sekundarnich metaboliti (LEBEDA & MIESLEROVA, 2006). Zmény ve fyziologii
hostitelské rostliny v disledku patogeneze jsou na nasem pracovisti podrobné studovany u
patosystému Lactuca spp.-Bremia lactucae (LEBEDA et al., 2008). Vyznamnou signdlni
molekulou ve zminénych interakcich je napf. peroxid vodiku; regulace jeho hladiny
v rostlinnych pletivech tizce souvisi s projevem interakce genotyp rostliny — rasa patogenu
(SEDLAROVA et al., 2007).

Pivodce plisn¢ salatové, Bremia lactucae, je zajimavy i diky dynamické mikroevoluci,
jejimz vysledkem je diferenciace ras v populaci patogenu. Nové izoldty jsou ziskdvany
terénnimi sbéry a udrzovdny na pletivech nachylnych genotypt hostitelskych rostlin
ovéfenymi metodami (MIRANDA & LEBEDA, 2007). V laboratornich podminkéch je testovdn
fenotyp interakce na diferenciatnim souboru hostitelskych genotypl. Nase pracovisté je
soucdsti IBEB (International Bremia Evaluation Board), ktery tyto postupy standardizuje.

Peronospory jsou na naSem pracovisti studovdny vramci nékolika projektt (kromé
patosystému Lactuca spp.-B. lactucae napt. interakce tykvovité-Pseudoperonospora cubensis,
slunecnice-Plasmopara halstedii). Pozornost je vénovana predevsim ndsledujicim tématim:
struktura populaci patogenu (frekvence vyskytu jednotlivych ras, casové zmény struktury
populaci), odolnost viic¢i chemickym faktoriim (fungicidy, ristové regulatory), reakce rostlin
na napadeni (biofyzikalni, molekularni, biochemické a anatomicko-morfologické parametry).

Podékovani

_Préce byla finanén¢ podporena dotacnim titulem MZe CR (NPGZ-M/03-023) a projekty
MSMT CR (MSM 6198959215), NAZV(QH 71254), GA CR (GP 522/02/D011).
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Potencialné toxinogenni mikromycety na transgenni Bt-kukufici a na
netransgennich hybridech kukuiice
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The potentially toxigenic species of genera Fusarium, Aspergillus, and Penicillium are widespread and common
fungi infecting maize and causing a wide range of diseases. The toxigenic species enter into maize through
different routes. The very often route is damage of plants created by insects, especially by European corn borer
(ECB) which is the major pest of maize in the Czech Republic. This damage of plants and their ears is often the
initial infection site for toxigenic species. Bt-transformed maize can reduce the occurrence of toxigenic species
and their mycotoxins. This transgenic Bt-maize contains the gene from soil bacterium (Bacillus thuringiensis)
express the toxic Cry 1 Ab protein which protects the maize against European corn borer. During the years 2002-
2005 different samples of corn (preharvest, harvest and postharvest) from different localities of the Czech
Republic (Ivanovice na Hané, Praha-Ruzyné, Troubsko and Potéhy) were collected. The main aim of this study
was to analyse the spectrum of toxigenic species occuring in different samples of maize (preharvest ears, harvest
and postharvest grains). In total, 47 potentially toxigenic species were isolated. The highest number of isolated
species was in the years 2002, 2005, and from the locality Praha-Ruzyné. The most frequent species were
Fusarium subglutinans, F. verticillioides, F. proliferatum, F. poae, F. sporotrichioides, Aspergillus fumigatus,
A. versicolor, Penicillium crustosum, P. chrysogenum, and P. expansum. The efficacy of Bt-maize was showed
in lower occurrence of potentially toxigenic species.

Keywords: Bt-transformed and non-Bt-transormed maize, toxinogenic microfungi
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Uvod

BezpecCnost a nezdvadnost zemédélskych surovin a potravin je vyraznym fenoménem
dnesni doby a vyrazné stoupd zdjem Siroké vetejnosti o ptivod a kvalitu potravin (NEDELNIK
& MORAVCOVA, 2004). Kukufice patii v soucasné dob¢ u nas i v zahrani¢i mezi vyznamné
produktivni polni plodiny. Jeji péstovani se v CR v poslednich letech stabilizovalo na 210-220
tisicich ha na ploch urcenych ke sklizni na silaz (70% vsech ploch kukufice) a na pfiblizné
80-85 tisicich ha urcenych ke sklizni na zrno (ZAHRADNICEK et al., 2007).

Potencidln¢ toxinogeni druhy rodu Fusarium, Aspergillus a Penicillium jsou velmi
rozsifené a Casté houby, které infikujici kukufici a zplisobuji jeji onemocnéni s ndslednou
redukci vynosu a kvality. Tyto houby mohou napadat kukufici v riznych fazich ristu,
riznymi zpusoby, ale velmi Castym zpiisobem je poSkozeni hmyzem, pifedev§im zavijeCem
kukufi¢nym, ktery patii v dnesni dobé mezi hlavni Sktidce kukufice.

Zavije¢ kukufi¢ny je motyl, ktery se béZné vyskytuje na raznych vétSich bylinach (lebeda,
merlik, kopfiva, atd.), ale k jeho vyznamnému rozsiteni doslo s ndstupem péstovani kukufice,
kterd je pro n& velmi vyhodnou hostitelskou rostlinou (BAGAR, 2002). Housenky zavijece
kukuficného Skodi piimo svym zirem ve stéblech, pfipadné v palicich a oslabuji rostliny
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kukufice. K nepfimym Skoddm dochdzi tim, Ze poranéni umoznuji vstup ptvodcim
houbovych chorob do rostliny, zejména rodu Fusarium Ochrana kukufice pfed zavijeCem
kukuficnym neni jednoduchou zdleZitosti, a proto je nutné uplatiovat fadu opatieni, kterd
povedou ke sniZeni populacni hustoty tohoto Sklidce, napt. agrotechnicka opatfeni (spravny
osevni postup, likvidace poskliznovych zbytkli, zpracovani ptidy), biologickd ochrana
(vosi¢ka rodu Trichogramma), chemickd ochrana a v posledni dobé i genetickd ochrana
(MON 810) (ROTREKL, 2007). Biologicka ochrana znamenda piimou ochranu kukufice pomoci
parazitické vosicky rodu Trichogramma - ptipravek Trichocap, Trichoplus. Drobna vosicka
Trichogramma evanescens maydis (drobnénka vejcozravd) je vajeny parazitoid, ktery klade
vajicka do vajic¢ek hostitelskych druhit motyli. V dobé¢ aplikace jsou vosicky ve stadiu kukel a
predkukel. Na poli se vosi¢ky lihnou, vylétavaji ven z kapsle a vyhleddvaji sntasky vajicek
zavijeCe. V porostu se pak dile mnozi a po celou dobu néletu zavijeCe dochazi k parazitaci
(BAGAR, 2002, 2004). Aplikace ptipravku je na zdklad¢ signalizace dle ndletu motyla do
svételnych lapacii (ROTREKL, 2004). DileZité je provést aplikaci ve spradvném terminu, to je
na pocatku ndletu zavijece, diive nez se objevi prvni snlisky vajicek. Splnéni této podminky je
nezbytné, protoze Trichogramma coby vajeCny parazitoid, je schopna zachytit vyvoj zavijece
pouze ve stadiu vajicka (BAGAR, 2000a). BohuZel vlivem nepfiznivych podminek jiz
nckolikdtym rokem nedochdzi k optimédlnimu sfizovani kladeni vajicek zavijeCem a aplikace
a ptipadného namnozeni vosi¢ek rodu Trichogramma, a nasledn¢ ucinnost biologické ochrany
byla v poslednich 4 letech pomé&rmé nizk4 (RiHA, 2007).

Transgenni Bt-kukufice muze sniZovat vyskyt zavijeCe kukuficného (a tim i vyskyt
potencidlné toxinogennich rodll) diky genu z pidni bakterie Bacillus thuringiensis, ktery
indukuje tvorbu toxického proteinu Cry 1 Ab v zelenych Céstech rostliny, letdlniho pro
Sktdce. V dne$ni dobé je to jedna z nejbéznéji péstovanych trasgennich plodin na celém svéte
(Wu, 2006). GATCH & MUNKVOLD (2002) uvadéji vyrazné nizs$i napadeni stébel Bt-kukufice
druhy Fusarium verticillioides, F. proliferatum, F. subglutinans nez u ostatnich hybridii
kukufice, jak pfi sledovani piirodni infekce larvami, tak v infek¢nich pokusech se zavijeCem
kukufi¢nym.

Problému kontaminace obilovin se vénuje celd fada autor z riznych zemi, jejichZ vycet
by byl nekone¢ny a tak uvddim jen mensi piehled.

LEW & al. (2001) v Rakousku zjistovali vyskyt toxinogennich mikromycetd na rostlinach,
v krmivech a potravindch. Ptfevladdajicimi druhy na kukufi¢nych palicich byly Fusarium
subglutinans, F. graminearum, mén¢ Cast€é byly druhy F. poae, F. avenaceum,
F. proliferatum, F. culmorum, F. tricinctum, F. cerealis (syn. F. crookwellense), F. equiseti,
F. verticillioides, F. oxysporum a F. sporotrichioides.

Pfi rozséhlém studiu v Polsku byly na ceredliich zjistény druhy Fusarium graminearum,
F. culmorum, F. sambucinum, F. avenaceum, F. crookwellense, F. poae, F. sporotrichioides,
F. tricinctum, F. chlamydosporum, F. semitectum, F. equiseti F. acuminatum,
F. verticillioides, F. subglutinans, F. proliferatum, F. anthophilum, F. solani, F. oxysporum
a F. coeruleum (CHELKOWSKI et al., 2001). LOGRIECO et al. (1993) v okoli VarSavy izolovali
na vSech viditeln€ poskozenych rostlinach kukufice druh F. subglutinans.

PEPELINJAK et al. (1998) v Chorvatsku izolovali z 60 vzorkt kukufice 25 kmend rodu
Fusarium. Nejvice se vyskytovaly druhy Fusarium verticillioides (40% vzorkl),
F. oxysporum (16%), v mensi mite druhy F. sporotrichioides, F. tricinctum, F. graminearum
a F. culmorum.

LEVITIN (2001) fadi mezi nejfrekventovanéjsi druhy v ceredliich (kukufice, oves, ozima
pSenice) v Rusku Fusarium avenaceum, F. sporotrichioides, F. poae a F. culmorum.
Dominantni druhy izolované z rhizosféry obilek byly F. culmorum. F. avenaceum, F. poae
a F. solani.
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V Norsku se STENWIG & LIVEN (1988) zabyvali kontaminaci na nevhodné uskladnénych
obilkdch. Nejcastéji byl ze zastupcii rodu Aspergillus izolovan druh Aspergillus fumigatus, ze
zastupct rodu Fusarium druhy F. avenaceum, F. culmorum, F. tricinctum, F. poae,
F. oxysporum, F. sambucinum, F. acuminatum, F. graminearum, F. chlamydosporum,
F. lateritium, F. subglutinans, F. sporotrichioides (sefazeni podle frekvence vyskytu). Ze
zastupcti rodu Penicillium byly izolovany druhy Penicillium puberulum, P. brevicompactum,
P. viridicatum, P. aurantiogriseum, P. solitum, P. hordei, P. verrucosum, P. crustosum,
P. rugulosum, P. echinulatum, P. expansum, P. fellutanum, P. chrysogenum, P. concentricum,
P. roquefortii a P. variabile (sefazeno rovnéz podle frekvence vyskytu).

BAKAN (2001) ve Francii nejCastéji izoloval zobilek kukufice druhy Fusarium
proliferatum, F. verticillioides a F. culmorum.

Ve Spanélsku SANCHIS et al. (2001) izolovali zkrmiv druhy Aspergillus alliaceus,
A. candidus, A. flavus, A.fumigatus, A. ochraceus, A. tamarii, A. tereus, A. versicolor,
Eurotium amstelodami, E. chevalieri a E. rubrik. Na zkoumanych kukufi¢nych potravinach
a krmivech byl dominantni druh Fusarium verticillioides, dale F. avenaceum, Microdochium
nivale, F. proliferatum, F. semitectum a F. subglutinans. JIMENEZ & MATEO (2001) izolovali
z ceredlii druhy Aspergillus flavus, A. niger, A. glaucus, A. ochraceus, A. candidus,
A. fumigatus, s mensi frekvenci druhy A. versicolor, A. clavatus a A. terreus. Ze zastupcl
rodu Penicillium a Fusarium se s vysokou frekvenci vyskytovaly druhy Penicillium variabile,
P. islandicum, P. purpurogenum, P. chrysogenum, P. capsulatum, P.thomii, P. oxalicum,
P. griseofulvum, Fusarium verticillioides, F. graminearum, F. culmorum a F. oxysporum.

BOTTALICO & LOGRIECO (2001) uvadi nejCastéji se vyskytujici potencidlné toxinogenni
druhy na kukufiénych obilkach v Itdlii — Fusarium graminearum, F. culmorum,
F. avenaceum, F. verticillioides, F. proliferatum, F. subglutinans, F. equiseti, F. tricinctum,
Microdochium nivale, F. solani, F. oxysporum, F. compactum a F. heterosporum.

SROBAROVA (2000) na 21 lokalitich na Slovensku studovala vyskyt zdstupcti rodu
Fusarium na kukuficnych obilkdch v letech 1996-1998. Mezi dominantni druhy patfily
Fusarium verticillioides, F. proliferatum a F. subglutinans. Pomérné Casto byl pfitomen
i druh Fusarium graminearum. Mezi mén¢ frekventovany druh pattil Fusarium anthophilum.
Druhy, které se nevyskytovaly po vSechny sledované roky, byly Fusarium poae, F. solani,
F. compactum, F. oxysporum, F. sambucinum a F. avenaceum.

NEDELNIK (2000, 2001) uvadi, Ze z dosavadnich vysledki vyplyvaji jako hlavni
kontaminanti kukufice v naSich podminkdch druhy Fusarium culmorum, F. graminearum,
F. avenaceum. S mensi intenzitou byl zaznamendn vyskyt druhl F. verticillioides,
F. proliferatum, a velmi nizky vyskyt druht F. poae, F. oxysporum a F. solani.

Material a metodika

V priibéhu let 2002-2005 byly provedeny odbéry vzorki kukufice z nékolika lokalit CR -
Ivanovice na Hané, Troubsko, Potéhy a Prahy-Ruzyné. Pro zjisténi celkového spektra
potencidlné toxinogennich druhi na kukufici byly vzorky odebirdny v priabéhu vegetace, pii
sklizni a nédsledné¢ 1 po urcité dobé skladovani v provizornich podminkich ve skladu.
V pritbéhu vegetace byly v porostu kukufice odebirdny palice kukufice s viditelnym
poZerkem od zavijeCe kukufi¢ného a s patrnym myceliem na povrchu kukutice (Zea mays L.)
a u Bt-kukufice byly odebirdny palice s mechanickym poSkozenim nebo viditelnym myceliem
na povrchu. Na lokalitdch byly zkouSeny rizné ochrany kukufice proti zavijeci kukufi¢nému:
1) transgenni Bt-kukufice MON 810 (genetickd ochrana), 2) netransgenni hybrid (kontrolni
varianta — agrotechnickd ochrana), 3) netransgenni hybrid biologicky oSetfen proti zavijeci
kukuficnému pomoci parazitické vosicky rodu Trichogramma (biologicka ochrana).
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Pro izolaci potencidlné toxinogennich roda byly pouzity izolacni metody: piima izolace
viditelného mycelia z povrchu palice na izola¢ni médium a povrchové sterilizace obilek
kukufice. Pro izolaci mikromycetl z jiz uskladnéné kukufice byla pouZzita metoda izolace
z povrchové sterilizovanych obilek a z povrchové neoSetfenych obilek. Jako zdkladni izolacni
média byla zpocatku pouzita: agar se sladovym extraktem (MEA), kukufi¢ény agar (CMA)
apudni agar s glukézou a bengdlskou cerveni (SEGA). Nasledné byla pouZzita selektivni
média pro potencidln¢ toxinogenni rody: Czapek-Dox agar siprodionem a dichloranem
(CZID) a agar sdichloranem, chloramfenicolem a bengélskou cerveni (DBRC). Pro
determinaci jednotlivych druhli rodu Aspergillus byla pouzita média - agar se sladovym
extraktem (MEA) a Czapklv agar (CZ). Determinace druhd rodu Fusarium probihala na
médiich — specidlni zZivny agar (SNA), ovesny agar (OA) a bramboro-dextrézovy agar (PDA).
Druhy rodu Penicillium byly ur€ovany na agaru se sladovym extraktem (MEA) a Czapkové
agaru s kvasnicnym extraktem (CYA).

Pro determinaci izolovanych hub byly pouzity publikace: BOOTH (1971), BRAYFORD
(1993), BURGESS et al. (1988), FASSATIOVA & KUBATOVA (1990), GERLACH & NIRENBERG
(1982), KLICH & P1TT (1988), KOZAKIEWICZ (1989), PITT (1979), PITT (1991), RAMIREZ
(1982), RAPER & FENNELL (1965), RAPER & THOM (1949), REENEN-HOEKSTRA et al.(1990),
SAMSON et al. (1996), SAMSON & PITT (1990), SEIFERT (1996), STOLK et al. (1990), TZEAN et
al. (1990, 1994).

Vysledky a diskuse
Béhem studovanych let 2002-2005 bylo ziskdno celkem 615 vzorkd kukufice, z nichz
bylo izolovdno 47 taxonl potencidlné¢ toxinogennich hub: 7 taxoni rodu Aspergillus, 17

taxont rodu Fusarium a 23 taxonu rodu Penicillium (viz Tab.1).

Tab. 1. Pehled izolovanych potencidlné toxinogennich druhti rodu Aspergillus, Fusarium a Penicillium.

Non

Druhy 2002 | 2003 | 2004 | 2005 1 1I 111 v Bt Bt A B C
Aspergillus flavus + + + + + + + + + +
Aspergillus fumigatus + + + + + + + + + + +
Aspergillus niger + + + + + + + + + +
Aspergillus ochraceus + + + + + + + + +
Aspergillus sclerotiorum + + + + + +
Aspergillus versicolor + + + + + + + + + + +
Aspergillus sp. + + + +
Fusarium acuminatum + + + + + +
Fusarium avenaceum + + + + + + + + + + + +
Fusarium culmorum + + + + + + + + + +
Fusarium equiseti + + + +
Fusarium graminearum + + + + + + + + + + +
Fusarium oxysporum + + + + + + + + + + + +
Fusarium poae + + + + + + + + + + + + +
Fusarium proliferatum + + + + + + + + + + + + +
Fusarium sambucinum + + + + + + +
Fusarium scirpi + + + +
Fusarium semitectum + + + + + +
Fusarium solani + + + + + +
Fusarium sp. div. + + + + + + + + + + + + +
Fusarium sporotrichioides + + + + + + + + + + + + +
Fusarium subglutinans + + + + + + + + + + + + +
Fusarium tricinctum + + + +
Fusarium verticillioides + + + + + + + + + + + + +
Penicillium + + + + + + + + + + +
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Non

Druhy 2002 | 2003 | 2004 | 2005 I II III 1A% Bt Bt A B C
brevicompactum
Penicillium canescens + + + +
Penicillium citreonigrum + + + +
Penicillium corylophilum + + + + + + +
Penicillium crustosum + + + + + + + + + + + + +
Penicillium digitatum + + + +
Penicillium expansum + + + + + + + + + + + + +
Penicillium glabrum + + + + + +
Penicillium griseofulvum + + + + + + + +
Penicillium hordei + + + + + + + +
Penicillium chrysogenum + + + + + + + + + + + + +
Penicillium islandicum + + + + + + + + + +
Penicillium minioluteum + + + + + + + + + + +
Penicillium olsonii + + + + + + +
Penicillium oxalicum + + + + + + + + +
Penicillium pulvillorum + + + + + +
Penicillium purpurogenum + + + + + + + + + +
Penicillium purpurogenum
var. rubrisclerotium * * + + + + + + + +
Penicillium sp. div. + + + + + + + + + + + + +
Penicillium cf. spinulosum + + + +
Penicillium thomii + + + + + + +
Penicillium cf. variabile + + + +
Penicillium viridicatum + + + + + + + +
47 34 29 23 34 34 39 21 24 31 46 31 32 33

Vysvétlivky: lokalita I — Ivanovice na Hané (2002-2005), lokalita IT — Praha-Ruzyné¢ (2002-2004), lokalita IIT —
Troubsko (2005), lokalita IV — Potéhy (2005), A — ptedskliziové vzorky, B — skliziové vzorky, C — poskliziiové
vzorky

Nejvyssi pocet taxonl (39) byl izolovan ze vzorkl z lokality Praha-Ruzyné, odkud byly
vzorky ziskavany po dobu tif let a ddle v letech 2002 a 2005 (34 taxonti).

Nejcastéji izolované druhy ze vzorkl kukufice v roce 2002 byly Fusarium subglutinans,
F. oxysporum, Aspergillus versicolor, A. fumigatus, Penicillium crustosum a P. hordei.

Vroce 2003 patfily mezi nejCast&jSi druhy Fusarium verticillioides, F. subglutinans
a Penicillium purpurogenum var. rubrisclerotium.

Vroce 2004 to byly druhy Fusarium subglutinans, F. verticillioides, Aspergillus
fumigatus a Penicillium crustosum a vroce 2005 druhy Fusarium subglutinans,
F. sporotrichioides, Penicillium chrysogenum a P. expansum. Druh Fusarium subglutinans
patiil ve vSech Ctyfech letech k nejcastéjSim izolovanym druhtim z kukufice, cemuz
odpovidaji i vysledky z literatury, stejné jako u druhu F. verticillioides (BAKAN, 2001; LEW &
AL., 2001; LOGRIEGO et al, 1993; LOGRIECO et al., 2002; SROBAROVA, 2000; atd.).

Podle vyskytu hub v pfedskliziiovych (31 taxoni), skliziovych (32 taxoni)
a poskliziiovych vzorcich (33 taxonil) nelze mykobiotu kukufice jasn€ rozd€lit na tzv. polni
(rody Fusarium a Penicillium) a skladi$tni (rody Aspergillus a Penicillium). Je zjiS§t€éno (ONO
et al., 2002), Ze druhy rodu Fusarium se mohou vyskytovat urcitou dobu i pii skladovani
kukufice, aniZ by byla dodrZena pro né typicka vlhkost riistu kolem 20%.

Utinnost transgenni Bt-kukufice se projevila nejen v odolnosti k napadeni kukufice
zavijeCem kukufiénym, ale hlavné ve sniZeni vyskytu fuzariovych druht, stejné jako uvadi
napt. (GATCH & MUNKVOLD, 2002). V roce 2002 byla frekvence vyskytu druhu Fusarium
subglutinans na Bt-kukufici niz§i o 11% a u druhu F. oxysporum o 16,6% oproti netransgenni
kukufici. V roce 2003 byla frekvence vyskytu druhu F. verticillioides na Bt-kukufici nizsi
dokonce az o 76,6% a o 39% u druhu F. subglutinans. Taktéz v roce 2004 byly frekvence
vyskytu fuzariovych druhti vyrazné nizs$i na Bt-kukufici oproti netransgenni kukufici, a to
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0 68,7% u druhu Fusarium subglutinans a o 100% u druhu F. verticillioides. V roce 2005 se
frekvence vyskytu druhu F. subglutinans sniZila na Bt-kukufici o 39,1% a u druhu
F. sporotrichioides o 14,3%.

Z tabulky je také zfejmé, Ze vyskyt potencidlné toxinogennich hub na Bt-kukufici (31
taxonil) je niZ$i neZ na netrasgennich hybridech kukufice (46 taxonu). I kdyZ by nékdo
ocekaval uplnou absenci hub na Bt-kukufice, musim podotknout, Ze tyto houby byly
izolovany z viditelné poSkozenych palic (mechanikou, ptdky, atd.), ¢imZ byla vytvofena
vstupni brdna pro tyto patogeny.
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Toxinogenni mikromycety r. Fusarium a jejich chemotypy
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The aim was to determine the representation of Fusarium species and analyze chemotypes of F. graminearum and
F. culmorum using DNA markers for genes Tri7 and Tril3. In total, 72 samples were processed. Fusarium species
were found in 35 samples and 190 monosporical isolates were isolated from the samples. The most frequent
micromycetes were Fusarium graminearum (57 %); next species were occurred with following frequency F.
culmorum (14 %), F. avenaceum (12 %), F. poae (11.5 %), F. equiseti (0.5%) and Fusarium sp. (5%). The
isolates with difficulty determined by morphological methods were detected using published species specific
DNA markers. 72 isolates of F. graminearum and F. culmorum were analyzed using six DNA markers to detect
their chemotypes. The analyses revealed two producers of nivalenol.
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Uvod

Mikromycety rodu Fusarium vyskytujici se na pSenici a dalSich obilovindch jsou znamy
zcelé Evropy (BOTTALICO & PERRONE, 2002). Fuzari6za klasu (scab), choroba klasi
zpusobend druhy rodu Fusarium, se projevuje predCasnym odumienim klasti nebo jejich
zbélenim. Hlavnimi hostiteli jsou pSenice, je¢men a kukufice. Toto onemocnéni je zvIasté
vyznamné ve vlhkych oblastech. V takovych pfipadech mize dojit k vyznaénym ztratim na
vynosech zptsobenych sterilitou kldskli a nedostatecné vyvinutymi obilkami. Hlavnimi
puvodci fuzariéz klasu jsou néasledujici mikromycety rodu Fusarium: Fusarium graminearum,
F. culmorum, F. avenaceum, F. poae a Microdochium nivale. Jednd se o fakultativni
nespecifické parazity, ktefi také mohou infikovat dal$i casti rostlin (PARRY et al., 1995,
PETROWSKI et al., 2003, LEMMMENS et al., 2004). V mensi mife se vyskytuji dalsi druhy rodu
Fusarium napt. F. tricinctum, F. equiseti, F. acuminatum, F. sambucinum a F. oxysporum
(Ioos et al., 2004). Poskozeni klasi tedy mize byt doprovazeno infekci kofent nebo listii nebo
naslednym napadenim kli¢nich rostlin. Néaroky téchto patogenli na vyzivu jsou nendro¢né,
jednd se o vSudypiitomné saprofyty. Limitujicim faktorem pro ptechod do parazitické faze je
obvykle vlhkost. Zvlastni pozornost je vénovana schopnosti mnohych ptivodct fuzariéz klasu
produkovat mykotoxiny, z divodii mozné kontaminace ndslednych produktti (BOTALICO &
PERRONE, 2002). Pifitomnost mykotoxinii, zejména u pSenice, je celosvétoveé sledovany
problém, protoZe kontaminace krmiv a potravy se zdd byt nevyhnutelnd. Nasledn¢ dochazi
k projevim chronické nebo akutni mykotoxikdzy (trdvici potize, poruchy plodnosti),
pfedevSim u dobytka a v menSi mife i u ¢lovéka (IARC, 1993).

Syntéza mykotoxinit DON a NIV u hub rodu Fusarium je komplexni proces, do kterého je
zahrnuto nékolik Tri gent, tvoficich tzv. trichotecénovy biosynteticky cluster. Gen Tril3 se
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podili na pfeméné DONu na NIV a gen Tri7 na acetylaci NIVu na 4-acetyl-nivalenol (4-ANIV)
(LEE et al., 2001, 2002, BROWN et al., 2001).

Cilem uvedené studie bylo stanovit druhového sloZeni pivodci fuzariéz klasu pSenice v
Ceské republice a detekce chemotypt druhti F. graminearum a F. culmorum pomoci
molekuldrnich markerti odvozenych od gent Tri7 a Tril3.

Material a metodika

Celkem bylo zpracovano 72 vzorkil ozimé pSenice z riiznych lokalit Ceské republiky z let
2003 a 2004. Mikromycety rodu Fusarium byly zjistény ve 35 vzorcich. Z uvedenych vzorki
bylo vyizolovdno a ur¢eno 190 monosporickych izolatl r. Fusarium.

Povrch obilek byl sterilizovan omytim v 1% NaClO po dobu 3 min. a poté tfikrat omyt
sterilni vodou po dobu 1 min. Pro kultivaci byla pouZita ndsledujici média (ATLAS & PARKS
1997): Pentachloronitrobenzene agar aiprodionem (PCNB) a bramborovo-dextr6zovy agar
(PDA). Petriho misky byly inkubovany pii 20-25°C. Jednotlivé druhy byly uréovany pomoci
svételného mikroskopu pfi kultivacich na piislusnych diagnostickych médiich: Speciélni Zivny
agar (SNA), bramborovo-dextrézovy agar PDA, ovesny agar (OA). Mikromycety byly
determinovany s pouzitim ndsledujicich kli¢i: BOOTH (1971), BRAYFORD (1993), BURGESS
(1988), SAMSON et al. (1996) SEIFERT (1996) a LESLIE & SUMMERELL (2006).

Izolaty, u kterych byla determinace pomoci klasickych morfologickych metod obtiZznd nebo
nejednoznacnd, byly testovany pomoci druhové specifickych primert pro druhy Fusarium
graminearum, F. culmorum, F. avenaceum, F. poae a F. equiseti (NICHOLSON et al., 1998,
LEES, 1995, PARRY & NICHOLSON, 1996, MISHRA et al., 2003) .

Chemotypy byly hodnoceny u 72 izolatd druht F. graminearum a F. culmorum pouZitim
primert a optimalizované metodiky podle CHANDLER et al. (2003).

DNA byla izolovand metodou CTAB (LEISOVA et al., 2005). Kvalita a koncentrace DNA
byla ovéfena pomoci translumindtoru po separaci v 0,8% agar6zovém gelu, po obarveni
ethidiumbromidem a srovndna s délkovym standardem Lambda DNA/HindIIl.

Vsechny PCR reakce prob¢hly v celkovém objemu 25ul obsahujicim 10x pufr Qiagen, 2,5
mM dNTP mix (Promega), 0,8 U Taq polymerase (Qiagen), 100nM jednotlivych primera a
10ng DNA. PCR cyklus na termocykleru UNO II (Biometra) byl néasledujici: 95°C 5 min, 35
cykli pti 95°C 30s, 62/60°C 30s, 72°C 40s a kone¢na extenze pii 72°C 5 min (teploty
annealingu pro jednotlivé primery viz. tab. 1). Produkty reakce byly separovany elektroforézou
v 2% gelu a po obarveni ethidiumbromidem byly vizualizovany pod UV lampou.

Tab. 1. PouZité primery, teplota annealingu a velikost produktu PCR reakce

nazev primeru | detekce druhu/chemotypu | annealing (°C) | produkt (bp)

Fgl6® F.graminearum 62 570

Fc51° F.culmorum 60 400 - 500

Fa® F.avenaceum 60 920

Fp°© F.poae 62 220

Fe © F.equiseti 62 400

Tril3DON | DON 60 282

Tril3NIVY  [NIV 60 312

Tri7 ¢ DON/NIV 60 436 (NIV), 458 — 535 (DON)
Tri7NIV ¢ NIV 60 465

Tri7DON‘ | DON 60 381 — 445

MinusTri7 ¢ DON 58 483 (produkt detekuje absenci genu Tri7)

#Nicholson et al., 1998

b Lees, 1995

¢ Parry & Nicholson, 1996
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4 Chandler et al., 2003
¢ Mishra et al., 2003

Vysledky

Mikromycety r. Fusarium byly zjiS§tény ve 35 vzorcich ozimé pSenice, odebrané na izemi
Ceské republiky. Zuvedenych vzorkii bylo celkem izolovdno a determinovdno 190
monosporickych izoldtl. Nejcastéji se vyskytovaly mikromycety druhu F. graminearum
(57%), ostatni druhy byly zjistény v ndsledujicich frekvencich F. culmorum (14 %), F.
avenaceum (12 %), F. poae (11,5 %), F. equiseti (0,5%) a Fusarium sp. (5%).

Analyzou 72 izolata druhti F. graminearum a F. culmorum byly detekovani dva producenti
nivalenolu — izolét €.1 (F. graminearum) a izolét €. 99 (F. culmorum). Ostatni testované izoléty
patii mezi producenty deoxynivalenolu. V piiloze €.1 jsou uvedeny reakce testovanych izolata
k jednotlivym markerim.

Izolaty obtizn¢ urcitelné pomoci klasickych morfologickych metod byly detekovany
pomoci publikovanych druhové specifickych markert pro druhy F. graminearum, F.
culmorum, F. avenaceum a F. poae.

Graf 1. Zastoupeni izolovanych mikromycetl rodu Fusarium (pocet izolatl).
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Mykologicky priizkum vzorkd ozimé pSenice z tizemi Ceské republiky z let 2003 a 2004
odhalil, Ze dominantnim druhem r. Fusarium bylo F. graminearum. DalSimi detekovanymi
druhy byly F. culmorum, F. avenaceum, F. poae a F. equiseti. Zjistény vysledek je v souladu
s poslednimi vyzkumy, které uvadgji, e na tzemi Ceské republiky zatind prevaZovat F.
graminearum oproti minulym letim, kdy bylo dominantnim druhem F. culmorum
(SYKOROVA et al., 2003, CHRPOVA et al., 2004, OSTRY et al., 2004). Uvedena skute¢nost
muze byt zptisobend klimatickymi zménami, které jsou vhodnéjsi pro druh F. graminearum,
ktery preferuje teplejSi a sussi klima oproti druhu F. culmorum (PARRY et al., 1995).

Analyza 72 izolath druhl F. graminearum a F. culmorum pomoci Sesti riznych DNA
markerti odvozenych od genti Tri7 a Tril3 odhalila pouze 2 producenty nivalenolu. Zbyvajici
izolaty byly urCeny jako producenti deoxynivalenolu. LEE et al. (2002) zjistili, Ze gen Tril3 je
potiebny k pfemén€ DONu na NIV a gen Tri7 se podili na modifikaci nivalenolu na 4-ANIV.
LEE et al. (2002) déle uvadi, ze existuji izolaty, které mohou mit funk¢ni gen Tri7 a zaroven
nefunk¢ni gen Tril3. Z ptirody jsou vSak zndmy jen izoldty (vCetné téch zde pouzitych), které
maji bud’ oba geny funk¢éni - NIV producenti nebo oba geny mutované a proto nefunkéni -
DON producenti (CHANDLER et al., 2003, BROWN et al., 2002).
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Vyraznd pfevaha DON producenti v CR se shoduje s tdaji v literatufe o mnohem
CastéjSim vyskytu DONu v napadenych obilkdch na tizemi Evropy (BOTTALICO et al., 1998).
Dosavadni vysledky potvrdily predpoklad, ze vyskyt NIV producentl je natolik nizky, Ze
nehrozi zavaznéj$i kontaminace obilek toxictéjSim nivalenolem.

Podékovani

Price byla vypracovand za podpory projektu QG50076 Mze Ceské republiky. Molekuldrn{
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Disease & Stress Biology. Autofi d¢kuji vedoucimu tymu Dr. Paulovi Nicholsonovi a jeho
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Piiloha ¢. 1
Chemotypy druhti F. graminearum a F. culmorum

izolat | Fusarium sp. Fgll Fc51 Tril3DON | Tril3NIV | Tri7 | Tri7NIV | Tri7DON | MinusTri7 | Toxin
1 graminearum + \ \ + + + \ \ NIV

4 graminearum + \ + \ + \ \ \ DON
10 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
11 culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
12 graminearum + \ + \ + \ \ \ DON
13 graminearum + \ + \ + \ \ \ DON
14 graminearum + \ + \ \ \ \ \ DON

155




20 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
27 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
28 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
29 graminearum + \ + \ + \ \ \ DON
30 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
31 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
32 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
33 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
35 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
36 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
37 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
39 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
43 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
44 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
46 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
47 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
48 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
49 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
51 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
52 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
58 culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
60 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
61 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
62 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
63 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
64 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
65 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
66 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
67 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
71 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
72 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
73 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
84 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
85 culmorum \ + \ \ \ \ + + DON
89 culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
99 culmorum \ + \ + \ + \ \ NIV
105 culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
106 | culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
108 | culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
195 | graminearum + \ + \ + \ + \ DON
196 | graminearum + \ + \ + \ + \ DON
197 | graminearum + \ + \ + \ + \ DON
198 | culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
200 | culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
201 culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
202 | culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
205 | graminearum + \ + \ + \ + \ DON
206 | graminearum + \ + \ + \ + \ DON
207 | graminearum + \ + \ + \ + \ DON
210 | culmorum \ + \ \ \ \ + + DON
211 culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
214 | graminearum + \ + \ + \ + \ DON
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215 culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
217 | culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
218 | graminearum + \ + \ + \ + \ DON
219 | graminearum + \ + \ + \ + \ DON
220 | graminearum + \ + \ + \ + \ DON
221 graminearum + \ + \ + \ + \ DON
222 | culmorum \ + + \ \ \ \ + DON
223 culmorum \ + + \ \ \ \ + DON
224 | culmorum \ + \ \ \ \ \ + DON
225 culmorum \ + + \ \ \ \ + DON
226 | graminearum + \ + \ + \ + \ DON
227 | graminearum + \ + \ + \ + \ DON
228 | graminearum + \ + \ + \ + \ DON

+ amplifikace produktu pfedpoklddané velikosti (viz. tabulka €. 1)

\ nedoslo k amplifikaci o¢ekdavaného produktu
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Vyskyt rzivosti libecku

IVANA SAFRANKOVA & JIRIf MULLER

Safrankova, L., Miiller, J.: The rust occurrence on the lovage.
Proceedings of the MICROMYCO 2007, NOVAKOVA, A. (Ed.): pp.158-162. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

Lovage (Levisticum officinale Koch) is a traditional spice in Southern Europe and it is still common in Southern
and Central Europe. Until 2006, there were no records of any important diseases of lovage in the Czech
Republic. Rust on the lovage was found north-west of Brno in May 2006. On the leaves there were a lot of
uredinia and one group of spermogonia. Production of teliospores was noted in September. Based on
morphological characters this rust pathogen was identified as Puccinia bornmuelleri Magnus.

Keywords: rust, lovage, Puccinia bornmuelleri

Ivana Safrankov4, Mendel University of Agriculture and Forestry in Brno, Department of Crop Science,
Breeding and Plant Medicine, Zeméd¢lskd 1, 613 00 Brno, Czech Republic. E-mail: safran@mendelu.cz
Jifi Miiller, Provaznikova 76, 613 00 Brno, Czech Republic

* presented as a poster at workshop MICROMYCO 2007, Ceské Budéjovice, September 4-5, 2007.

Prestoze se libeCek 1€katsky (Levisticum officinale) Koch pestuje ve vEétsine€ stati Evropy a
Severni Ameriky, neni jeho piivod dosud piesné urcen. Blizce piibuzny druh Levisticum
persicum pochdzi z izemi byvalé Persie a piedpokladd se, ze plané formy libeCku se vyskytuji
v téZce pristupnych pohoftich jihozapadni Asie (Heeger, 1989). Na L. persicum se vyskytuje
rez, které byla nalezena i na L. officinalis (Miiller & Safréankov4, 2007).

V roce 2006 byly nalezeny v Brné rzivé listy libecku lékatrského se spermogoniemi,
urediemi a teliemi rzi. Podle symptomli choroby na listech a stvolech libecku,
charakteristickych znakl patogenu a morfologické charakteristiky izolata byl urCen ptivodce
rzivosti libecku jako rez Puccinia bornmuelleri Magnus (1899).

Dosud je zndamo pouze nékolik lokalit vyskytu rzi P. bornmuelleri, a to na Levisticum
persicum Freyn & Bornm. v jiznim Irdnu v provincii Kerman, na hote Kuh-i-Hésar (Magnus,
1899) a v Afghanistanu v provincii Bamyan, Band-i-Amir u jezera Band-i-Zolfikar (Petrak,
1966). V Evropé na Levisticum officinale Koch v Rumunsku v r. 2000 v Iasi, v roce 2001 v
Botosani a v roce 2002 Pitesti (Catilin et al., 2007). V roce 2006 byla nalezena i v Ceské
republice v Brné¢ (Miiller & Safrankové, 2007), a vroce 2007 ve Zru¢i nad Sdzavou a
v Lutin€ (dstni sd€leni).

Puccinia bornmuelleri Magnus, Verh. Zool.-Bot. Ges. Wien 1899 p. 94

Popis patogenu:

spermogonia ve skupindch na lici listl ponofend v pletivu, medové Zlutd, kulovitd az mirné
zplostéla, 82—88 um X 79-85 um, perifysy az 46 um dlouhé, na bazi 3 um Siroké, k vrcholu
se zuzujici do Spicky nebo hackovité zahnuté;

spermacie elipsoidni, bezbarvé, 3—4 X 2,5 um;

uredia na zelenozlutych skvrnach @ 1,5-3 mm, roztrouSena po obou stranich listli, zejména na
rubu, okrouhld, @ 0,6—1,2 mm, splyvajici, na Zilkdch ve skupinich, které jsou azZ 4 mm dlouhé
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a 1,6 mm Siroké, prasiva, skoficové hnédd, lemovand protrZzenou epidermis, pozdéji Casto
usporadand kruhovité kolem centrdlni kupky.

urediospory Siroce elipsoidni, Siroce opakvejCité az kulovité, v bazalni ¢asti Casto zizené nebo
zaokrouhlené, 28-35 x 25-30 um, sténa svétle hnéd4, ca 2,5 um tlustd, na vrcholu ztloustla o
sile 4-5,5 pm, jemn¢ ostnitd, vzdalenost ostnti ca 2,5 um; (2)-3—(4) kli¢ni péry, stopka
bezbarva, stejné dlouhd jako spora nebo kratsi;

telia vznikaji z uredii, Cernohnédd, okrouhld, @ 0,25—1,0 mm, splyvajici, na fapicich az 8 x 1,8
mm (za sucha).

teliospory hruskovité, 38-51 X 21-25 um, na vrcholu zaokrouhlené, dole zuzené, tidceji
zaokrouhlené, na obrysu mirné hrbolaté ¢i jemné bradavkaté, odstup bradavek cca 1-1,5 um,
sténa 1,5 um tlustd, na vrcholu ponékud tlustsi, kastanové hnédd, kli¢ni pér horni bunky
vrcholovy, bez papily nebo se svétlejsi papilou, kli¢ni pér spodni bunky v dolni tfeting; stopka
kratkd, bezbarva, spory opadavé.

Puccinia bornmuelleri je vyvojoveé brachypuccinia.

Podékovani
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Prilohy:

Obr. 1. ZelenoZzluté skvrny s uredii na listu libecku.

Obr. 2. Teleutospory Puccinia bornmuelleri
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Obr. 3. Uredospora P. bornmuelleri

Obr. 4. Uredia na stvolu libeCku
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Obr. 5a 6. - Uredia na rubu listu
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Mikroskopické huby v interiéroch historickych budov

ALEXANDRA SIMONOVICOVA

SIMONOVICOVA, A.: Microscopic fungi in inside of historical buildings
Proceedings of the MICROMYCO 2007, NOVAKOVA, A. (Ed.): pp.163-168. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

The checklist of microscopic fungi isolated inside of historical buildings in period of 1998 to 2007 is presented.
Microscopic fungi were isolated from variable substrates as air, wooden material, stone, wall paintings, textile.
Most of all species (38) were from wooden substrate (African Art - Curia Bramer) and stone monuments in
hypogean cemetery (Crypt of Chatam Séfer) isolated. On the other hand, only 4 species of microscopic fungi
were from the air in Slovak National Gallery isolated.

Keywords: microscopic fungi, historical buildings, inside, air, wooden material, stone, wall paintings, textile

Alexandra Simonovi¢ové, Department of Pedology, Faculty of Sciences, Komensky University, Mlynské dolina
B2, 842 15 Bratislava, Slovak Republic. E-mail: asimonovicova@fns.uniba.sk

* presented at workshop MICROMY CO 2007, Ceské Budgjovice, September 4-5, 2007.

Uvod

Priestory mnohych historickych budov su dnes vyuzivané ako galérie, muzed, kniZnice, ¢i
depozity alebo archivy rdoznych kultirnych a umeleckych objektov zna¢ného historického
vyznamu. Velmi casto vSak dochddza ku kontaminécii interiérov historickych budov
mikroskopickymi hubami, ktoré st vtomto prostredi ako invdzne organizmy. Tieto
organizmy sa do vnutornych priestorov dostavaji vo forme réznych odpocinkovych ttvarov
(spéry, ulomky mycélia a pod.) spolu s prachom alebo aj na odeve ndvStevnikov, resp.
pracovnikov. V pripade vhodného organického substratu, dostato¢nej vlhkosti a teploty
dochddza ku kli¢eniu spdr arastu mycélia. Kontamindcia mikroskopickymi hubami sa
prejavi napr. ako viditeIné belavé povlaky, tmavSie bodky alebo flaky, Co zdvisi od
konkrétneho druhu a jeho fyziologickych prejavov. Rast mikroskopickych hib a produkcia
metabolitov Casto vedie k destrukcii a biodegradécii poskodeného objektu, resp. substratu.

Kontaminécia interiérov mikroskopickymi hubami si zasluhuje pozornost’ jednak
z hladiska restauratorov (posSkodenie historickych objektov, resp. ochrana pred poskodenim) a
jednak zo zdravotného hladiska pracovnikov (alergické reakcie, bronchitické akozné
problémy a pod. vyvolané obrovskym mnozstvom suchych konidii).

Material a metédy

V obdobi od 1998 - 2007 sme izolovali mikroskopické huby z r6zneho materidlu, resp.
substratu v interiéroch viacerych historickych budov:
e Martin 1998/2005 - Slovenské niarodné muizeum (SNM), depozit gotiky. Drevené
plastiky s polychromiou a bez polychromie, obrazy, obrazové platna - textil, vzduch.
e Trnava 1999 - kaplnka semindra Sv. Stefana - Stephaneum (r. 1724) akaplnka
Arcibiskupského dradu - Konvikt. Neskorobarokové nastenné malby pred
reStaurovanim, vzduch.
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e Bratislava 1999 - Zidovsky cintorin z r. 1670, Krypta Chatama Séfera, pred
reStaurovanim. Kamenny substrat - ndhrobné kamene, stena a strop.

e Bratislava 2003 - Hudobné muizeum v baSte Luginsland na Bratislavskom hrade.
Drevo (rozne fikacie ndstroje, drevend Cast’ gdjd), stena, vzduch.

e Bratislava 2003 - Muzeum afrického umenia, Bramerova kuria. Drevo (plastiky,
kultové tvarové masky), kamenny substrat (plastiky zo zeleného serpentinu), zdvesna
textilia, stena, vzduch.

e Banska Bystrica 2005 - tzv. ,,Zelend miestnost™ v Thurzovom dome, Stredoslovenské
muzeum. Nastenné mal'by pred reStaurovanim.

e Bratislava 2005 - Slovenskd ndrodnd galéria (SNG) stdla expozicia gotiky. Drevené
plastiky s polychréomiou abez polychréomie bez viditelného posSkodenia
mikroskopickymi hubami, vzduch.

Na mykologicku analyzu sme odoberali rozny material:

e Vzduch - sedimentacnd metéda (30 aZ 60 min.) priamo na Petriho misky so Zivnym
médiom.

e Stena - malba, poskodend omietka (sterilné vatové tampény + jemny zoSkrab
sterilnym skalpelom).

e Drevené objekty - plastiky, rdmy obrazov (jemny zoSkrab sterilnym skalpelom +
sterilné vatové tampodny).

e Textil - obrazové plétna, zdvesné textilie (sterilné vatové tampony).

Spracovanie odobratého materidlu:

e Aplikicia vatovych tamponov s odobratym materidlom priamo na Zivné médium.

e Vytrepanie vatovych tampoénov s odobratym materidlom do sterilnej destilovanej vody
a ofkovanie zriedeného inokula na Zivné médium.

e Vytrepanie materidlu ziskaného zoskrabom do sterilnej destilovanej vody a oCkovanie
zriedeného inokula na Zivné médium.

e Zivné média - CzD, CDY, RB, SAB, GKCH, DRBC, PDA (Himedia, Bombay).
S kazdou vzorkou sme pracovali minimdlne v troch opakovaniach.

e Ziskanie zmesnej kultry.

e Priprava Cdistej kultdary - identifikdcia - mikroskopicky pomocou diagnostickej
literatdry, PCR (PANGALLO et al., 2007).

Vysledky a diskusia

Za obdobie od roku 1998 - 2007 sme z mykologického hladiska analyzovali pomerne
velké mnozstvo rozneho substratu (FRANKOVA et al., 1999; MACHARIKOVA-GODYOVA, 2005;
PANGALLO et al., 2007; SIMONOVICOVA & PANGALLO, 2007; SIMONOVICOVA et al., 2000,
pripadov sa jednalo o budovy, resp. objekty, ktoré boli v ostatnych rokoch vyrazne
zanedbdvané alebo vyuZivané len ako skladové priestory. Nebola im venovand patri¢na
starostlivost’ a v dobe odberu materidlu sa nachadzali tesne pred rekonsStrukciou.

MnoZstvo a druhové skladba izolovanych mikroskopickych hib sa Iisi tak vo vztahu k
sledovanému substratu ako aj vo vzt'ahu k objektu. NajbohatSiu druhovi skladbu (38) sme
izolovali z drevenych objektov (plastiky atvarové masky) a z textilného materidlu (26)
v Mizeu afrického umenia v Briamerovej kurii v Bratislave. Budova Bramerovej kirie bola
postavend v r. 1620. V Case odberu vzoriek priestory boli vel'mi vlhké, steny zateCené, na
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mnohych miestach opaddvala omietka a boli vyzrdZané soli. Na expondtoch sme volnym
okom pozorovali viditeIné narasty a povlaky mikroskopickych huib. Tzv. Petrovského zbierka
umeleckych predmetov pochddza z r6znych casti afrického kontinentu a bola vel'mi hojne
navstevovana.

Druht najbohatSiu rodovi a druhovi skladbu mikroskopickych hib (34) sme zistili na
nahrobnych kamenoch, ktoré pochddzaji zo starého Zidovského cintorina zr. 1670. Tieto
priestory, ktoré su pietnym miestom vyznamného Zidovského rabina Chatama Sofera
a viacerych ndboZenskych teoretikov apedagdégov svetozndmej bratislavskej jeSivy -
rabinskej Skoly, zo 14. storocia, vSak boli a sui uzatvorené a navStevované len sporadicky,
resp. po dohode. Na ndhrobnych kamenioch boli vidite'né farebné povlaky aZ porasty mycélia.
V priestoroch podzemnej krypty bola nizka teplota, vysoka vzdusna vlhkost’ a miestami voda
presakovala cez strop po stendch, t.j. podmienky boli vhodné pre rozvoj mikroskopickych
hub.

Na druhej strane, stdla expozicia gotiky (SNG v Bratislave) sa nachadza v priestoroch,
ktoré maju stalu a nepretrzite kontrolovanu teplotu a vlhkost’. Napriek tomu, Ze plastiky, ktoré
sme podrobili mykologickej analyze nevykazovali Ziadne zndmky viditeI'ného poskodenia
alebo farebnych zmien, zistili sme na nich 16 druhov (PANGALLO et al., 2007). Mykocen6za
vzduchu bola v tychto priestoroch minimélna (4).

Drevené plastiky v depozite SNM v Martine sme podrobili mykologickej analyze
opakovane, tj. pred reStaurovanim (FRANKOVA et al., 1999) apo resStaurovani
(§IMONOVICOVA & PANGALLO, 2007). Zistili sme, Ze ucinok aj opitovného reStaurovania za
pouzitia viacerych petrifikaénych roztokov (solakryl BT-55, klincekova silica, vceli vosk
v toluéne, 7 %-ny roztok ajatinu) bol minimélny alebo takmer Ziaden ak sa objekt znova
umiestnil do nevyhovujucich priestorov ako st vlhké a tmavé priestory. Druhova skladba sa
znacne zvySila (Sv. Mikulds, 18. stor., drevend plastika bez polychrémie) a zaznamenali sme
masivny vyskyt druhu Chrysosporium pannorum. 'V upravenych a suchych priestoroch
s kontrolovanou teplotou a vlhkost'ou sa po reStaurovani (Sv. Barbora, 16. stor., drevena
plastika s polychrémiou) mykocen6za naopak zniZila.

V priebehu sledovania mykocendzy z roznych substratov v interiéroch historickych budov
sme zaznamenali tiez pre Slovensko niektoré nové druhy ako napr. Merimbla ingelheimensis,
Penicillium arenicola (GODYOVA, 2000), Myxotrichum deflexum (KRAKOVSKA & GODYOVA,
2003) a Engyodontium album (SIMONOVICOVA et al., 2004).

Medzi najcastejsie izolované mikroskopické huby, bez ohl'adu na substrit a interiér, patria
pocetné druhy rodu Aspergillus, Cladosporium, Penicillium a Trichoderma. Ascomycota
a Zygomycota su zastipeni minimélne (Tab. 1).

Tab. 1. Zoznam mikroskopickych hiib izolovanych z rézneho substrdtu v interiéroch viacerych historickych
budov v priebehu rokov 1998 - 2007

Substrat Lokalita / Mikroskopické huby

Vzduch Kaplnky, Trnava:

Alternaria tenuis, Penicillium sp., P. expansum, Stemphylium sp.,
Trichoderma koningii, T. viride

Depozit gotiky SNM, Martin:

Aspergillus glaucus, A. flavus, A. nidulans, A. niger, A. ochraceus, A.
penicillioides, A. versicolor, Aureobasidium pullulans, Cladosporium
cladosporioides, Mucor sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp., P.
frequentans, P. chrysogenum, Scopulariopsis sp., Verticillium sp.

Hudobné miizeum, Bratislava:

Alternaria alternata, A. brassicicola, A. tenuissima, Aspergillus niger,
A. ochraceus, Aureobasidium pullulans, Botrytis cinerea,
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Cladosporium cladosporioides, C. herbarum, C. macrocarpum, C.
sphaeospermum, Fusarium sporotrichoides var. sporotrichoides,
Helminthosporium velutinum, Paecilomyces variotii, Penicillium
expansum, P. glabrum, Scopulariopsis brevicaulis, Torula herbarum,
Trichophyton mentagrophytes

Miizeum afrického umenia, Brimerova kiria:

Acremonium sp., Alternaria sp., A. consortiale, Aspergillus flavus,
Cladosporium sp., Penicillium sp., Stachybotrys chartarum

Stala expozicia gotiky, SNG, Bratislava:

Cladosporium cladosporioides, Eurotium amstelodami, Penicillium
sp., P. glabrum

Dreveny substrat:

Depozit gotiky SNM, Martin:

Alternaria tenuissima, Aspergillus amstelodami, A. fischeri, A.
nidulans, A. ochraceus, A. ustus, A. versicolor, Aureobasidium
pullulans,  Chaetomium  sp., Cladosporium  cladosporioides,
Penicillium sp., P. cyclopium, P. expansum, Scopulariopsis sp.,
Verticillium sp.

Hudobné mizeum, Bratislava:

Alternaria  tenuissima, Aspergillus ochraceus, Aureobasidium
pullulans, Cladosporium cladosporioides, C. herbarum, C.
macrocarpum, Humicola nigrescens, Penicillium  sp., P.
chrysogenum, P. expansum

Mizeum afrického umenia, Brimerova kiuria, Bratislava:

Acremonium sp., A. murorum, Alternaria sp., A. alternata, A.
consortiale, A. tenuissima, Aspergillus flavus, A. glaucus, A. niger, A.
ochraceus, A. oryzae, A. parasiticus, A. penicillioides, A. versicolor,
Aureobasidium  pullulans, Chaetomium  sp., Cladosporium
cladosporioides, C. herbarum, C. resinae, Fusarium sp., Humicola sp.,
Nigrospora sphaerica, Paecilomyces sp., Penicillium sp., P.
aurantiogriseum, P. chrysogenum, P. expansum, P. glabrum, P.
griseofulvum, P. thomii, P. viridicatum, Rhizopus stolonifer var.
stolonifer, Scopulariopsis brevicaulis, Stachybotrys chartarum,
Trichoderma sp., T. viride, Ulocladium sp., Verticillium tenerum

Stala expozicia gotiky, SNG, Bratislava:

Alternaria alternata, Aspergillus flavus, A. niger, A. terreus,
Beauveria bassiana, Cladosporium cladosporioides, Chaetomium
globosum, Chrysosporium pannorum, Eurotium amstelodami,
Neosartorya fischeri, Penicillium chrysogenum, P. glabrum, P.
herquei, P. sacculum, Rhizopus stolonifer var. stolonifer, Trichoderma
viride

Kamenny substrat:

Krypta Chatama Séfera, Bratislava:

Acremonium sp., A. murorum, Alternaria sp., Aspergillus sp., A.
candidus, A. flavus, A. ochraceus, A. oryzae, P. restrictus, A. ustus, A.
versicolor, A. wentii, Aureobasisium pullulans, Cladosporium sp., C.
cladosporioides, Clonostachys roseum, Doratomyces sp., Fusarium
sp., Gliocladium sp., Mortierella sp., Mucor sp., Paecilomyces sp., P.
lilacinus, Penicillium sp., P. arenicola, P. brevicompactum, P.
chrysogenum, P. griseofulvum, P. janthinellum, P. olsoni,
Scopulariopsis sp., Stachybotrys sp., Trichoderma sp., Verticillium sp.

Mizeum afrického umenia, Brimerova kuria, Bratislava:

Alternaria sp., A. alternata, Arthrinium phaeospermum, Aspergillus
sp., A. niger, A. ochraceus, A. versicolor, Cladosporium sp., C.
cladosporioides, Fusarium sp., Oidiodendron sp., Paecilomyces sp., P.
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farinosus, Penicillium sp., P. aurantiogriseum, P. glandicola,
Rhizopus stolonifer var. stolonifer, Trichoderma viride, Ulocladium
chartarum, Verticillium sp.

Nastenna mal’ba:

Kaplnky, Trnava:

Aspergillus niger, A. versicolor, Cladosporium cladosporioides,
Alternaria sp., Fusarium sp., Gliocladium sp., Phialophora bubaki,
Penicillium sp., Stemphylium sp. Trichoderma koningii

Zelena miestnost’ v Thurzovom dome, Banska Bystrica:

Aspergillus  flavus, Cladosporium cladosporioides, Neosartorya
fischeri, Penicillium sp., Rhizopus stolonifer var. stolonifer

Stena

Hudobné mizeum, Bratislava:

Alternaria brassicicola, A. radicina, A. tenuissima, Aspergillus sp., A.
flavus, A. niger, A. ochraceus, A. versicolor, Aureobasidium
pullulans, Botrytis cinerea, Chaetomium sp., Cladosporium
cladosporioides, C. herbarum, C. macrocarpum, Geotrichum
candidum, Helminthosporium velutinum, Humicola nigrescens,
Penicillium sp., Phialophora sp., Trichophyton mentagrophytes,
Ulocladium sp., Verticillium sp.

Krypta Chatama Séfera, Bratislava:

Acremonium sp., Aspergillus sp., A. flavus, A. nidulans, A. ustus, A.
wentii, Botrytis cinerea, Cladosporium sp., Doratomyces sp.,
Fusarium sp., Gliocladium sp., Mortierella sp., Paecilomyces sp.,
Penicillium sp., Rhizopus sp., R. stolonifer var. stolonifer,
Trichoderma sp., Verticillium sp.

Miuzeum afrického umenia, Brimerova kiuria, Bratislava:

Acremonium sp., Aspergillus sp., A. candidus, A. clavatus, A. flavus,
A. ochraceus, A. ustus, A. versicolor, Alternaria consortiale,
Aureobasidium pullulans, Botryotrichum piluliferum, Chrysosporium
sp., Cladosporium  sp., C. cladosporioides, C. herbarum,
Engyodontiunm album, Paecilomyces sp., Penicillium sp., P.
griseofulvum, Rhizopus stolonifer var. stolonifer, Scopulariopsis sp.

Textil

Depozit gotiky SNM, Martin:

Aspergillus flavus, A. niger, A. oryzae, A. restrictus, A. ustus, A.
versicolor, Cladosporium cladosporioides, Fusarium sp., Penicillium
frequentans, P. chrysogenum, P. viridicatum, Trichoderma viride

Miizeum afrického umenia, Brimerova kiria:

Alternaria alternata, A. consortiale, Arthrinium phaeospermum,
Aspergillus sp., A. candidus, A. flavus, A. glaucus, A. niger, A.
ochraceus, A. penicillioides, A. versicolor, A. wentii, Botrytis cinerea,
Chaetomium sp., Cladosporium cladosporioides, C. herbarum, C.
macrocarpum, Fusarium sp., Geotrichum candidum, Myxotrichum
deflexum, Paecilomyes sp., P. variotii, Penicillium sp., P.
aurantiogriseum, P. chrysogenum, Rhizopus stolonifer var. stolonifer

Zaver

Mnohé objekty, ktoré si bud’ sucastou expozicie alebo sa na urcité obdobie nachadzaju
v depozitoch, predstavuju pre narod cenné historické a kultirne dediCstvo. Preto im je
potrebné venovat’ patricnd pozornost’ a to nielen uz poskodenym, ale aj tym, ktoré na prvy
pohl'ad nejavia zndmky poSkodenia. Preto si monitoring vyskytu mikroskopickych hib
v interiéroch historickych budov vyzaduje pozornost’ nielen z hl'adiska restauratorov ako aj zo
zdravotného hladiska pracovnikov.
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Endogénna kontaminacia v zrnach potravinarskej pSenice dopestovanej
na Slovensku v sezone 2006
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TANCINOVA, D., LABUDA, R., FELSOCIOVA, S., PIOVARCIOVA, Z., DOVICICOVA, M.: Endogenous
contamination of wheat grains harvested in Slovakia during the season 2006

Proceedings of the MICROMYCO 2007, Novakova, A. (Ed.): pp. 169-175. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

The wheat (Triticum aestivum L.) intended for food industry were obtained from various locations of Slovakia.
A total of 18 wheat samples (6 from the conventional and 12 from the ecological farming system) harvested in
2006 were analyzed for presence of fungi. The endogenous contamination was investigated after direct
cultivation of the surface sterilized wheat grains on Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol agar (DRBC).
Percentage of the endogenously contaminated grains ranged from 58 to 92 % (average 70 %) in wheat from
conventional farming system, while from 51 to 100 % (average 74 %) in that of the ecological system.
Altogether 16 genera were recovered, namely Alternaria, Aspergillus, Arthrinium, Bipolaris, Botrytis,
Chaetomium, Cladosporium, Cochliobolus, Epicoccum, Eurotium, Fusarium, Microdochium, Mycelia sterilia,
Nigrospora, Penicillium and Pleospora (12 on conventional and 15 on ecological wheat). The most dominating
fungi were represented by Alternaria and Epicoccum genera being found in 100 % samples within both farming
systems. In wheat from conventional farming system, none representative of Aspergillus and/or Penicillium
genera (including teleomorphs), was recovered. = The majority of fungal isolates pertained to the genus
Alternaria, rendering 54.5 % contamination of the grains from the conventional, while a comparatively lower
contamination (47.6 %) of the grains was observed in wheat represented the ecological farming system.

Keywords: fungi, Alternaria, Fusarium, Triticum aestivum L., wheat
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Problematike mykotickej kontaminacie obilnin a produkcie toxickych metabolitov —
mykotoxinov sa celosvetovo venuje vel'kd pozornost’ (SCHNURER & JONSSON, 1992; PITT &
HOCKING, 1997, KUBATOVA, 2000, LACA et al., 2006). V stcastnom obdobi sa kladie zvySend
pozornost’ venovana potravinovej bezpecnosti, s tym suvisi aj indikdcia rizikovych faktorov
v komponentoch vstupujicich do potravového retazca. Jednym z rizikovych faktorov je
vyskyt potencidlne toxinogénnych druhov mikroskopickych hub, ktorych Zivotny cyklus je
viazany na tieto substraty.

Zrna pestovanych obilnin predstavuji hlavny zdroj potravin pre I'udi a dolezitd surovinu
pre mnohé priemyselné produkty. Obilniny su pocas rastu, zrenia, skladovania, spracovania a
pouzitia objektom znehodnotenia réznymi biologickymi ¢initeI'mi. Hlavnym z tychto
Cinitel'ov si mikroskopické huby.

Kontaminédcia obilnin  mikroskopickymi hubami je jedna zhlavnych pricin
znehodnocovania skladovanych zfn. Mikroskopické huby menia kvalitu zfn, zniZuja kli¢ivost’
a nutricné vlastnosti (RAMOS et al., 1998). ELMHOLT (2003) zistil vyskyt Penicillium
verrucosum v 51 % vzoriek obilnin (raz a pSenica), pred suSenim a uskladnenim. Na zdklade
ziskanych vysledkov upozoriiuje na dolezitost venovat zvySeni pozornost pozberovej
manipuldcii ako 1 skladovaniu obilnin, najmi ak boli identifikovani potencidlni producenti
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mykotoxinov. Kolonizdcia rastlin mikroorganizmami za¢ina uz pri kliceni rastliny. Baktérie
st obyCajne prvymi kolonizdtormi, ale vel'mi skoro ich nasleduji kvasinky, patogénne a
saprofytické vldknité huby (mikromycéty). Vldknité mikroskopické huby pokracuji vo vyvoji
pocas rastu rastliny, zv14$t pri dozrievani semien. Zatva vyrazne nart$a ekosystém zrna. Zrno
sa dostdva z extrémneho prostredia klasu do relativne staleho prostredia skladu. Tento proces
sprevadza znacnd zmena v zloZeni mikrofléry (LACEY, 1989). Obzvlast pocas prepravy a
skladovania len mald ¢ast’ mikroorganizmov sa bude rozmnoZovat a mdze spOsobit’ vaZne
znehodnotenie potravin a ich komponentov. Ktoré mikroorganizmy sa budu rozvijat, alebo
ktoré chemické reakcie vyvolajd, zavisi na druhu potraviny a vonkajsich podmienkach (HUIS
IN'T VELD, 1996). Obilniny predstavuji vSeobecne vhodny substrit pre rast a rozmnoZovanie
chemoorganotrofnych mikroskopickych hib, najméd v pripade nevhodnych skladovacich
podmienok, ako je vysokd vlhkost' a zvySend teplota (PITT & HOCKING, 1997; KUBATOVA,
2000). Mykoticka kontamindcia obilnin je najvyssia v obdobi zberu, kedy mdze dosahovat’ a7
hodnoty 10° KTJ mikroskopickych hdb v jednom grame. Poas optimdlnych podmienok
skladovania pocet mikroskopickych huib klesa (TANCINOVA et al., 2001). Kvalita obilnin po
Zatve je ovplyvilovand mnohymi abiotickymi a biotickymi faktormi, ktoré predstavuji
ekosystém skladovanych zfn. Interakcie medzi tymito faktormi ovplyviiuji dominanciu huib
obzvlast mykotoxinogénnych druhov (LEE & MAGAN, 1999; MAGAN et al., 2003). Rast hub i
produkciu mykotoxinov ovplyviiuji podmienky prostredia, limity pre produkciu mykotoxinov
su vSak zvycajne uzsie ako pre rast samotnej huby (FRISVAD & SAMSON, 1991; SAMSON et al,
2002).

Cielom price bolo sledovanie endogénnej kontaminicie zfn zdvoch typov
obhospodarovania pddy, tzv. ekologického a konven¢ného, so zameranim na identifikdciu
kontaminujtcich rodov.

Material a metodika

Vzorky pSenice letnej (Triticum aestivum L.) pochadzali z viacerych regiénov Slovenska.
Celkovo bolo analyzovanych 6 vzoriek dopestovanych konvenénym spdsobom a 12 vzoriek
ekologickym spdsobom. Analyzované vzorky boli zberané vroku 2006. Endogénna
kontaminécia bola zistovand po priamej kultivacii povrchovo sterilizovanych pSeni¢nych zin
na DRBC (agar s dichléranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou; Merck, Nemecko;
100 zfn). Povrchova sterilizdcia prebiehala pdsobenim 0,4 % roztoku chloraminu po dobu
dvoch mindt (SAMSON et al., 2002). Nasledne boli zrnd tri krat preplachnuté sterilnou
destilovanou vodou. Kultivacia prebiehala 5-7 dni vtme pri teplote 25 + 1 °C. Na
identifikaciu mikroskopickych hib sme pouZzili nasledovné zivné pddy (podla jednotlivych
rodov): CYA (Czapkov agar s kvasnicnym extraktom, PITT, 1979; PITT & HOCKING, 1997),
CY20S (Czapkov agar s kvasnicnym extraktom a 20 % sacharézy, PITT & HOCKING, 1997,
SAMSON et al., 2002), MEA (agar so sladinovym extraktom, PITT & HOCKING, 1997, SAMSON
et al.,, 2002), CREA (agar s kreatinom a sachar6zou; SAMSON et al., 2002). Identifikicia
izolatov sa robila podl'a PITT (1985), PITT & HOCKING (1997), KLICH (2002), SAMSON et al.
(2002), SIMMONS (1993).

Vysledky a diskusia

Endogénna kontaminécia pSeni¢nych zin sa pohybovala od 58 do 92 % (priemerne 70 %)
pri vzorkdch zfn z konvencného pol'nohospodarstva a od 51 do 100 % (priemerne 74 %) pri
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vzorkach zfn z ekologického pol'nohospodarstva (Obr. 1). SCHNURER & JONSSON (1992)
uvadzaju priemernd endogénnu kontamindciu zfn v zdvislosti od odrody od 87 do 92 %.

% pozitivnych zfn
100

80 -

60 =1

40 -

20 -

o = H &

konvenéné ekologické
polnohospodarstvo VZO rky polnohospodarstvo

Obr. 1. Endogénna kontamindcia pSenice z ekologického a konven¢ného
pol'nohospodarstva (v %)

Z analyzovanych vzoriek pSeni¢nych zfn sme vyizolovali a identifikovali zastupcov 16
rodov  vldknitych mikroskopickych hub (12 rodov zo vzoriek zkonvencéného
pol'nohospodarstva, 15 rodov zo vzoriek z ekologického pol'nohospodarstva) (Obr. 2, Tab. 1).
NajvysSiu frekvenciu vyskytu sme zaznamenali u zastupcov rodov Alternaria a Epicoccum
(100 % frekvencia vyskytu) a to v obidvoch spdsoboch obhospodarovania. 100 % frekvenciu
sme vo vzorkdch zkonven¢ného pol'nohospodarstva detegovali aj u zdstupcov rodu
Arthrinium. Zastupcov rodu Fusarium sme detegovali v 83 % vzoriek z oboch sposobov
obhospodarovania pody. Ani v jednej vzorke z konven¢ného pol'nohospodarstva z tdrody 2006
sme nezistili v endogénnej mykoflére zastupcov rodov Aspergillus a Penicillium (vratane ich
prislusnych teleomorf). Vo vzorkdch z ekologického pol'nohospodirstva sme zdstupcov
tychto rodov detegovali: Aspergillus (33 % vzoriek), Eurotium (42 %), Emericella (8 %)
a Penicillium (50 %). V Tab. 1 uvddzame pocet izoldtov identifikovanych z endogénnej
mykofléry pSeni¢nych zifn. Najvyssi pocet izoldtov zarad’'ujeme do rodu Alternaria (327
izolatov zo 600 zfn, tj. 54,5 % kontaminovanych zfn z konvenc¢ného pol'nohospodarstva
a 564 izolatov z 1185 zin, tj. 47,6 % z ekologického pol'nohospodarstva). Napriek vysokej
frekvencii vyskytu zastupcov rodu Fusarium, pocet identifikovanych izoldtov z endogénne;j
mykofléry bol 12 z konvencného pol'nohospodarstva a 45 z ekologického pol'nohospodarstva,
¢o predstavuje 2 resp. 3,8 % endogénne kontaminovanych zin zastupcami tohto rodu. KOSIAK
et al. (2004) uvadzaju, ze Alternaria spp. je dominujicim rodom v akceptovatelnych
vzorkdch zfn (z pohladu ich kvality) z najCastejSie vyskytujicou sa Alternaria infectoria
skupina, zatial’ ¢o rod Fusarium spp. dominuje vo vzorkdch so zniZenou kvalitou. V naSich
vzorkidch sme detegovali zastupcov Alternaria alternata skupina, Alternaria infectoria
skupina a Alternaria tenuissima skupina. Alternaria infectoria skupina, ktord predstavovala
z celkovej populdcii alterndrii v naSich vzorkach 33,3 % (konvencné poln.), resp. 56,0 %
(ekologické poln.), neprodukuje ziadne znidme mykotoxiny, ako sd altenuén, alterndriol,
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alternariol monometyl éter, altertoxin a kyselina tenuazénovd (ANDERSEN et al., 2002;

ANDERSEN & THRANE, 1996; SERDANI et al., 2002).

Mnohé z mikroskopickych hib, schopnych produkovat mykotoxiny sa Casto vyskytuji
vratane obilnych zfn.
Mykotoxinogénne huby vyznamné v potravovom retazci ¢loveka si zarad’ované hlavne do
troch rodov: Aspergillus, Penicillium a Fusarium (D "MELLO & MACDONALD, 1997; DALCERO
et al., 1997; PITT et al. 2000). Zatial’ ¢o druhy rodu Fusarium, patria medzi patogénov rastlin,
produkuji mykotoxiny predovSetkym pred alebo bezprostredne po Zzatve, druhy rodov
Aspergillus a Penicillium kontaminuji komodity najmé pocas suSenia a skladovania (PITT et
al., 2000a). V nami analyzovanych zrnich s ekologického spdsobu obhospodarovania sme
detegovali zdstupcov vSetkych troch uvedenych rodov aj zendogénnej mykoflory zrna.
Zo ztn z konvenc¢ného spdsobu obhospodarovania pody, ako uvddzame vysSie, sme zastupcov
typickych skladovych hib — Aspergillus a Penicillium, nevyizolovali ako sicast’ endogénne;j

ako kontaminanty potravin a pol'nohospodéarskych komodit,

mykofléry.

Tab. 1. Endogénna kontaminécia pSeni¢nych zfn na DRBC

Konvencné Ekologické Konven¢né Ekologické
Druh resp. rod pol'nohospodars | pol'nohospodar | Druh resp. rod pol'nohospodar | pol'nohospodar
tvo stvo stvo stvo
Alternaria alternata sk. 127 36 E . amstelodami 3
Alternaria infectoria sk. 109 316 E. chevalieri 6
Alternaria tenuissima sk. 84 209 Eurotium sp. 4
Alternaria sp. 3 Eurotium 0 13
Alternaria 320 564 F. avenaceum 10
Aspergillus candidus 1 F. graminearum 2 22
Aspergillus flavus 2 F. culmorum 1
Aspergillus niger 2 F. poae 9 10
Aspergillus sp. 1 F. tricintum 1
Aspergillus 0 6 Fusarium sp. 2
Arthrinium
phaeospermum 9 14 Fusarium 12 45
Microdochium
Arthrinium 9 14 nivale 3
Bipolaris sp. 1 Microdochium 0 3
Bipolaris 1 0 Mycelia sterilia 28 59
Mycelia sterilia
Botrytis cinerea 41 dem. 4
Nigrospora
Botrytis 1 41 sphaerica 3 2
Nigrospora
Chaetomium sp. 5 22 oryzae 11 8
Chaetomium 5 22 Nigrospora 14 10
P.
C. herbarum 1 aurantiogriseum 12
C. cladosporioides 12 P. chrysogenum 2
C. macrocarpum 1 P. corylophilum 2
C. sphaerospermum 1 P. crustosum 1
Cladosporium 14 12 P. griseofulvum 3
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Cochliobolus sp. 2 18 P. viridicatum

Cochliobolus 2 18 Penicillium sp. 5

Emericella nidulans 1 Penicillium 0 29
Pleospora

Emericella 0 1 herbarum

Epicoccum nigrum 18 65 Pleospora

Epicoccum 18 65

% pozitnivnych

vzoriek
120
Alternar A hrinium Epicoccum Mycelia sterilia
100 ]
Cladosporium Fusarium Nigrospora
80 i ]
60 - | Pen. p,
Pen. pje,
Eur.
40 Asp. Botrytis
20 1
Mic.
N I
. L , | .
rody mikroskopickych hub konv
m ekol.

PouZité skratky: Asp. Aspergillus, Chae. — Chaetomium, Coch. — Cochliobolus, Eme. — Emericella, Eur. —
Eurotium, Mic. — Microdochium, Pen. — Penicillium, Ple. — Pleospora

Obr. 2. Frekvencia vyskytu vyizolovanych rodov v analyzovanych vzorkdch povrchovo
sterilizovanych zfn pSenice

Zaver

Z analyzovanych povrchovo sterilizovanych zfn sme vyizolovali a identifikovali
zastupcov 16 rodov vldknitych mikroskopickych hib (12 rodov zo vzoriek konvencéného
pol'nohospodarstva a 15 rodov z vzoriek ekologického pol'nohospodérstva). Najvyssi pocet
izolatov z celkového poctu zarad'ujeme do rodu Alternaria, ktory bol dominatnou zloZkou
endogénnej mykofléry vSetkych analyzovanych vzoriek. V analyzovanych vzorkach
z konven¢ného sposobu obhospodarovania pddy sme nedetegovali zastupcov rodov typickych
tzv. skladovych hib rodov Aspergillus a Penicillium (vratane ich teleomorf). Vo vzorkich
s ekologického pol'nohospodarstva sme zdstupcov tychto rodov vyizolovali, i ked’ v malom
percente zin (0,5 % Aspergillus a 2,5 % kontaminovanych zfn rodom Penicillium). Mykoticka
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kontamindcia obilnych zfn je ovplyvnend mnohymi abiotickymi a biotickymi faktormi.
Ovplyviiuje hygienicki kvalitu obilnin ako i potravin, ktorych sticastou st obilniny.
Vzhl'adom na moznu produkciu mykotoxinov je potrebné venovat’ jej stdlu pozornost’.
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Problematika Erysiphe trifolii na Lathyrus pratensis L.

BOHUMILA VOZENILKOVA, MILAN KOBES, FRANTISEK KLIMES

VOZENILKOVA, B., KOBES, M., KLIMES, F.: Problems of Erysiphe trifolii on Lathyrus pratensis L.
Proceedings of the MICROMYCO 2007, Novédkova, A. (Ed.): pp.176-181. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

The aim of small-site experiments carried out in the area of the foothills of the Sumava Mts. was to determine
the etiological agent of the disease of meadow peavine (Lathyrus pratensis L.). The experimental locality
(Kaplice — Chuchelec) was situated in an elevation of 655 m a.s.l. The investigation was accomplished in the
years 2004 — 2006. During the vegetation period we observed whitish to grey-white soft cover of mycelium on
the leaves of meadow peavine. These characteristic symptoms of powdery mildew (Erysiphe trifolii Grev. 1824)
were found on the plants in the observed area at the end of summer and in autumn. In the area of interest with
permanent grassland we evaluated the following variants: 1) M — mulched stands (mulched once), 2) L — fallow
stands, 3) K — mown stands (mowing once to three times), and 4) P — pasture stands (grazed by cattle twice to
four times). The observed stands were managed in different ways from 2000, and in relation to the ways and
intensity of management we observed the changes and coverage of creeping legumes including Lathyrus
pratensis. Phytopathological analysis of plants with the symptoms of Erysiphe fungi attack was accomplished in
all variants and repetitions during the whole vegetation period. The observation of particular variants was
carried out in four repetitions, the size of the sites being 30 m> 4 x 30m> ), and we evaluated the total number of
Lathyrus pratensis plants as well as the number of the plants attacked by powdery mildew. The evaluation of the
symptoms manifestation in this experiment was based on the method of Dixon and Doodson (1971). Powdery
mildew occurrence on Lathyrus pratensis at different management methods of grass stands was statistically
processed (in STATISTICA program).The three-year investigation of Lathyrus pratensis L. yielded statistical
evidence that the most significant growth of fungal disease Erysiphe trifolii Grev. was recorded in fallow stands
(68.9%). On the other hand, the least occurrence of the disease was found in the pasture stands, which were
grazed by the cattle.Powdery mildew determination itself was carried out in cooperation with Charles University
in Prague, Faculty of Science, Department of Botany (RNDr. J.Markov4, CSc.).

Keywords: Lathyrus pratensis, powdery mildew

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

* presented as a poster at workshop MICROMYCO 2007, Ceské Budé&jovice, September 4-5, 2007.

Uvod

V letech 2004 az 2006 byl v oblasti ptedhtiif Sumavy (Rojovsky hibet) na lokalité Kaplice
— Chuchelec u experimentalnich trvalych travnich porosti hodnocen vyskyt a stupen napadeni
rostlin hrachoru lu¢niho (Lathyrus pratensis L.), padlim pravym (Erysiphe trifolii). Houba
Erysiphe trifolii napadd nadzemni C4sti rostlin Lathyrus pratensis a nej€astéji postihuje
listy, kde vytvaii na povrchu bélavé myceliové povlaky. Patogen se $ifi konidiemi o
velikosti 28 az 40 x 16 az 22 pm. Na podzim se na listech vytvareji tmavé plodnicky
kleistothecia (90 az 125 pum) s 5 az 10 asky, kterd obsahuji 3 aZ 4 askospory o velikosti 20 az
25 x 10 aZ 15 pym (HOFMANN & SCHUTTERER, 1983).

Vyskyt a stupeil napadeni  rostlin hrachoru lu¢nitho byl hodnocen u  rtizné
obhospodafovanych experimentdlnich travnich porosti (kosenych, spasanych skotem,
mulcovanych, kombinované vyuZzivanych a ponechanych ladem bez vyuZivani) a pii rizné
intenzité jejich obhospodaiovani (koseni 1 — 3x, pastva 2 — 4x, bez hnojeni a pii davce 100 kg
N/ha +PK (Tab. 1). Sledované porosty byly diferencované obhospodatovany jiZ od roku
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2000 a v zavislosti na zpusobech a intenzit¢ vyuZivani byly sledovany zmény vyskytu i
pokryvnosti popinavych leguminéz, vcetné druhu Lathyrus pratensis. Experimenty byly
zaloZeny na trvalém travnim porostu, vyuZivaném pastvou skotu, s dominantnimi druhy
Phleum pratense, Festuca pratensis, Trisetum flavescens, Lolium perenne a Trifolium repens,
patiicim do asociace Lolio-Cynosuretum. Trvalé travni porosty v okoli pokusnych ploch byly
v experimentdlnim obdobi vyuZivdny pastvou masnych plemen skotu 3-4x ro¢n€, nebo
kombinované¢ 1x ro¢n¢ koseny a 1x ro¢n¢ spasany.

Material a metodika

Pokusna lokalita (Kaplice - Chuchelec) byla situovdna v nadmotské vySce 655m (Tab. 1).
Vlastni Setfeni bylo uskute¢néno v letech 2004 - 2006. Béhem vegetacniho obdobi  jsme
zaznamenali na listech hrachoru luéniho (Lathyrus pratensis L.) bé¢lavé, az Sedobilé, jemné
povlaky mycelia. Tyto charakteristické symptomy pro padli (Erysiphe trifolii Grev. 1824)
jsme zjistili na sledované ploSe na sklonku 1éta a na podzim.

V z4jmovém tzemi trvalych travnich porostii byly posuzovany nésledujici varianty:

e Mulcované porosty (mulcované 1x),

e Nesklizené porosty (lezici ladem),

e Kosené porosty (koseni 1x - 3x) a

e Pastevni porosty spasané skotem (2x - 4x )

Fytopatologickou analyzu rostlin s pfiznaky napadeni hub rodu Erysiphe jsme provadéli
u vSech variant a opakovéani po celé vegetacni obdobi. Sledovéni jednotlivych variant bylo
provadéno ve 4 opakovénich o velikosti parcelek 30 m® (4 x 30 m?), kdy byl hodnocen
celkovy pocet rostlin Lathyrus pratensis a pocet rostlin napadenych padlim. V tomto pokusu
byla pouzita metoda pro hodnoceni projevu symptomu rostlin podle autort, DIXONA a
DOODSONA.

Tab. 1. Charakteristika pokusné lokality a klimatické charakteristiky pokusného obdobi.

Uzemni charakteristiky
Katastralni vizemi Kaplice — Velky Chuchelec
Nadmoi'ska vyska 655 m
Hloubka pudy Velmi hlubokd
Pudni druh Hlinita
Pudni typ Kambizem illimerizovand, skeletovitd
Klimatické charakteristiky
Pramérné mésicni teploty Mési¢ni thrn srazek
50-lety |[2004 [2005 |2006 |50-lety 2004 |2005 |2006
prumér prumér
I -3,20 -3,6 -1,1 1-5,7 29,0 423 1243 (449
11 -1,90 0,8 4,7 |1-29 1320 52,1 |41,6 |17,
111 1,90 1,7 0,4 0,0 33,0 69,7 |34,1 |85,8
v 6,30 8,0 8,9 7,6 54,0 70,1 96,2 |74,3
\% 11,60 11,0 129 [12,1 [79,0 89,0 [80,1 |106,8
VI 14,60 150 16,8 |16,5 [97,0 1654 75,0 |161,8
VII 16,50 16,8 |17,9 21,4 [1220 80,4 |146,7 |59,4
VIII 15,70 184 16,0 |14,5 |88,0 36,0 |161,7 |166,8
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IX 12,20 13,2 [143 153 162,0 43,0 1624 10,2
X 6,90 9.4 9,1 9,6 49,0 50,8 32,3 |86
XI 1,70 2,4 2,0 4,9 34,0 584 1273 179
XII -1,70 -1,9 -1,9 |15 36,0 6,2 249 25,8
Za vegetaci | 12,82 13,73 (14,47 |14,57 |502,0 483,9 [622,1 |579,3
Zarok 6,70 7,60 (7,55 7,90 |715,0 763,4 [806,6 |780,0

*Srovndni s normalem (— pod normélem, + nad normélem)— odhad — budou doplnéna konkrétni ¢isla

Vysledky a diskuse

U trvalého travniho porostu (asociace Lolio-Cynosuretum), obhospodarfovaného odliSnymi
pratotechnickymi postupy a u stejného neobhospodafovaného porostu dochdzelo béhem
Sestiletého obdobi diferencovaného obhospodatfovani k rozdilnému rozvoji a uplatnéni
nepopinavych i popinavych jetelovin, véetné hrachoru lu¢niho (Lathyrus pratensis). Pti vySsi
frekvenci sklizni dochdzelo k rozvoji nepopinavych jetelovin, pfedevSim jetele plazivého
(Trifolium repens). Naopak pfi extenzivnim vyuZzivani porosti a u porostu ponechaného
ladem byly vice zastoupeny popinavé jeteloviny (Lathyrus pratensis a Vicia cracca), kdy
projektivni dominance Lathyrus pratensis dosahovala 6 — 18 % D a pocet rostlin na plose 30
m? byl v rozpéti 6 — 15 rostlin (Tab. 2). Ve vicekrét sklizenych porostech m&l hrachor luéni
niz$i zastoupeni a prevazovaly zde mladSi vyhonky, obrlstajici po seCich, naopak
v extenzivnich porostech byly rostliny starsi, ve fenofdzi kveteni a7 zrani luskd a byly
zastoupeny ve vysSim patru porostl (spolu s vysokymi travami).

Pfi rznych zplisobech a intenzit€¢ obhospodarovani travnich porostli byl zjistovan podil
rostlin hrachoru lu¢niho, napadenych padlim pravym (Erysiphe trifolii). Jak uvadi autofi
(HOFMANN & SCHUTTERER (1983), tak 1 v naSich pokusech, prvni symptomy onemocnéni
byly zaznamendny na povrchu zelenych asimilujicich listd Lathyrus pratensis a to v podobé
beélavého mycelia. Nejvétsi infekéni tlak u sledovaného patogena nastal na sklonku 1éta a
bhem podzimu a tyto poznatky doklddaji rovnéZ autoii KAZDA et al. (2003) a CACA et al.
(1990).

Vys$si podil napadenych rostlin byl zjistén v extenzivnich porostech (Tab. 2, Tab. 4),
kosenych nebo mul¢ovanych 1x roné a v porostech ponechanych ladem. U téchto porosti
fenofdze a poloha rostlin v porostu a delsi doba mezi skliznémi nebo i absence sklizné. V
pastevnich porostech vykdzaly rostliny hrachoru lu¢niho pfti stejné frekvenci sklizni lepsi
zdravotni stav oproti porostim kosenym.

Rovnéz se projevil velmi vyrazny vliv ro¢niku (klimatickych podminek) na rozvoj padli
Erysiphe trifolii, kdy v roce 2004 byl vyskyt napadenych rostlin v porostech vysoky (az 68
%, Tab. 2), zatimco v roce 2005 byl vyskyt napadenych rostlin minimdlni a u vétSiny variant
nebylo napadeni rostlin hrachoru lu¢niho padlim viibec zjisténo. V roce 2006 byl vyskyt padli
vyS$i oproti roku 2005, silné€jsi rozvoj padli byl zaznamenan v mésici zaii. K rozvoji padli
prispiva nedostatek srdzek a vyssi teploty, zejména v mésicich Cervenec a srpen (rok 2004),
resp. Cervenec a zaff (rok 2006), naopak vlh¢i klima, tj. vice srdZzek a niZsi teploty rozvoj této
choroby inhibuje (rok 2005 a srpen roku 2006, Tab. 1 a 2).
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Varianty | Primérny pocet rostlin | Primérny pocet | Podil napadenych rostlin v
* napadenych rostlin %

200 {200 200 {200 200

2004 |5 6 X 2004 |5 6 x 12004 |5 2006 | x

Kix* 13,0 |11,0]10,0]11,33 |70 [0,5 |3,5 |3,67 |53,85 |4,55 /35,00 |31,13

Mix 11,5 |11,011,5|11,33 (6,7 [0,5 [4,0 4,07 |58,70 | 4,55 43,48 | 35,43

L 145 [13,5]150]14,33[10,0 [1,2 8,0 6,90 |68,97 |9,26|63,33 [47,06

M+K 8,7 55 |75 |723 142 10,2 3,0 [2,47 |48,57 |4,55 40,00 | 30,64

K2x/0 70 |57 |60 [6,23 |3,0 (02 [2,0 |1,73 [42,86 |4,35 33,33 |26,57

K2x/NP
K 6,7 6,0 6,0 1623 |30 0,2 |15 [1,57 44,44 |4,17 |25,00 | 24,37

K3x/0 22 122 2,0 2,13 |0,5 0,0 10,5 |0,33 |22,22 |0,00 25,00 1591

K3x/NP
K 30 2,7 |25 |2,73 10,7 0,0 [0,2 |0,30 |25,00 0,00 8,00 |10,44

M+P 45 |50 |45 467 |1,7 100 [1,5 |1,07 |38,89 |0,00 33,33 |23,70

K+P/0 2,5 20 |3,0 /2,50 |0,7 10,0 |05 [0,40 130,00 | 0,00 16,67 | 14,89

K+P/NP
K 32 |32 |35 |3,30 |0,7 |00 |0,7 |0,47 |23,08 |0,00 20,00 13,96

P2x/0 25 120 [2,0 (2,17 |0,7 (0,0 [0,3 /0,33 |30,00 | 0,00 15,00 | 14,33

P2x/NP
K 1,5 1,7 1,7 |1,63 |0,5 0,0 10,5 0,33 33,33 10,00 29,41 | 20,92

P3x/0 |15 |12 |20 |1,57 |02 |00 |0,5 023 [16,67 |0,00 25,00 12,78

P3x/NP
K 22 1,7 |20 [1,97 05 |00 (02 |023 22,22 10,00]10,00 | 10,91

P4x/0 1,5 10 [1,0 |1,17 /0,2 10,0 |0,0 |0,07 [16,67 |0,00 0,00 |4,44

P4x/NP
K 1,5 1,2 1,0 |1,23 10,2 10,0 [0,0 ]0,07 [16,67 [0,00 0,00 |4,44

*K — koseni, P — pastva skotu, M — mul€ovéni, L - porost ponechdn ladem, 1x — 4x — pocet sklizn{ za rok, 0 —
bez hnojeni, NPK — porost hnojeny ddvkou 100 kg N/ha + PK

Tab. 2. Uplatnéni hrachoru luéniho (Lathyrus pratensis L.) a vyskyt rostlin napadenych padlim Erysiphe trifolii
na plose 30 m” pii riiznych zptisobech a intenzité obhospodatovani travnich porostd v letech 2004 az 2006

Zavér

Zjisténé rozdily v poctu napadenych rostlin hrachoru lu¢niho v riizn€ obhospodatovanych
porostech jsou statisticky vysoce vyznamné (Tab. 3). Na variabilité¢ napadeni se razné
zpusoby obhospodatovani podilely ze 27,8 % (F = 99,25%%), ro¢nik z 64,8 % (F = 231,23*%%)
a interakce varianta obhospodafovani x ro¢nik z 5,51 % (F = 19,67**). U jednotlivych
zpuisobl obhospodarovdni tedy roc¢nik piisobi odliSné vinterakci se zpiisobem
obhospodaiovani, tedy s po¢tem a terminem sklizni a stavem porostu béhem vegetace.
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Tab. 3. Analyza varianci poc¢tu rostlin napadenych padlim Erysiphe trifolii na plose

zpusobech a intenzit¢ obhospodatovani travnich porostt v letech 2004 az 2006

30 m® pii riznych

Zdroj Soucet |Stupné |Primérny |F Hladina |Podil z celkové

proménlivosti | ¢tverci |volnosti |Etverec vypoétené |p promeénlivosti v
Y

Varianty (A) 596,79 16 37,30 99,25%%* 0,000 27,81

Roky (B) 173,80 |2 86,90 231,23** 10,000 64,79

Interakce AxB 236,53 |32 7,39 19,67** 0,000 5,51

Opakovani (C) 2,23 3 0,74 0,23 0,876 0,55

Interakce AxC [22,93 48 0,48 0,15 1,000 0,36

Interakce BxC |3,76 6 0,63 0,14 0,991 0,47

Int. AxBxC 28,57 96 0,30 - - -

Chyba 57,50 153 0,37 - - -

Celkem 1122,11 |356 134,11 - - -

Tab. 4. Praimérny pocet rostlin hrachoru luéniho (Lathyrus pratensis L.), napadenych padlim Erysiphe trifolii na
plose 30 m”, pii riznych zpasobech a intenzité obhospodafovéni travnich porostil s vyznatenim homogennich
skupin na hladin€ pravdépodobnosti Py os

Varianty |Primérny pocet napadenych rostlin Homogenni skupiny na
na plose 30 m hladiné pravdépodobnosti
P05 (Fischeriiv LSD test)
711 |2 [3 |4 |5 |6

L &3k

Ml1x ok

Kix ok

M+K ok

K2x/0 ok

K2x/NPK ok

M+P ok

K+P/NPK ok

K+P/0 ok

P2x/NPK ok

P2x/0 ok

K3x/0 ok

K3x/NPK *ok

P3x/0 ok

P3x/NPK ®%

P4x/0 Hok

P4x/NPK ok

Roky

2004 *

2006 *

2005 *
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Podékovani

Piispévek byl zpracovin za podpory projektu MSMT: MSM: 6007665806 a NAZV:
QG 3018. Vlastni determinace padli byla provedena ve spolupréci s Katedrou botaniky
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy (RNDr. J. Markova, CSc.).
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Sledovani mikroskopickych hub na semenech Panicum milliaceum.

BOHUMILA VOZENILKOVA & JAN MOUDRY

VOZENILKOVA, B., MOUDRY, J.: Observation Microscopic fungi on grains of Panicum milliaceum.
Proceedings of the MICROMYCO 2007, Novakova, A. (Ed.): pp. 182-184. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

In the period 2000 — 2002 there was found statistical difference in Fusarium and Penicillium fungi representation
according to different temporal intervals of the stored seeds collection, which took place in October, March and
May. During our experiments in vitro we found the highest percentage of the occurrence of Fusarium fungi,
namely F. acuminatum, in the variety Vilskoye White (47.3%). In the other varieties - Veselopodolianskoe,
Hanécka Mana and Polyploid — the infestation was about 26 — 36%; in Handckd Mana we identified species F.
tricinctum. The lowest infestation, i.e. 26.1%, was found in the variety Toldanskoe. The occurrence of
Penicillium fungi on the tested seeds of millet was the highest in the variety Handckd Mana (6.0%), whereas the
lowest rate of infestation was found in the variety Toldanskoe (2.1%). The occurrence of Fusarium and
Penicillium fungi on the surface of seeds of particular millet varieties in the period 2000 - 2002 was statistically
different. It was also proved that the length of storing period influences the development of Fusarium and
Penicillium fungi. It is necessary to point out that the fungi of Fusarium and Penicillium genus belong to
phytopathogenic fungi which should be paid attention even if their occurrence is low. Their capacity to produce
dangerous mycotoxins (especially in Fusarium fungi) should not be underestimated as it can cause the
infestation of grain, foods and fodder, which can bring about serious health damage in case of infested products
consumption.

Keywords: stored seeds, millet, Fusarium, Penicillium

Bohumila VoZenilkovd, Jan Moudry, Faculty of Agriculture, University of South Bohemia, Ceské Budg&jovice,
Czech Republic.E-mail: vozenil@zf.jcu.cz

* presented as a poster at workshop MICROMYCO 2007, Ceské Budéjovice, September 4-5, 2007.

Uvod

Proso seté (Panicum milliaceum L.) se fadi mezi alternativni plodiny, které se znovu
zavadéji a je predpoklad pro rozSitovani péstitelskych ploch pro potravindiské vyuZziti.
Pfedstavuje cennou surovinu ve farmaceutickém, krmivarském a potravindiském pramyslu.
Loupané zrno je velmi vhodné ke krmeni okrasného ptactva, mladé dribeZe, prasat a ryb.
Rozemleté zrno je vybornym koncentrovanym krmivem. Podil zrna ke sldmé je 1 : 2 - 2,5
(MouDY & STRASIL, 1999). Proso seté (Panicum milliaceum) je jednou z mnoha plodin pro
energetické vyuziti pii jednoletém péstovani (FRYDRYCH, 2000).

Cilem maloparcelkovych pokust zalozenych na Skolnim pozemku katedry rostlinné
vyroby JU ZF v C. Budg&jovicich, byla povrchovéa mikrobidln{ analyza skladovanych obilek
odrid prosa setého a to u 5 testovanych odriidd v pokusném obdobi roku 2000 - 2002.

Z patogennich hub podilejicich se na problematice skladovani obilek Panicum
milliaceum jsme se soustiedili na parazitické houby rodu Fusarium a Penicillium.

Fuzaria ptsobi Skody po celou dobu vyvoje a ristu obilnin a bezprostfedné ovliviuji
nejen mnoZzstvi, ale hlavné kvalitu sklizn¢. K vlastni infekci dochazi predevSim v dobé
kveteni a tvorby zrna (PROKINOVA, 2001). Mohou zpusobit ztraty na sklizni az ve vysi 10%.
Pti epidemii miZe dojit ke sniZeni vynosu aZ o 50 - 70% (ADLER, 1993).

Zastupci rodu Penicillium mohou inhibovat kli¢ivost zrn a nékteré druhy napadajici
obilky, produkuji silné toxické latky- ochratoxiny (PROKINOVA, 2001).
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Material a metodika

V roce 2000 - 2002 probihaly maloparcelkové pokusy s alternativni obilninou Panicum
milliaceum na stanoviti v Ceskych Budg&jovicich (3kolni pozemek katedry rostlinné vyroby
JihoCeské univerzity, Zeméd¢€lské fakulty). Do pudy piirozené¢ zamoiené houbami rodu
Fusarium se vysely nasledujici odrady: - Vilskoye White, Veselopodolianskoe, Toldanskoe,
Hanacka mana a Polyploid.

Po sklizni byly jednotlivé odridy prosa setého (Panicum milliaceum) uloZeny ve
skladovacich podminkéch pii teploté 18 - 20 °C a 12 - 13% vlhkosti semen.

V podminkéch in vitro jsme k fytopatologické analyze béhem meésice fijna, rok 2000 a
2001 a rovnéZ béhem mésice biezna a kvétna v letech 2001 a 2002 odebirali primérny
vzorek o velikosti 100g semen z posuzovanych skladovanych péti odrad Panicum
milliaceum (Vilskoye White, Veselopodolianskoe, Toldanskoe, Handckd mana a Polyploid).
Kultivace semen probihala v plastikovych Petriho miskach (o priméru 90mm) na pevné zZivné
pude (2% bramboro-glukézovy agar).

Do kazdé Petriho misky bylo vlozeno 50 zrn Panicum milliaceum dané odrudy a to tak,
aby se jednotlivd zrna vzdjemné nedotykala. Pokus probihal ve tmé pii teploté 22 - 24 °C po
dobu 7 - 14 dni. Sledovani probihalo v péti opakovani.

Na povrchu skladovanych zrn prosa setého byly mikroskopicky zjiStovany u jednotlivych
variant pokusu v podminkdch in vitro, hodnoty drovné zastoupeni hub a to rodu Fusarium a
Penicillium.

Vysledky a diskuse

V pokusném obdobi roku 2000 - 2002 byla statisticky prokdzana, odliSnost v zastoupeni
hub rodu Fusarium a Penicillium pii sledovani tiech casové odliSnych intervalll odbéra
skladovanych semen, kdy odbéry probihaly béhem mésice fijna, biezna a kvétna.

V naSich pokusech v podminkdch in vitro jsme zaznamenali u odridy Vilskoye White
nejvyssi procento vyskytu hub rodu Fusarium a to druh F. acuminatum (47,3 %). U
ostatnich odrid - Veselopodolianskoe, Handckd Mana a Polyploid se napadeni pohybovalo
v rozmezi 26 - 36 %, kde jsme u odridy Handcka Mana identifikovali druh F. tricinctum.
Nejnizsi zastoupeni hub rodu Fusarium jsme zjistili u odrady Toldanskoe a to 26,1 %.

Vyskyt hub rodu Penicillium na hodnocenych semenech prosa setého byl nejvyssi u
odridy Hanackd Mana (6,0 %) a nejnizsi napadeni jsme zaznamenali u odrtidy Toldanskoe
(2,1 %) jak ukazuje Tab. 1.

Na povrchu skladovanych semen jednotlivych odriid prosa setého v obdobi let 2000 -
2002 bylo statisticky prokdzédno, Ze se lisi zastoupeni hub rodu Fusarium a Penicillium na
semenech jednotlivych odrtid. Rovnéz ze statistickych vysledki vyplyvd, ze délka
skladovani m4 vliv na rozvoj hub rodu Fusarium a Penicillium (Tab. 2).

Na zdkladé¢ naSich vysledki by se mély mykologické a toxikologické rozbory
zemédelskych produktli a surovin stidt soucasti poskliznového procesu. U skladovanych
produktii je to o to dilezitéjsi, Zze se pii skladovani mtlize vytvaret vhodné mikroklima pro
sekundérni rozvoj houbovych mikroorganismti (NEDELNIK, 2000). Plisn¢ ptedstavuji vdzné
riziko nejen vzhledem k uzitkovosti a zdravi hospodéiskych zvitat, ale i pro bezpecnost
potravin a zdravi lidi. FAO odhaduje, Ze 25% své&tovych zasob zrnin je ro¢né kontaminovano

mykotoxiny (SUCHY & HERZIG, 1998).
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Tab. 1. Rozvoj hub rodu Fusarium a Penicillium v zavislosti na odridé béhem skladovani - rok 2001 - 2002

Odruda Fusarium (%) Penicillium (%)
1 - Vilskoye White 47,3 5,7
2 - Veselopodolianskoe 32,3 2,5
3 - Toldanskoe 26,1 2.1
4 - Hanacka Mana 30,5 6,0
5 - Polyploid 35,6 2,6

Tab. 2. Vliv terminu hodnoceni na vyskyt sledovanych hub rodu Fusarium a Penicillium ve skladovanych
podminkiach (%)

19. 10. 2001 4. 3. 2002 17. 5. 2002
Fusarium spp. 27,2 39,2 36,6
Penicilllum spp. 8,4 2.3 0,7

Zavér

Zavérem lze ftici, Ze houby rodu Fusarium a Penicillium patii mezi fytopatogenni
houby, které nelze ptehlizet ani pfi nizkém vyskytu. Neméla by byt podceniovédna jejich
schopnost produkovat nebezpe¢né mykotoxiny, zvIast€¢ u hub rodu Fusarium a tim
kontaminovat zrno, potraviny a krmivo, vzhledem k tomu, Ze konzumace produkt, které
obsahuji mykotoxiny miZe vést k vdZnym poruchdm zdravi lidi i zvifat.

Podékovani

Piispévek byl zpracovdn za podpory projektu MSMT: MSM: 6007665806 a NAZV: QG
50034.
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Saprotrofni houby v rhizosféie chrastice rakosovité (Phalaris arundiancea)

MARIE HAVRANKOVA & MILAN GRYNDLER
*** Piispévek nebyl na workshopu prezentovan (ndhlé onemocnéni autorky)

Havrankova, M., Gryndler, M.: Saprotrophic fungi in rhizosphere of reed canarygrass (Phalaris
arundinacea)

Proceedings of the MICROMYCO 2007, NOVAKOVA, A. (Ed.): pp. 185-193. ISB BC AS CR, v.v.i., 2007. ISBN
978-80-86525-10-5

The effect of fertilisation and inoculation with arbuscular mycorrhizal fungi on diversity
of saprotrophic microfungi inhabiting rhizosphere of reed canarygrass (Phalaris arundinacea L.) was observed
and tested by cultivation methods, CCA analysis and Monte Carlo tests. Samples were collected at field
experimental area near Chomutov in June and August 2006. The difference in the community composition
between June and August samplings was significant (p=0.001) and explained 0.65 % of variability (after fitting
covariables). The effect of fertilisation was also significant (p=0,004) and explained 0.23% of the variability (after
fitting covariables). In June, six times more CFUs of microfungi were isolated, compared to the August sampling.
In June, the rizosphere was colonised by fungi which tolerate untreated Miocene clays much better than high
concentration of organic compounds. The dominant species of rhizosphere in June were Penicillium pinophilum
(52.84 % of all CFUs isolated in June) and Penicillium spinulosum (44.98 % of all CFUs isolated in June), while
the strongly dominant species of rhizosphere in August was Aspergillus cf ochraceus (87.47 % of all CFUs),
followed by Penicillium purpurogenum (5.69 % of all CFUs) and Penicillium pinophilum (3.19 % of all CFUs).
No significant effect of inoculation with AM fungi was detected.

Keywords: arbuscular mycorrhizal fungi, saprotrophic microfungi, rhizosphere, reed canarygrass
Marie Havrankova, Department of Botany, Faculty of Sciences, Charles University, Bendtskd 2, 128 01 Praha 2,

Institute of Botany AS CR, v.v.i., Lesni 322, 252 43 Prihonice, Czech republic. E-mail: havrankova @ibot.cas.cz
Milan Gryndler, Institute of Botany AS CR, v.v.i., Lesni 322, 252 43 Prthonice, Czech Republic.

Uvod

Pti t€Zbé hnédého uhli vznikaji ulozZisté Sedého miocénniho jilu, kterd je nutno rekultivovat
a ptipadné vyuzit k péstovani nékterych technickych rostlin. K t€émto dceliim lze pouZit napf.
chrastici rakosovitou (Phalaris arundiancea), jejiz biomasa je vyuZitelna jako energeticky zdroj
a k vyrobé bunifiny (STRASIL & HUTLA, 2004). Rekultivace ulozist Sedého miocénniho jilu
technickymi rostlinami je vSak dosud feSena bez hlubSich znalosti dlohy mikroorganismti.
Zakladnimi udaji, které musi pfedchdzet praktické dvahy o vyuZiti mikroorganismi pfii
rekultivacich, jsou data o jejich vyskytu. Cilem této price je popis vyvoje spolecCenstva
saprotrofnich mikroskopickych hub v rhizosféfe chrastice rakosovité péstované v jilu.

Material a metodika

Sukcese mikroskopickych hub v rhizosféfe chrastice rdkosovité je pozorovana
v maloparcelkovém pokusu na vysypce Chomutovského povrchového dolu. Vyzkumna plocha
je rozdé€lena na 48 parcelek o rozmérech 7,5 x 4 m. Jednotlivé parcelky jsou od sebe vzdéleny
0,5 m, vzdalenost mezi osmiclennymi bloky parcelek je 1 m.

Chrastice rdkosovitd byla vyseta 18. 5. 2006. Pfedtim byly parcelky oSetfeny rtiznymi
hladinami hnojeni smési lignocelulozového substratu a kompostem vytvofenym z organické
hmoty rostlinného ptivodu a stabilizovaného kalu z Cistiren odpadnich vod (1:1) a n¢&které
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parcelky byly inokulovany bud’ pfirodnim inokulem indigennich arbuskuldrnich mykorhiznich
hub (homogenizovana spontanné prokofenéna vrstva jilu z lokality), komerénim mykorhiznim
inokulem nebo smési komeréniho mykorhizniho a bakteridlniho inokula (viz. Tab. 1). Pro
sledovani mikroskopickych hub byly vybrany parcelky bez inokulace a parcelky inokulované
komer¢nim inokulem arbuskuldrnich mykorhiznich hub, vZdy hnojené bud’ davkou 40 nebo
400 tun organickych latek na hektar plochy.

Odbéry byly provedeny 22. ¢ervna 2006 a 13. zaii 2006. Z kazdé zkoumané parcelky byl
odebrdan smésny vzorek kofenli 3 — 6 rostlin, ktery byl pfevezen do laboratofe a do dvou dnil
zpracovan. Kofeny byly nejprve omyty tekouci vodou, poté tiepany na tfepacce Tatlock 2x 5
min. v nesterilnim MgSO4 a 2x 5 min. ve sterilnim 0,2% MgSQO4) a nakonec rozetieny
ve tfecich miskach. Do sterilnich Petriho misek bylo pipetovano 0,5 ml homogenatu ziedéného
0,2% MgS0O4 100x a 1000x a smichdno se zchlazenym médiem SEA, v némzZ byl ptidni extrakt
nahrazen kvasnicnym extraktem. Takto byly vzdy pfipraveny tfi Petriho misky pro kazdé
fedéni a kazdy vzorek. Misky byly kultivovany ve tmé& pti 25°C. Po 7 dnech byly zaznamenany
pocty CFU jednotlivych morfotypt. Morfotypy byly uréeny klasickymi morfologickymi
metodami na specidlnich identifika¢nich médiich (CYA, MEA, PDA, SNA, NSA).

Substraty pouzivané v pokusu (jil odebrany z vysypky povrchového Chomutovského dolu,
pfirozené mykorhizni inokulum, umélé mykorhizni inokulum, kompost) byly zfedény 10x
sterilni vodou. 50 ml smési bylo 20 minut tfepano na tfepacce Tatlock. 0,05 ml homogenatu,
v némZ byly jednotlivé substraty ziedény 10x, 100x a 1 000x, bylo pipetovdno na sterilni
Petriho misky a smichdno s médiem SEA, v némz byl ptudni extrakt nahrazen kvasni¢nym
extraktem. Takto bylo pfipraveno po tfech Petriho miskdch ze stejného substritu a se stejnym
fedénim. Misky byly kultivovany ve tmé pii 25°C. Po 7 dnech byly zaznamenany pocty CFU
jednotlivych morfotyp.

Vliv proménnych prostiedi odbér, hnojeni, fedéni, inokulace umélym mykorhiznim
inokulem na data o poc¢tu CFU jednotlivych morfotypti v prvnich dvou odbérech byl testovan
pomoci mnohorozmérnych ordina¢nich technik v programu Canoco for Windows 4.5 (TER
BRAAK & SMILAUER, 2002). K rozhodnuti, zda pouZit linedrni ¢ unimodélni modely, byla
pouZzita nepiimd mnohorozmérnd analyza DCA (detrendovana kanonickd analyza). Pomoci této
analyzy bylo zjiSténo, Ze délka gradientu je pro vSechny zkoumané proménné prostiedi vetsi
nez 4. Vliv proménnych prostiedi na vyskyt jednotlivych druhti a morfotypt tedy neni linearni
a maxima vyskytu jednotlivych morfotypl se pravdépodobné nalézaji jen v Casti gradientu
(HERBEN & MUNZBERGEROVA, 2003). Proto byla data dédle analyzovéana piimou unimodalni
mnohorozmérnou analyzou CCA.

Signifikance vlivu proménnych prostfedi na variabilitu dat byla testovdna pomoci Monte
Carlo permutacnich testll, permutace byly provedeny v blocich kovariét (vzdy 999 permutaci).

Vysledky

Test signifikace kanonickych os metodou Monte Carlo s permutacemi v blocich kovariat
prokdzal signifikantni vliv proménnych prostfedi odbér a hnojeni na variabilitu
mikroskopickych hub v rhizosféte chrastice rdkosovité (viz. Obr. 1). Proménna prostiedi odbér
vysvétluje po odecteni vlivu kovaridt 0,65 % variability mikroskopickych hub v rhizosfére
chrastice rdkosovité (p-hodnota = 0,001). Proménna prostiedi hnojeni vysvétluje po odecteni
vlivu kovariat 0,23 % variability mikroskopickych hub v rhizostére chrastice rakosovité (p-
hodnota = 0,004).

Signifikantni vliv proménnych prosttedi fedéni a inokulace umélym mykorhiznim inokulem
na variabilitu mikroskopickych hub v rhizosféie chrastice rdkosovité nebyl prokazan.

Z prvniho odbéru bylo izolovano 2657 CFU mikroskopickych hub, z druhého odbéru 439
CFU mikroskopickych hub. V prvnim odbéru byla vétSina mikroskopickych hub izolovana
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z variant s niZ8{ hladinou hnojeni (98,19 % vSech CFU izolovanych v 1. odbéru), naopak ve 2.
odbéru byla vétSina hub izolovana z variant s vysS$i hladinou hnojeni (81,8 % vSech CFU
izolovanych v 2. odbéru).

Celkem bylo izolovdno 17 druhti a morfotypi mikroskopickych hub, pocet druht
izolovanych v obou odbérech je srovnatelny (viz. Tab. 2, Tab. 3). V 1. odbéru vyrazné
dominovaly druhy Penicillium pinophilum (52,84 % vSech CFU izolovanych v 1. odbéru),
Penicillium spinulosum (44,98 % vSech CFU izolovanych v 1. odbéru), ostatni druhy se
vyskytovaly s relativni Cetnosti nizZ8i nez 1% vSech CFU izolovanych v 1. odbéru. Penicillium
spinulosum bylo v prvnim odbéru izolovano pouze z variant s nizkou hladinou hnojeni.

Ve druhém odbéru vyrazné¢ dominoval Aspergillus cf ochraceus (87,47 % vSech CFU
izolovanych ve 2. odbéru), pomérné Casté byly téz druhy Penicillium purpurogenum (5,69 %
viech CFU izolovanych ve 2. odbéru) a Penicillium pinophilum (3,19 % vSech CFU
izolovanych ve 2. odbéru). Ostatni druhy a morfotypy mikroskopickych hub se vyskytovaly
s relativni Cetnosti niZ§i nezZ 1% vSech CFU izolovanych v 2. odbéru. Kolonie druhu Aspergillus
cf ochraceus tvotily 98,6 % vSech CFU izolovanych z variant s vys§i hladinou hnojeni ve
druhém odbéru. Penicillium purpurogenum a Penicillium pinophilum byly izoloviny ve
druhém odbéru pouze z variant s niz8i hladinou hnojeni.

Z riznych substrati bylo izolovdno celkem 612 CFU (viz. Obr. 2). Nejvice CFU bylo
izolovano z umé¢lého inokula 274 CFU, dale z ptirozeného inokula 183 CFU a z kompostu 115
CFU. Nejméné& hub bylo izolovédno z jilu (40 CFU). Vice néZ 60% vSech CFU izolovanych ze
vSech substrat naleZelo do druhu Penicillium pinophilum (63,72 % vsech izolovanych CFU),
pectinu vSech izolovanych CFU tvotily kolonie Trichoderma harzianum (20,92 %).

Penicillium pinophilum bylo dominantnim druhem jilu (92,5 % vSech CFU izolovanych
z jilu), pfirozeného inokula (53,01 % vSech CFU izolovanych z pfiroz. inokula) a umé&lého
inokula (86,13 % vSech CFU izolovanych z um. inokula). V Cistirenském kalu dominovala
Trichoderma harzianum (53,91 % vSech CFU izolovanych z kalu). Tato houba byla hojné
izolovéana i z ptirozeného inokula (20,77% vSech CFU izolovanych z pfirozeného inokula) a z
umélého inokula ( 10,22 % vSech CFU izolovanych z umé&lého inokula).

Diskuse

Z 2. odbéru bylo izolovano 6x méné¢ CFU mikroskopickych hub, v 1. odbéru bylo vyrazné
vice hub izolovano z variant s niZ$i hladinou hnojeni, ve 2. odbéru tomu bylo naopak. Je
mozné, Ze v 1. odbéru byly izolovdny houby schopné Zit v miocénnim jilu (Penicillium
spinulosum, P. pinophilum) a ve 2. odbéru se jednalo o houby, kterym vyhovuji substrity
s vy$S§im obsahem organickych latek (Aspergillus ct. ochraceus, Trichoderma harzianum).

Morfotyp Aspergillus cf ochraceus byl izolovdn pouze ve druhém odbéru, nebyl izolovan
z puvodnich substrat a podle vysledki mnohorozmérnych metod preferuje varianty s vyssi
prosperovat v rhizosféfe rostlin, rostoucich v prostfedi silné hnojeném. Druh Aspergillus
ochraceus a druhy jemu piibuzné rostou uvnitt pletiv rostlin i v dlouhodobé relativné suchych
podminkach (PARDO ET AL., 2006, MARIN ET AL., 1998). Aspergillus ochraceus a druhy jemu
pfibuzné jsou producenty mykotoxinli, napf. ochratoxinli, peniciliovych kyselin,
xanthomegnint (FRISVAD ET AL., 2004), coz je nutné zvazit pied dalSim vliv na dal$i vyuziti
biomasy chrastice rdkosovité péstované na vysypkdch, ackoli se toxicita téchto latek se
projevuje hlavné pfi jejich poziti.

Narozdil od A. cf. ochraceus byl druh Penicillium pinophilum €astéj$i ve variantich s nizsi
hladinou hnojeni a v 1. odbéru. Tento druh byl cCasty ve vSech substriatech, zvlasté¢ pak
v umé€lém mykorhiznim inokulu. Jednd se pravdépodobné o druh schopny uspéSné konkurence
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vuci ostatnim houbdm. Jeho silné fungicidni metabolit 3-o-metylfunicon je napiiklad schopen
upln¢ blokovat rlst Rhizoctonium solani (DE STEFANO ET AL., 1999).

V 1. odbéru bylo Penicillium spinulosum izolovano jako druhd nejCastéjsi houba vilbec,
ale pouze z variant s niZ$imi hladinami hnojeni. Naopak v 2. odbéru byla tato houba izolovana
pouze v poctu 1 CFU (z varianty s vyssi hladinou hnojeni). Tato houba byla navic pii izolaci ze
vSech pouzitych substriti izolovdna pouze z jilu (7,5 % vSech CFU izolovanych z jilu). Je
mozné, Ze je tato houba adaptovana na Zivot v tak nepiiznivém prostiedi, jako je Sedy miocénni
jil.

Naopak Trichoderma harzianum byla izolovéana Castéji z variant s vy$$imi hladinou hnojeni
a byla izolovéana piimo z Cistirenského kalu a nikoli z jilu. Této houbé pravdépodobné vyhovuje
vyS$$i zastoupeni organickych latek v ptdé. Podobné uvazuje i PAPAVIZAS (1985), ktery
povazuje houby rodu Trichoderma za sekundarni kolonizatory, hojné na jiz dobte rozloZenych
organickych substratech.

Zavér

Z dat je vyrazn¢ patrny kvantitativni i kvalitativni vyvoj spolecenstva mikroskopickych hub
rhizosféry chrastice rédkosovité (Phalaris arundinacea L.) v Case 1 rozdily mezi jednotlivymi
hladinami hnojeni. Vice informaci o vyvoji sukcese v rhizosféfe chrastice rdkosovité pouzité
k rekultivaci miocénniho jilu bude patrno po vyhodnoceni dal$ich odbérti. Zajimavé vysledky
lze v neposledni fad¢ ocekdvat od soubézného vyhodnoceni jednotlivych odbérti pomoci
molekuldrn€ genetickych metod.
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Piilohy

Tab. 1 - RozvrZeni parcelek na vyzkumné plose.

Cisla parcelek jsou uvedena tuéné, davky organického hnojeni (t/ha) jsou uvedeny v zdvorce. Parcelky,
kterych se tykd studie mikroskopickych hub jsou zvyraznény Sedou barvou. A — Zadné inokulum nebylo
pouZzito, B — inokulace pfirodnim inokulem, C — inokulace komerénim mykorhiznim inokulem, D —
inokulace smési komeréniho mykorhizniho a bakteridlniho inokula.

A B C D A B C D A B C D

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
(400) |(400) [(400) [(400) [(120) |(120) |(120) |(120) |(40) |(40) |(40) |(40)

37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
(40) [(40) |(40) [(40) |(400) |(400) |(400) |(400) [(120) [(120) [(120) |(120)

49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
(120) [(120) [(120) [(120) [(40) |(40) [(40) [(40) [(400) |(400) |(400) | (400)

61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72
(40) |[(40) [(40) [(40) [(400) |(400) |(400) [(400) [(120) [(120) |(120) |(120)
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Tab. 2 - Pocet CFU izolovanych v jednotlivych variantach v 1. odbéru.

Udaje z parcelek hnojenych ddvkou 400 t/ha jsou zvyraznény $edou barvou, plosky hnojené davkou

40 t/ha jsou nezvyraznéné. Relativni Cetnost 1 (%) — procentudlni podil CFU izolovanych z dané

plosky, vztaZzeny k celkovému poctu CFU izolovanych v daném odbéru, relativni Cetnost 2 (%)

— procentudlni podil izolovanych CFU daného druhu, vztaZeny k celkovému poctu CFU izolovanych
| v daném odbéru

¢islo plosky 25 27 33 35 37 39 41 43 53 55 57 59 celkem | relativni
druh/morfotyp cetnost 2
(%)
Pencillium 1404 52,84
pinophilum | 0 3 18 389 587 42 6 14 | 232 | 106 4 3
Penicillium 2 0,08
purpurogenum | 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Penicillium 1195 44,98
spinulosum | 0 0 0 1176 4 0 0 0 3 12 0 0
Trichoderma 10 0,38
harzianum | 0 3 0 0 0 1 2 1 3 0 0 0
Penicillium sp. 16 0,60
291 0 0 0 0 0 1 0 0 0 9 2 4
Penicillium sp. 1 0,04
38 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Penicillium sp. 23 0,87
6| 0 0 0 20 0 0 0 0 3 0 0 0
Penicillium 2 0,08
islandicum | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
Trichoderma 3 0,11
sp.24| 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0
Trichoderma 1 0,04
sp.27| 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
celkem CFU| 0 7 18 | 1585 | 591 47 9 15 | 241 | 127 8 9 2657 100
relativni 100
Cetnost 1 (%) | 0,00 | 0,26 | 0,68 | 59,65 | 22,24 | 1,77 | 0,34 | 0,56 | 9,07 | 4,78 | 0,30 | 0,34
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Tab. 3 - Pocet CFU izolovanych v jednotlivych variantach v 2. odbéru.

Udaje z parcelek hnojenych davkou 400 t/ha jsou zvyraznény Sedou barvou, plosky hnojené davkou
40 t/ha jsou nezvyraznéné. Relativni Cetnost 1 (%) — procentudlni podil CFU izolovanych z dané
plosky, vztaZeny k celkovému poctu CFU izolovanych v daném odbéru, relativni Cetnost 2 (%)
— procentudlni podil izolovanych CFU daného druhu, vztaZeny k celkovému poctu CFU izolovanych
v daném odbéru

¢islo plosky 25 27 33 | 35|37 | 39 | 41 | 43 | 53 | 55 57 59 | celkem |relativni

druh/morfotyp cetnost 2
(%)

druh/morfotyp 216 49 21 0 2 4 20 0 2 4 59 7 384 87,47

Aspergillus

Jfumigatus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 0,46

Fusarium sp. 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,23

Penicillium

chrysogenum 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,46

Penicillium

Verrucosum 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 3 0,68

Penicillium

pinophilum 0 0 0 1 0 0 0 0 0 13 0 0 14 3,19

Penicillium

pulvillorum 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 2 4 0,91

Penicillium

purpurogenum 0 0 0 0 16 4 0 0 0 5 0 0 25 5,69

Penicillium

spinulosum 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0,23

Pencillium

waksmanii 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 0,46

Trichoderma

harzianum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0,23

celkem CFU 217 49 24 2 18 11 20 1 3 25 60 9 439 100

relativni

Cetnost 1(%) 4943 | 11,16 | 547 | 0,46 | 4,10 | 2,51 | 4,56 | 0,23 | 0,68 | 5,69 | 13,67 | 2,05 100
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Obr. 1 - Graficky vystup z piimé linearni analyzy CCA. Vliv hnojeni a doby odbéru na variabilitu spolecenstva
hub rhizosféry chrastice rdkosovité (Phalaris arundinacea L.) .

aspCfOch = Aspergillus cf. ochraceus, AspFumig = Aspergillus fumigatus Fresen.,
Fus = Fusarium sp. 1, P29 = Penicillium sp. 29, P38 = Penicillium sp. 38,
Pbivert6 = Penicillium sp.6, PenCHRys = Penicillium chrysogenum Thom, PenR = Penicillium
verrucosum Dierckx, PISLANDI = Penicillium islandicum Sopp, PPINO = Penicillium pinophilum
Thom, Ppulvil = Penicillium pulvillorum Turfitt, Ppurpur = Penicillium purpurogenum Stoll, PSPIN =
Penicillium spinulosum Thom, Pwaks = Pencillium waksmanii K.M. Zalessky, T24 = Trichoderma sp.
24, T27 = Trichoderma sp. 27, TrichH = Trichoderma harzianum Rifai
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ABECEDNI SEZNAM UCASTNIKU A PREDSTAVENI JEJICH
PRACOVNIHO ZAMERENI

Pracovni zaméfeni jsou uvedena jen u téch ucastnikl, kteii své zaméteni zaslali. Pokud je u

Vv s

jsou k dispozici v prezentacich piislusnych pracovist’.

Ing. Michal CERNY )
Laboratof ekologie lesa USBE, v.v.i., Ceské Bud¢&jovice
ing.mcerny @seznam.cz

® mikromycety 7 P.abies lesni pudy rozklddajici se biomasy, endofyty

Ing. Maria DOVICICOVA #

Katedra mikrobiolégie, Fakulta biotechnoldgie a potravindrstva, Slovenskd pol'nohospodarska
univerzita v Nitre, Trieda A. Hlinku 2, 949 76 Nitra

maria.dovicicova@uniag.sk

Ing. Soita FELSOCIOVA, Ph.D. #

Katedra mikrobiol6gie, Fakulta biotechnoldgie a potravinarstva, Slovenska pol'nohospodarska
univerzita v Nitre, Trieda A. Hlinku 2, 949 76 Nitra

sona.felsociova@uniag.sk

RNDr. Dana HANULAKOVA #
IFCOR - 99, s.r.0, mikrobiologicka laboratof, Vini¢ni 235, 615 00 Brno
hanulakova@ifcor.cz

® [linickda mykologie, mykologie prostiedi, vyroba vakcin

Mgr. Marie HAVRANKOVA

Centrum pro bioindikaci a revitalizaci, BU AVCR, v.v.i., Zamek 1, 252 43 Prtihonice
Katedra botaniky, PfF UK, Bendtskd 2, 128 00 Praha 2

Laboratof biologie hub, MBU AVCR, v.v.i., Videniskd 1083, 142 00 Praha 4 — Kr¢
ledenec @centrum.cz

Studentka postgradudlniho studia na PfF UK, Praha, Skolitelem doktorské prace je doc.
RNDr. Milan Gryndler CSc., konzultanti RNDr. Alena Kubétova, CSc. a Mgr. Karel Présil,
CSc. Téma doktorské prace: Studium sukcese hub v Sedém miocénnim jilu kolonizovaném
koteny Phalaris arundinacea.

Doktorskd price je soucast projektu CBR, jehoz cile jsou:
1. Ovéfit potencidl mikrobidlnich inokulaci pro revitalizaci hnédouhelnych vysypek
vybranymi rekultivaénimi plodinami.
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2. Navrhnout optimdlni rezim mikrobidlnich inokulaci a hnojeni pro vytvofeni
stabilniho vegetacniho krytu a sniZeni ndkladii na management rekultivovanych ploch.

3. Zhodnotit vliv péstované rostliny, mikrobidlnich inokulaci a hnojeni na rozvoj
charakteristik ptidniho prostiedi

e ZjiSténi vlivu hnojeni a umélé inokulace jilu arbuskuldrnimi mykorhiznimi houbami na
vyskyt jednotlivych taxonti hub a jeho ¢asovy prubéh, vyhodnoceni vlivu jednotlivych
proménnych pomoci mnohorozmérnych metod.

e Sledovéni sukcese riaznych skupin hub v priubéhu osidleni Sedého miocénniho jilu kofeny
Phalaris arundinacea na zékladé klasickych mikrobiologickych metod (oplachovani
kofenli na tfepacce, vysevy na misky, kultivace morfologickd determinace, izolace) i
molekuldrn€ genetickymi metodami.

¢ (Charakterizace vybranych izolatt hub metodami molekularni genetiky.

e Vypracovani metody extrakce environmentdlni DNA ze vzorki jilu. Vyuziti této DNA k
charakterizaci spoleCenstev hub ve studovaném substratu napt. pomoci TRFLP.

e Porovnani vysledkli o vlivech proménnych prostfedi ziskanych pomoci molekuldrné
biologickych metod a klasickymi kultivaénimi metodami.

MVDr. Jana HRDINOVA
BIO PLUS, s.r.0., laboratof klinické mykologie, Lazaretni 6, 615 00 Brno
hrdinova25 @seznam.cz

Mgr. Martina HUJSLOVA
Katedra botaniky Pt. f. UK Praha
pinkponk @seznam.cz

e studium diverzity, ekologie a taxonomie mikroskopickych piidnich hub extrémnich
substrdti

Ve své prici se zamétuji na lokality (piip. plochy) s vyS$§im zastoupenim soli v substritu a se
siln€¢ kyselou ptidni reakci. Pfi studiu postupuji od odbéru a zpracovani vzorka pies izolaci
hub a7 po determinaci ziskanych izolatl, a to jak pomoci morfologickych znaki, tak i
molekuldrnich metod. Vybrané druhy (dominantni, piip. nové) jsou ndsledn¢ detailn&ji
studovdany, a to jak po strdnce morfologické, tak i taxonomické a fyziologické (testovani vlivu
pH a salinity na rtst).

Hlavnim polem mé pusobnosti je katedra botaniky PfF UK a Laboratof fyziologie a genetiky
vldknitych hub v MBU AV CR, v.v.i.. Uvedené problematice se v souCasné dob¢ vénuji
v ramci své disertacni prace a zabyvam se ji ve spolupraci s A. Kubatovou a M. Kolaiikem.

RNDr. Bozena JANDOVA, CSc.
BIO PLUS, s.r.o., laboratof klinické mykologie, Lazaretni 6, 615 00 Brno
bjandova@seznam.cz
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Mgr. Jifi JIROUT

Pi. f. JCU, Ceské Bud&jovice

Ustav pudni biologie BC AV CR, v.v.i., Ceské Bud&jovice
jiri.jirout@prf.jcu.cz

Bakalarska a magisterska prace (Biologickd fakulta JCU): ,,Zmény spolefenstva pidnich

saprotrofnich mikromyceti v podminkach simulovaného posunu vegeta¢nich zén.*

¢ Posun byl uskutecnén piesunem opadovych sacki s opadem buku a dubu do bukového a
smrkového lesa, tj. o jednu azZ dvé vegetacni zony vySe.

e Byly sledovany kvantitativni i kvalitativni zmény ve spolecenstvu hub (klasické kultivacni
metody, stanoveni ergosterolu pomoci GC-MS/MS, molekularné¢ biologické
fingerprintové techniky PCR-ARDRA s vyuZitim sady primertt NS1/FR1 a restrik¢énich
endonukleds Tagl a Hinfl, fingerprintové profily slozeni bunécnych mastnych kyselin).

Disertacni prace: ,,Vliv volné paseného skotu na spolecenstva pidnich hub.*

Cilem disertani price je s vyuZzitim dostupnych metod mikrobidlni ekologie popsat
zmény komplexniho spoleCenstva ptidnich hub se zaméfenim na arbuskuldrné mykorrhizni
houby. Pro studium vlivu skotu byla vybrdna pastvina slouZici jako zimoviSté skotu na
pozemku soukromé farmy Borov4, blizko Ceského Krumlova. Lokalita je vyjimeéna zejména
pfitomnosti velice dobfe vytvofeného gradientu vlivu pasenych zvifat. Na lokalité¢ byla
vybrdna tfi kvalitativné odliSnd stanovisté liSici se mirou zatéZe volné pasenym skotem.
Stanovisté S (severe impact) predstavuje misto nejvice zatizené plisobenim skotu, ptida je
pfesycena zivinami z exkrementli skotu. Stanovisté M (moderate impact) piedstavuje misto
sttedné zatiZené, nasyceni Zivinami je zde niz§i. Stanovisté C (control) slouZi jako kontrola a
odpovida charakteru ptivodni nenarusené pastviny.

Pro sledovani rozdilti v kvantité i kvalité¢ spolecenstev hub v piidach ovlivnénych volné
pasenym skotem oproti kontrolni (neovlivnéné) pad¢ pastviny bude vyuZit tzv. ,,polyfazicky*
piistup, ve kterém se spojuje vyuziti kultivacnich i kultiva¢né nezavislych metod.

Ing. Zuzana KOLLARIKOVA #
Slovenska zdravotnicka univerzita, Limbova 12, 833 03 Bratislava
zuzana.kollarikova@szu.sk

Mgr. Miroslav KOLARIK, Ph.D.

Laboratof fyziologie a genetiky vlaknitych hub MBU AV CR, v.v.i., Videfiskd 1083, 142 20
Praha 4

Katedra botaniky Pf. f. UK Praha

mkolarik @biomed.cas.cz

e studium diverzity, ekologie a taxonomie hub Zijicich v symbiozdch s podkornim
hmyzem (spolu s R. Jankowiakem)

Ze symbiontl klrovct to je zejména rod Geosmithia a Quambalaria. Déle studuji ambrosiové
a ophiostomatalni houby ambrosiovych broukl tropt (spolu s Z. Ptikrylem a J. Hulcrem) a
symbionty pilofitek (spolu se S. PaZoutovou a P. Sriitkou). Pfi studiu daného spoledenstva
postupuji od sbéru kiirovctl v terénu a izolace prendsenych hub k jejich roztfidéni do skupin
dle morfologické podobnosti. Dalsim krokem je porovnani genetické podobnosti mezi
skupinami (metoda ISSR-PCR, RAPD, sekvenovani ITS rDNA) a zjisténi jejich ptibuznosti
pomoci fylogenetickych analyz vybranych gent. Skupiny s unikdtnim genotypem (PCR
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fingerprintem ¢i sekvenci daného genu), které jsou u téchto hub rozliSitelné i morfologicky
jsou povazovany za biologické druhy. Takto otypovany materidl slouZi dale k taxonomickym
(revize starych druhii ¢i popisy novych) a evoluénim analyzdm (studium fylogeografie
Geosmithia spp. spolu s M. Kostov¢ikem). Znalost spektra hub na daném vzorku pak slouzi
k analyzdm ekologickym jako je studium hostitelské specificity dané skupiny hub a faktory
ovliviujici sloZzeni houbového spolecenstva na daném hmyzu, dfeviné a aredlu (studuje se
Evropa mirného pdsu vs. Stiedomofi a tropy).

® molekuldrné genetickd identifikace hub z projekti kolegii jako jsou pudni houby (M.
Hujslovd, A. Kubdtova) a endofyti jilmu (A. Kubdtovd, K. Prdsil).
V tomto piipadé€ postupuji od sekvenovani ITS rDNA oblasti spolu s LSU rDNA a piipadné
SSU rDNA a genu pro beta-tubulin, které jsou nejvice zastoupeny v databdzi GenBank. Tento
postup vede bud’ k pfimému urceni dle velké podobnosti s referen¢éni sekvenci z databaze ¢i
urceni do rodu atd.

Obecnym cilem projektl, na kterych pracuji, je zaprvé poznani (tj. publikace) diverzity
hub v daném substratu. Zamérné jsou vybirdny opomijend spolecCenstva, kde se da
predpoklddat mnoho nového a kde houby ptezivaji pomoci specifickych fyziologickych
adaptaci (interakce s hmyzem pomoci fady metabolitli, acido- a halotolerance, endofytismus).

Dalsim cilem je vybrat druhy hub, které jsou vyznamné pro spolecCenstvo a dile je
studovat. Tzn. studovat taxonomii a spektrum sekundarnich metabolitl (spolu s laboratoii M.
Fliegera a V. Havli¢ka a dalsich v MBU AVCR a na PiF UK).

Cilem studia sekundarnich metabolitd je hledat biologicky aktivni latky (antimikrobidlni,
imunosupresivni) ¢i dalsi latky vyuzitelné v biotechnologii (barviva, moftidla).

Tereza KONVALINKOVA
Katedra botaniky Pt. f. UK, Praha
konvalin @natur.cuni.cz

Mgr. Ondiej KOUKOL, Ph.D.
Katedra botaniky Pt.f. UK, Benatska 2, 128 01 Praha
o.koukol @seznam.cz

e cekologie saprotrofnich askomycetit kolonizujicich opad jehli¢nanii, piedevsim borovice
(Pinus sylvestris) a smrku (Picea abies)

V tomto pomérn¢ Sirokém tématu sleduji dva aspekty — interakce askomycetii s ostatnimi

druhy hub (interspecifické kompetice) a s bezobratlymi Zivocichy kolonizujicimi opad,

predevsim s pancirniky (Acari: Oribatida).

Dalsi naplni mé prace je vyuka. Na katedfe botaniky Pf. f. UK vyucuji Ekologii hub,
Pracovni metody kryptogamologie a podilim se i na vedeni praktickych cviceni a terénnich
cviceni z botaniky.

RNDr. Alena KUBATOVA, CSc. #
Katedra botaniky, Ptirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova, Bendtska 2, 128 01 Praha
kubatova@natur.cuni.cz
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Hlavni vyzkumna témata, kterymi jsem se v poslednich letech zabyvala, souvisela pfedevsim

Vv s

a publikovanych vysledkt najdete na http://botany.natur.cuni.cz/cz/lide/kubatova.php.

Ing. Jolana KYSELAKOVA #
VULHM, v.v.i., UH Kunovice
kyselakova@vulhmuh.cz

Ing. Roman LABUDA, Ph.D. #

Katedra mikrobioldgie, Fakulta biotechnoldgie a potravinarstva, Slovenska pol'nohospodarska
univerzita v Nitre, Trieda A. Hlinku 2, 949 76 Nitra

Roman.lL.abuda@uniag.sk

Mgr. Blanka LASTOVICKOVA
Klinlab, s.r.o., U Vojenské nemocnice 1200, 169 00 Praha 6 — StfeSovice
lastovickova@klinlab.cz

® [klinickda mykologie, mykologie prostiedi

Mgr. Hana LUKSANOVA
VURYV, v.v.i., Drnovska 507, 161 06 Praha — Ruzyné
luksanova@vurv.cz

Ing. Martina MALINOVA #
VULHM, v.v.i., UH Kunovice
malinova@vulhmuh.cz

Mgr. Barbora MIESLEROVA, Ph.D. #
Katedra botaniky, Pt. f. PU v Olomouci, Slechtitelii 11, 783 871 Olomouc- Holice
barbora.mieslerova@upol.cz

RNDr. Alena NOVAKOVA, CSe.

Ustav pudni biologie, Biologické centrum AV CR, v.v.i., Na Sadkdch 7, 370 05 Ceské
Bud¢jovice

alena@upb.cas.cz

e  pudni mikroskopické houby
studium druhového spektra a kvantitativniho zastoupeni (pocty CFU, stanoveni délky mycelia
a biomasy) saprotrofnich mikromycetii v riznych typech pid — pfirozend stanovisté, pudy
ovlivnéné ¢innosti ¢loveéka, vysypky hnédouhelnych dola

® interakce mezi pudnimi mikromycety a bezobratlymi Zivocichy
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izolace mikromycetl ze stievniho traktu a exkrementli riznych zastupcti zooedafonu, pokusy
potravni preference, vzdjemné ovlivnéni pidnich mikromycett a Zizal,...

e studium mikromycetii v jeskynich CR a Slovenska
izolace mikromycetll z ovzdusi jeskyni a z dalSich substrati (jeskynni sediment, netopyii
exkrementy a guano, exkrementy bezobratlych zivoCicht a obratlovcil, vermikulace na
sténach jeskyni, ...), interakce mezi mikroskopickymi houbami a jeskynnimi bezobratlymi
Zivocichy (izolace ze stievniho traktu, pokusy potravni preference)

e Sbirka mikroskopickych hub Ustavu piidni biologie (CMF ISB)
vedouci a kurdtor sbirky, ve sbirce ulozeno cca 1100 kmen@ mikroskopickych hub
izolovanych pfevazné zriznych pad CR, Slovenska, Makedonie, Némecka a Ruska a
z dalSich substrati (rostlinny opad, stfevni trakty a exkrementy bezobratlych Zivocichi,
ovzdusi, vermikompost, jeskynni sediment, guano, atd.)

Mgr. David NOVOTNY, Ph.D.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Odbor rostlinolékatstvi, Oddéleni mykologie
Drnovska 507, 161 06 Praha 6 - Ruzyné

email: novotny @vurv.cz, novotdad @natur.cuni.cz, tel.: 233022373, 233022358

mikroskopické houby

endofyticka mykobiota rostlin

Jytopatogenni a potencidlné fytopatogenni houby
ophiostomatalni houby

uchovavdni a sbirky kultur hub

Dalsi soucasné aktivity tykajici se mykologie:
- ¢len vyboru Ceské védecké spole¢nosti pro mykologii
- autor a spravce webovych stranek Ceské védecké spole¢nosti pro mykologii (CVSM) -
wWwWw.natur.cuni.cz/cvsm
- autor a sprdvce webovych stranek Federace cesko-slovenskych sbirek mikroorganismi
(FCCM) - www.natur.cuni.cz/fccm
- vedouci a kurator Sbirky kultur hub a referenénich protilatek VURV, v.v.i.

Ing. Elena PIECKOVA, M.Ph., Ph.D. #
Slovenska zdravotnicka univerzita, Limbova 12, 833 03 Bratislava
zuzana.kollarikova@szu.sk

Ing. Zuzana PIOVARCIOVA #

Katedra mikrobiolégie, Fakulta biotechnoldgie a potravindrstva, Slovenskd pol'nohospodarska
univerzita v Nitre, Trieda A. Hlinku 2, 949 76 Nitra

zuzana.piovarciova@uniag.sk

Mgr. Karel PRASIL, CSc. #
Katedra botaniky, Pt. f. UK, Benétskd 2, 128 01 Praha
prasil @natur.cuni.cz
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Ing. Eva PRENEROVA, CSc.
Laboratof ochrany rostlin Oles$nd, Olesna 87, 398 43 Bernartice
eva.prenerova@seznam.cz

e studium entomopatogennich hub

( touto problematikou se zabyvala jiz béhem svého vysokoskolského studia na VSZ v
Ceskych Budgjovicich, 1985-1994 byla zaméstnana v Entomologickém tstavu AV CR, kde
pokracovala ve studiu entomopatogennich hub v ramci své disertacni prace pod vedenim prof.
J. Weisera a dr. M. Kucery na Oddéleni patologie hmyzu. V letech 1987-1988 absolvovala
postgradudlni mykologicky kurs vedeny dr. Fassatiovou a dr. Skalickym na Pf. f. UK
v Praze).

e produkce dievin metodou in vitro

(od 1994 nastoupila vedouci Laboratofe biotechnologii v Ole$né u firmy JihoCeské lesy
Ceské Budgjovice a.s., jejim tkolem bylo zafidit laboratof a navrhnout a zprovoznit
aklimatiza¢ni skleni, a déile vyvinout kompletni vyrobni technologie pro péstovani
laevis, Tilia cordata, Sorbus aucuparia, S.torminalis a S. domestica, Populus tremula,
Quercus robur a Fagus sylvatica - a okrasnych dfevin - Rhododendron)

LOR v Olesné je to privatni pracovisté, které bylo zfizeno v roce 2002 a zabyva se
zékladnim a aplikovanym vyzkumem a poradenskou c¢innosti v oblasti biotechnologii
pouzitelnych v ochrané rostlin a pii zdchrané genofondu. Spolupracuje s prednimi odborniky
u nds (Entomologicky tdstav AVCR v.v.i., VULHM, CZU i dalsich védeckych a vyzkumnych
instituci CR).

V soucasnosti jsou na pracovisti realizovany vyzkumné prace v oblasti vyvoje novych
prosttedkl biologické ochrany pied vyznamnymi hmyzimi $ktidci, a to v rdmci:

1) Smlouvy o dilo 1/2002 s Lesy Ceské republiky s.p., (projekt 2002-2007): Studium
vyuZzitelnosti entomopatogennich hub (Deuteromycota) v systému integrované ochrany
smrkovych porosti proti ploskohibetce smrkové Cephalcia abietis ve stadiu vajicek a prvych
instaru;

2) projektu MSMT (2006-2011): Nové alternativni moznosti regulace klinénky jirovcové
podporujici biodiverzitu jejich ptirozenych nepratel. Cilem projektu je ziskat nové poznatky
tykajici se vyuZitelnosti entomopatogennich hub v ochrané jirovct proti klinénce Cameraria
ohridella a ovétit, zda nemaji negativni vliv na biodiverzitu jejich parazitoida.
http://www.entu.cas.cz/klinenka/

Ing. Zdenék PRIKRYL ) )
Katedra ochrany lesa FLD CZU a Laboratof vldknitych hub MBU AV CR, v.v.i., Praha
budikz @seznam.cz

® determinace ambrosiovych hub

(vzorky z Papuy Nové Guinee (ze 75 000 km? niZinného tropického deStného pralesa), jde o
extrakci a vysev hub z broukil a poZerkli naloZenych v minerdlnim oleji. Kultury se nisledné
se morfologicky popisuji a urcuji pomoci genetickych metod.(sekvenace je hrazena za pomoci
grantu CZU 1G 15/2007).
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Novotny, A. et al., 2007. Low beta diversity of herbivorous insects in tropical forests.
Nature 448: 692-695.

e mykorhiza
Spoluprace na Slovenském projektu zkoumajicim nespecifické odumirani smrku
Laboratof biologie hub
(Milan Gryndler, Hana HrSelovd, Hana Gryndlerovd, Lucie Soukupovd, Marie Havrankova,
Zdenek Prikryl )
Laboratot se dale zabyva biologii arbuskuldrnich mykorhiznich hub a interakcemi mezi
humusovymi latkami a ektomykorhiznimi houbami a kultivaci zejména ektomykorhiznich
basidiomycett.

Mgr. Jana REMESOVA #
VULHM, v.v.i., UH Kunovice
remesova@vulhmuh.cz

Invg. Danq SAVICKA
VSCHT, Ustav biochemie a mikrobiologie, Technicka 5, 160 00 Praha 6
dana.savicka@vscht.cz

RNDr. Michaela SEDLAROVA, Ph.D. #
Katedra botaniky, Pt. f. PU v Olomouci, Slechtiteli 11, 783 871 Olomouc- Holice
michela.sedlarova@upol.cz

Mgr. Ludmila SLEZAKOVA
VURYV, v.v.i., Drnovskd 507, 161 06 Praha — Ruzyné
slezakova@seznam.cz

Mgr. Lucie SOUKUPOVA
MBU AV CR, v.v.i., Videiiskd 1083, 142 20 Praha - Kr¢
lucii@email.cz

Bc. Zuzana SUCHANKOVA
Katedra botaniky, Pt. f. UK, Praha
wanahcawin @centrum.cz

Mgr. Tat’dna SUMIKOVA

VURY, v.v.i., Odbor genetiky, slechténi a kvality produkce, odd¢leni Slechtitelskych metod
Drnovska 507, 161 06 Praha — Ruzyné

sumikova@vurv.cz

®  Molekuldarni analyza pivodcu fuzarios klasu
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® Druhovd determinace pomoci druhové specifickych PCR markeri

o Detekce mezidruhové a vnitrodruhové variability pomoci metody AFLP

e Stanoveni chemotypu produkujici nivalenol a deoxynivalenol u druhii F. culmorum
a F. graminearum pomoci PCR markeri

Doktorandské studium

o (Ceska zemédélska universita, fakulta Agrobiologie, potravinovych a pifrodnich
zdroju, katedra Ochrany rostlin

¢ Disertacni prace na téma: Studium diversity patogenti rodu Fusarium a jejich
Skodlivost

e Zaméfeni na variabilitu ptivodcil fuzariéz klasu v Ceské republice a stanoven{
chemotypt

e Sbéry z let 2003 — 2006

® Vyhodnoceni téchto Setieni s vysledky mykologickych analyz, studia patogenity a
rozbory vzorkl zrna na obsah zdvaznych mykotoxind.

e Disertaéni price navazuje na projekty fesené ve VURV v.v.i.

Ing. Ivana SAFRANKOVA, Ph.D.

Mendelova zemé&d&lskd a lesnickd univerzita v Brn&, Ustav péstovani, Slechténi rostlin a
rostlinolékaistvi, Zemédélska 1, 613 00 Brno — Cernd Pole

safran @mendelu.cz

® uredologie

doc. RNDr. Alexandra SIMONOVICOVA, CSc.
Katedra pedoldgie, Pr. f. KU, Mlynska dolina, 842 15 Bratislava
asimonovicova@fus.uniba.sk

® izoldcia a identifikdcia mikroskopickych hub z podného prostredia
(pody kontaminované tazkymi kovmi, pddy poskodené, resp. ovplybnené rdznymi
negativnymi ekologickymi faktormi apod.)

e Studium mikroskopickych hiib v procese akumuldcie a sorpcie roznych kovov
Z vodného prostredia

® izoldcia a identifikdcia mikroskopickych hub z vnitorného prostredia historickych
budov
(drevené plastiky, kamenné objekty, steny, vzduch,...)

doc. Ing. Dana TANCINOVA, Ph.D. #

Katedra mikrobiol6gie, Fakulta biotechnoldgie a potravinarstva, Slovenska pol'nohospodarska
univerzita v Nitre, Trieda A. Hlinku 2, 949 76 Nitra

dana.tancinova@uniag.sk
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doc. Ing. Bohumila VOZENILKOVA, CSc.
ZF JCU, Ceské Budgjovice
vozenil @zf.jcu.cz

¢ studium rozsireni a Skodlivosti patogennich hub 7 fytopalogického pohledu

e studium vyskytu houby Puccinia perplexans na Alopecurus pratensis

- v centraln{ ¢asti Sumavy, lokalita Zhiiif a to pii rizném zptsobu obhospodafovéni trvalych
travnich porosti.

® studium antagonistické houby Trichoderma harzianum
- v polnich maloparcelkovych pokusech je aplikovdna antagonistickd houba Trichoderma

harzianum proti fytopatogennim houbdm (Fusarium spp., Pyrenophora spp., Blumeria
graminis, Puccinia graminis, Ustilago hordei, Ustilago avenae Tilletia spp.)

® makroskopické posouzeni zdravotniho stavu rostlin béhem vegetacni sezony

® mikrobidlni aktivita hub a bakterii na uskladnénych zrnech

e vliv bioagens na hlavni vynosové prvky

(hmotnost tisice zrn a objemova hmotnost, maloparcelkové pokusy jsou zaloZeny na Skolnim

pozemku katedry rostlinné vyroby, JU ZF v Ceskych Bud&jovicich)

Garant predméti Obecnd Fytopatologie a Zemédélskd fytopatologie (ZF JCU Ceské
Bud¢jovice)
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PREDSTAVENI PRACOVIST

Katedra botaniky, Prirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova
Benatska 2, 128 01 Praha 2

Vybrand témata studia mikroskopickych hub:
e Mikroskopické houby v asociaci s dievinami a kiirovci

Touto tematikou se na naSem pracovisti zabyvame jiZz od roku 1991, kdy jsme se v rdmci
projektu MZe zapojili do feSeni problematiky hromadného odumirani dubd, smrki aj. dfevin
(O. Fassatiova, V. Skalicky, K. Prasil, A. Kubatov4, D. Novotny). V letech 1997-99 jsme v
ramci grantu GACRu studovali mikroskopické houby asociované s b&lokazem dubovym (K.
Prasil, A. Kubatova, D. Novotny). V soucasné dob¢ za¢indme studovat endofytické houby na
jilmu, kde se krom¢ askomycetl setkdvame i s bazidiomycety (A. Kubatova, M. Kolatik, K.
Prasil).

® Saprotrofni pudni houby p¥irozenych stanovist’

V réamci instituciondlnich zdmérd MSMT jsme v letech 1999-2004 vénovali pozornost
diverzit¢ vlaknitych mikromycetd v ptiddch vybranych lokalit na Sumavé a v Krkonosich.
Navizali jsme tak na na§ difv&jsi vyzkum piidnich mikromycett na Sumavé. V soucasné dobg
bychom méli vyzkum dokoncit publikaci vysledki (A. Kubatova, M. Vanova).

¢ Saprotrofni mikromycety antropogennich piid

V letech 1993-1995 jsme tuto problematiku zacali studovat na odkalisti Chvaletice (P.
Kovit a kol., A. Kubatova, M. Vanova, K. Prasil). V soucasné dobé¢ dokoncujeme vyzkum v
ramci projektu MZP, ktery volné navazuje na piedeilé aktivity a je zaméfen na tlohu
biologickych pudnich krust a roli mikroorganismti (pifedev$im sinic, fas, liSejnikll a
mikroskopickych hub), které ji tvoii (Z. Soldén, J. Neustupa a kol., A. Kubatova, K. Prasil, P.
Bukovskd). Vyzkum probiha jak na odkalistich, tak v omezené mite na vybranych vysypkach
1 ptirozenych lokalitach.

¢ Kontaminanty potravin
Tato problematika je feSena formou pfileZitostné spoluprace s pracovniky z praxe, ktefi
maji zdjem o identifikaci zachycenych kontaminant potravin. V posledni dob¢ jsem
spolupracovala napt. s V. Muzikdfem (Zdravotni dstav se sidlem v Praze) a rGznymi
firmami.

¢ Houby z klinickych substrati
V poslednich letech intenzivnéji spolupracujeme s lékaiskymi mykology (napi. S.
DobiaSovd, M. Skotfepovd, V. Buchta, P. Hamal, K. Mencl) pfi druhové identifikaci
oportunnich mikromycett, izolovanych z klinickych substratti (nehty, pokozka, sputum
apod.), které zplisobuji stale ¢astéji komplikace riznych onemocnéni.
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Prezentace NZZ IFCOR - 99, s.r.o. se zaméienim na predstaveni
mykologické laboratoie a laboratore vakcin

RNDr. Dana Hanulakova
IFCOR - 99, s.r.o, Viniéni 235, 615 00 Brno, Tel.: 533 306 416
http://www.ifcor.cz

NZZ IFCOR - 99, s.r.o. provadi komplexni laboratorni servis: mikrobiologie ( bakteriologie,
virologie, mykologie, parazitologie), klinickd imunologie, alergologie, hematologie,
molekuldrni diagnostika, genetika.

Mykologicka laborator

Je zaméfena tfemi sméry:

» klinickd mykologie

» mykologie prostiedi

» poradenskd ¢innost v oblasti odstraniovani plisni, pouzivani biocidnich ptipravkt

Klinicka mykologie
Rist frekvence mykéz v poslednich letech

Rozsifuje se skupina oportunnich patogenti (kvasinky, mikromycety — casto vyvolavaji
zavazné mykdézy komplikujici prubéh a 1é¢eni fady zdkladnich onemocnéni)

Jednoduse d€lime myko6zy podle typu napadenych tkani:

m kiiZe a jeji adnexa (dermatomykdzy)

m kize a podkozi (subkutidnni mykézy)

m vnitini organy (systémové mykozy — nékteré mohou mit i koZni projevy)

Mykologie prostiedi

V této oblasti miiZzeme nabidnout:

e odbér vzorkl z vnéjsiho i vnitiniho prostfedi na mykologické vySetieni
e presnou identifikaci plisni

e jejich hodnoceni z hlediska zdravotni zavadnosti

Vysetiujeme plisn€ z nejriznéjstho materidlu a prostfedi (omitky, podlahy, textil, papir, kizi,
plasty, archivni materidly, historické pfedméty, potraviny, krmiva, ovzdusi a dalsi)

Nabizime rovnéz vysetieni pfi podezieni na vyskyt dfevokaznych hub a napojeni na firmy,
které se zabyvaji jejich likvidaci

Spolupracujeme s alergology a veterinafi

Poradenskd cinnost

e Navrhy Setrného postupu pii likvidaci plisni

e Sledovani spektra schvalenych biocidnich piipravkl — poskytovani poradenstvi

e Navrhy preventivnich opatieni proti nezddoucimu vyskytu mikroskopickych hub

Laborator vakcin
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Bakteridlni a kvasinkové vakciny vyrdbéné v nasi laboratofi se pouzivaji k terapii
recidivujicich a chronickych infekci téZko 1é€itelnych antibiotiky a chemoterapeutiky, ale také
k preventivni stimulaci imunity.

Ptipravujeme tfi typy pro peroralni podavani ve form¢ kapek:
© autovakciny

© stock vakciny (univerzalni vakciny)
© kombinované vakciny

Soucasti vSech sluzeb je odborna konzultaé¢ni ¢innost.
a exkrementy bezobratlych, jeskynni substrity, ovzdusi atd.
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Katedra mikrobioldgie, Fakulta biotechnologie a potravinarstva, Slovenska
pol'nohospodarska univerzita v Nitre

Trieda A. Hlinku 2, 949 76 Nitra

Pracovnici v oblasti mykolégie mikroskopickych hiib:
¢ doc. Ing. Dana Tanc¢inova, PhD.

¢ Ing. Roman Labuda, PhD.

% Ing. Sona Felsociova, PhD.

¢ Ing. Maria Dovicicova

% Ing. Zuzana PiovarCiova

L)

Pracovné zameranie:
V oblasti mykoldgie rieSime vyskumné projekty z nasledujicich oblasti:

- mykoldgia potravin (mykotickd kontaminécia surovin a potravin rastlinného pdvodu),
nasou prioritou je Stidium vyskytu mikroskopickych hib na resp. v obilnych zrnach,
druhova identifikdcia a sledovanie schopnosti izoldtov (druhy rodov Aspergillus,
Alternaria, Fusarium a Penicillium) produkovat vybrané mykotoxiny v podmienkach
in vitro.

» Mykotoxikologické hodnotenie kvality zin pSenice (Triticum
aestivum) domaceho povodu sohPadom na Kkarcinogénne
metabolity aich producentov VEGA 1/3456/06 - projekt
koordinovany na katedre

- mykoldgia krmiv

- mykoldgia prostredia

. Determination of mold and fungal metabolite prevalence in
buildings (Austrian Research Promotion Agency) — spolupracujeme na
rieSeni projektu s IFA Tulln (Rakusko)

- mykoldgia pody — prioritné zameranie na keratinolytické a termorezistentné druhy

» Biodiverzita podnych mikroorganizmov v agroekosystémoch
VEGA 1/3459/06 - projekt koordinovany na katedre

Prioritnou ulohou na nasom pracovisku je aj pedagogickd Cinnost. V sti¢asnosti sa na nasej
katedre vyucuje 10 predmetov na bakaldarskom a inZinierskom stupni. Problematike
mikroskopickych huib sa vo vyuCovacom procese venujeme vo viacerych predmetoch.

¢ Mykoldgia

% Uvod do potravinarskej mykolégie (vyuéovany v anglickom jazyku)

¢ Potravinarska mykologia
Mykologicky zamerany je aj KEGA projekt koordinovany na naSej katedre:

* VIadknité mikroskopické huby vyznamné vo vyucbe predmetov
z oblasti potravinarstva a biotechnolégie KEGA 3/5080/07
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Mykologické laboratorium Slovenskej zdravotnickej univerzity

Elena Pieckova
SZU, Limbova 12, 833 03 Bratislava
elena.pieckova szu.sk

Mykologické laboratérium Slovenskej zdravotnickej univerzity sa venuje
predovSetkym environmentalnej mykoldgii. Predmetom Stidia tohto laboratéria je Siroky
okruh otazok vyskytu a vlastnosti mikroskopickych vldknitych hib, najmid producentov
toxickych (karcinogénnych) metabolitov a (podmienene) patogénnych a alergizujicich
druhov mikromycét v ovzduSi na pracoviskdch, v domdacnostiach (indoor mycology), vo
vodach pitnych i povrchovych, v prostredi zdravotnickych zariadeni, v potravinarskych
surovindch, v poZivatinich a pod., odkial mdZu mikromycéty ohrozovat’ zdravie a komfort
Cloveka, ale tiez poSkodzovat’ svojou neziaducou ¢innostou uzito¢né substraty. Od r. 2003 je
pracovisko jedinym atestovanym laboratériom pre mykoldgiu vnitorného prostredia a
potravindrsku v novych &lenskych 3titoch EU (certifikdty kvality z Landesgesundheitsamt
Baden-Wuerttemberg, Stuttgart, D v polro¢nych intervaloch).

Pracovnici mykologického laboratéria sa v tejto sivislosti zaoberaji nasledovnymi
problémami:

(3 Diagnostika vlaknitych mikromycét.

0 Metddy izolacie mikromycét z environmentalnych vzoriek.

(3 Produkcia mykotoxinov, toxinogénne druhy, prirodzené podmienky produkcie toxinov
a podmienky in vitro, metédy dokazu toxinogenity, mozZnosti degradicie toxickych
metabolitov, charakteristika producentov, ich vlastnosti, biotop u nds.

O Vyskyt a ekoldgia zdravotne vyznamnych a toxinogénnych kmenov - pévodcov mykoz,
mykotoxikdz, alergii, indikdtorov stavu Zivotného prostredia ajeho neZiaddcich
znehodnocovatel'ov.

(3 Hodnotenie zdravotného, hygienického a environmentalneho vyznamu izolovanych
kmenov.

O Vplyv toxickych metabolitov mikromycét na teplokrvné Zivoéichy in vitro na
organovych a tkanivovych kulturach, najnovsie aj respiracnd toxicita in vivo, zber
epidemiologickych tudajov o vplyve mykotoxinov na organizmus c¢loveka, vlastnosti
mykotoxinov, vyskyt, mnozZstvd, otizky legislativy a jej zostilad’ovanie s EU.

0 Antimycetikd a antimykotikd:  vyskyt primdrne a sekunddrne rezistentnych

mikromycét, metody testovania citlivosti izolatov mikromycét in vitro, interpreticia

vysledkov in vivo v stvislosti so zvySujicim sa vyskytom klinickych rezistentnych kmenov,
ucinnd dezinfekcia.

Mykologické laboratérium vykondva expertiznu cinnost' (ndrocnd identifikdcia
mikromycét vzdcnejSich a zriedkavych druhov od pacientov s mykézami a zo vzoriek
z prostredia, chemickd analyza — tenkovrstvovou chromatografiou - vybranych mykotoxinov)
pre praktické klinické mikrobiologické laboratérid, Hlavného hygienika SR a vyrobno-
obchodné podniky. Identifikdcia kmenov si vyzaduje znacné taxonomické vedomosti
diagnostikujicich mykolégov v laboratériu a  tieZ pomoc priebezne budovanej a
aktualizovanej rozsiahlej databazy (viac ako 16 000 separdtnych vytlatkov) taxonomickej
literatiry na pracovisku. Tento trend ovlddania diagnostiky mikroskopickych vldknitych hib
a objektivneho moderného hodnotenia ich vyskytu sa na Slovensku musi udrzat. Pracovnici
mykologického laboratéria (1 samostatny vedecky pracovnik, 1 vyskumny pracovnik, 1
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technicky pracovnik), ktoré je ako jedno z madla mykologickych pracovisk v Slovenskej
republike na vysokej odbornej drovni, poskytuji terénnym pracoviskdm zdravotnictva a
mimo zdravotnictva Slovenska i Ciech ststavne cely rad praktickych konzulticif a informacif
(0. 1. 20 ro¢nikov pravidelnych konzultacnych dni Mykologické aktuality; hromadné Skoliace
miesto Slovenskej zdravotnickej univerzity Bratislava Mikroskopické vldknité huby
v zivotnom prostredi — hygienicky vyznam arizikd; individudlne Skoliace miesta pre
pracovnikov hygienickej sluzby a inych organizécii; vedecko-populdrne osvetové vystiipenia
s celoStdtnym dosahom). Zodpovedni pracovnici su clenmi domdcich a zahrani¢nych
odbornych vedeckych spoloc¢nosti a vysledky pracoviska st uzndvané v odbornych kruhoch
celého sveta.

Mykologické laboratérium SZU vykondvalo v rokoch 1982 — 91 €innost’ Referenéného
laboratéria na vySetrovanie mikroskopickych hib a mykotoxinov (Vestnik MZ SSR, ro¢nik
XXIX, ciastka 24 z 30. 12. 1981) ako jediné pracovisko svojho druhu v byvalom
Ceskoslovensku.
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Vyzkumny tustav lesniho hospodaistvi a myslivosti, v.v.i.,
Vyzkumna stanice Kunovice (Gtvar reprodukénich zdroji)

Cinnosti Vyzkumné stanice VULHM, v.v.i. v Kunovicich jsou v oblasti vyzkumu a v oblasti
expertni, poradni a informacni Cinnosti orientovdny na dvé zdkladni skupiny lesnické
problematiky:

1. Lesni semarstvi (Semenarska kontrola, Akreditovana zkusebni laborator)
(Vedouci: Zderika Prochdzkovd, prom. biol., Csc.)

- Mgr. Jana Remesovd (vyzkumny pracovnik, specializace: zdravotni rozbor semen a
reproduk¢éniho materidlu lesnich dievin)

Hlayni ¢innosti:

- vyzkum S$lechtitelské a ekonomické efektivnosti semennych sadii modiinu opadavého a
borovice lesni, studium metod sbéru, skladovéni, piedosevni piipravy a zjisStovani kvality
semen lesnich dfevin kefli, vyvoj metod hodnoceni kvality semenného materidlu lesnich
dfevin

- zkousSeni kvality semenného materialu lesnich dievin narodné¢ a mezinarodn¢ akreditovanou
zkuSebni laboratoii "Semendiskd kontrola"

- informa¢ni, poradensky a expertni servis v oblasti lesntho semenéistvi pro vlastniky lesa,
statni spravu a dal$i subjekty

Cinnosti v oblasti mykologie — lesnické fytopatologie:

- zdravotni rozbor semenného reproduk¢niho materidlu - neakreditovand zkouska kvality
semen lesnich dfevin, zjiStovani saprofytickych a patogennich hub (Botrytis cinerea,
Caloscypha fulgens, Ceratocystis Cylindrocarpon, Cytospora, Fusarium, Ophiostoma
Phytophtora cactorum, Phomopsis, Pythium, Rhizoctonia solani, Verticillium).

- informacni Cinnost v oblasti fytopatologie semen lesnich dievin: informacéni servis v ramci
Lesni ochranné sluzby (LOS) — napft. ptilohovy letdk v Lesnické praci — Z. PROCHAZKOVA, V.
PESKOVA, 12/2006: Ciboria batschiana (Zopf) Buchwald — Hlizenka Zaludova, pravidelné
informace do Zpravodaje ochrany lesa)

- prostiednictvim Z. Prochdzkové je pracovisté zapojeno v mezindrodnich vyzkumnych
aktivitdch ( IUFRO, pracovni skupina 7.03.04 Diseas and Insects in Forest Nursieries)

- zastoupeni v Ceské védecké spole¢nosti pro mykologii ( Z. Prochdzkovd, J. RemeSovd),
V Ceské fytopatologické spoleénosti ( Z. Prochdzkova)

2. Slechténi rychlerostoucich d¥evin a zéclgrana genofondu listnatych drevin
(Rychlerostouci direviny) (Vedouci: Ing. Lud’ka CiZkovd, Ph.D)

- Ing. Martina Malinova (vyzkumny pracovnik, specializace: S$lechténi a testovani
rychlerostoucich dievin, monitoring zdravotniho stavu v klonovych archivech topolit)

- Ing. Jolana Kyselakova ( vyzkumny pracovnik, specializace: proveniencni
vyzkum,inventarizace a zachovani genovych zdroju listnatych dfevin)

Hlavni &innosti:

- vyzkumna ¢innost (Slechténi rychlerostoucich dfevin; provenien¢ni vyzkum dubu, lipy,
jasanu, javoru klenu a olSe lepkavé; inventarizace a uvazované specidlni vyuZiti ofesaku
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¢erného, zdchrana populaci topolu bilého a Cerného; zachrana genovych zdroji vzacnéjSich
domadcich druhti dubti; selekce, reprodukce a testovani populaci javoru klenu a olSe lepkavé)

- klonové archivy listnatych dievin, zvlast¢ rodt Populus a Salix, udrZzované zejména: pro
dalsi Slechtitelské prace, k dalsi reprodukci jako zdroj uznaného testovaného ( 22 kultivari
Slechténych topolil) a kvalifikovaného ( jednotka topolu ¢erného, jednotka topolu osiky a
jednotka vrb) reprodukéniho materidlu, k zachovani cennych a ohroZenych genotypii

- informacni, poradensky a expertni servis v oblasti péstovani rychlerostoucich dfevin

Cinnost v oblasti mykologie — lesnické fytopatologie:

- M. Malinovd: zpracovani problematiky zdravotniho stavu rychlerostoucich dfevin
(predevSim topolil), monitoring zdravotniho stavu klonovych archivii topoll (napf.
MALINOVA M. (2006): Nejvyznamnéjsi choroby a Sktdci topold.- Les. Prace, 2006, 85:596-
597; MALINOVA, M.: Topolové rzi rodu Melampsora a hodnoceni vyskytu v klonovém
archivu VULHM VS Kunovice v letech 2005-6, Zpravy lesnického vyzkumu, 2007, ¢.4, /v
fizeni/)

- J. Kyseldkovd: zpracovani problematiky zdravotniho stavu listnatych dievin (duby, olSe
lepkavd, javor klen, ofeSdk Cerny), hodnoceni zdravotniho stavu vybranych populaci olSe

lepkavé

Kontakt:

VULHM, v.v.i., Vyzkumna stanice Kunovice

Na Zahonech 601

www.vulhmuh.cz, tel. 572 420 911

e-mail: malinova@vulhmuh.cz, kyselakova@vulhmuh.cz,  prochazkova@vulhmuh.cz,
remesova@vulhmuh.cz
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Studium patogenity hub na hostitele na bazi oxida¢niho stresu
HANA LUKSANOVA

LUKSANOVA, H.: A study of fungal pathogenicity against to host plants on the basis of oxidation stress
Proceedings of the MICROMYCO 2007, NOVAKOVA, A. (Ed.): pp. 212-214.ISB BC AS CR, v.v.i., 2007.
ISBN 978-80-86525-10-5

The level of pathogenicity can be studied by many ways. One of perspective possibilities is study of the
production of free radicals. The plant self-protects against pathogen attack by stress reaction. Free oxygen
radicals (reactive oxygen species- ROS) are involved in the cellular signalization induced by pathogen. The plant
defensiveness against pathogens depends on ROS production and on their subsequent successful disposal due to
antioxidative mechanism. Considering high ROS reactivity, they can attack all types of cell components. The
Cell damage, as a result of the attack, can be evaluated using series of methods. Moreover, the level of
antioxidant protection is observed, too.

Keywords: pathogenicity, ROS production, free radicals

Hana LukSanov4, Crop Research Institute, Division of Plant Medicine, Department of Mycology, Drnovska 507,
161 06 Praha 6 — Ruzyné¢, Czech Republic. E-mail: Juksanova@vurv.cz

* Presented at workshop MICROMY CO 2007, Ceské Budgjovice, September 4-5, 2007.

Uvod

Rostlina je béhem svého Zivota vystavovédna celou fadou neptiznivych vliva, které ji
vazné ohrozuji a projevuji se zpomalenim Zivotni funkce rostliny, poSkozenim jednotlivych
orgdnt a uhynem rostliny. Tyto vlivy se nazyvaji stresové faktory nebo stresory (Prochdzka
et al.,1998). Stav rostliny, kterd je vystavena stresovym faktorim se oznacuje stres. Odpoveéd’
rostliny na stresové plisobeni zdleZi na typu stresu, rostliny, intenzit¢ a délce plsobeni
stresoru tzv. adaptacni schopnost rostliny (DAT et al., 2000).

Stresorové faktory délime na abiotické a biotické. Do skupiny abiotickych patii faktory
fyzikdlni a chemické povahy. Bioticky stres je zpisobeny herbivornimi Zzivocichovy,
patogennimi mikroorganismy (viry, bakterie, houby) a vzdjemnym ovliviiovdnim rostlin.
Rostlinnd bunika je ptfed atakem mikroorganismt chrdnéna svou bunécnou sténou. Predevsim
patogenni houby jsou vybaveny lytickymi exoenzymy, které bunéénou sténu narusuji a tak
dochdzi k priniku patogenu do hostitelské bunky (PROCHAZKA et al., 1998; DAT et al., 2000).
Prinik ¢i kontakt patogenu s hostitelskou buiikou vyvold celou fadu koordinacnich
vnitrobunéénych zmén, které vedou k eliminaci pisobeni a Sifeni patogenu do dalSich bun¢k.
Tento zpusob ochrany se nazyva hypersenzitivni reakce. Jednd se o typ ochranné nekrézy, pfi
kterém dochdzi k prudkému zvyseni tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS) a NO (oxida¢ni
vzplanuti (oxidative burst)) v misté priniku patogenu a vede tak k zaniku patogenu a okolnich
buné¢k hostitele (NEILL et al., 2003).

Obrannda reakce hostitelské buniky je spusSténa specifickym metabolitem tzv. elicitorem.
Béhem ochranné reakce dochdzi k aktivaci vhodnych gent (stresové proteiny, latky s
antibiotickymi ucinky). K aktivaci nedochdzi pifimo elicitory, ale pomoci tzv. signdlovych
prenasect (2. posll). NejcastéjSimi a nejrychlejSimi prenasSeci a aktivatory genové exprese
jsou ROS, a to ptevazné superoxid a H,O, (DAT et al., 2000; MLICKOVA et al., 2003).

Zmény v hostitelské buiice, které vedou ke zvySeni odolnosti vici stresovym faktorim
je tvorba ROS. Vzhledem k tomu, Ze ROS jsou velice reaktivni a poSkozuji vSechny tipy
molekul v burice, je nutné pro zvySenou odolnost rostlinné buniky i i¢inné odstraiiovani ROS.
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Rovnovdha mezi tvorbou a odstranovinim ROS vbuiice je fizena antioxida¢nim
mechanismem, ktery zahrnuje jak antioxidacni enzymy, tak nizkomolekuladrni l4tky. Jestlize
je tato rovnovaha porusena dochdzi k oxidacnimu stresu (BLOKHINA et al., 2000; DAT et al.,
2000; MLICKOVA et al., 2003).

Metody stanoveni miry patogenity na bazi oxida¢niho stresu

Miru patogenity na hostitelkou bunku lze urcit pomoci miry poSkozeni bunécného
materidlu ROS ¢i studiem zmén antioxida¢niho mechanismu.

Nejcastéji sledované markery pasobeni ROS na lipidy pfi tzv. peroxidaci lipidi jsou
malondialdehyd (MDA) (Munné-Bosch and Peiiuelas, 2003), lipofuscinoidni pigmenty (LFP)
a aldehydy (WILHELM et al., 2006; WILHELMOVA et al., 2006a).

Mira poskozeni proteinli pomoci ROS se urcuje detekci karbonylii (SKOUMALOVA et al.,
2003) a stupn¢ oxidace a nitrace proteinti (SKOUMALOVA et al., 2003; WILHELMOVA et al.,
2006Db).

Detekci 8-hydroxy-2-deoxyguanosinu je vétSinou urovdna mira poSkozeni DNA
reaktivnimi formami kysliku (KASAI, 1997). Navic, pomoci kometového testu 1ze urcit jedno-
a dvojietézové zlomy DNA (GICHNER, 2000).

Antioxida¢ni mechanismus lze sledovat na n€kolika drovnich.

Utinnost ochrany buiiky pied reaktivnimi formami kysliku pomoci antioxida¢nich enzymt
(katalasa, askorbdtoxidasa, glutathionreduktasa, superoxiddismutasa atd.) se sleduje jak
pomoci aktivity jednotlivych enzymt tak urCenim jejich kvantitativniho zastoupeni
(DUTILLEUL et al, 2003; HODGES et al., 1997).

Dalsim ze sledovanych parametrti je zastoupeni hydrofobnich nizkomolekuldrnich
antioxidantii a to o-tokoferolu (WILHELM et al., 2006; MUNNE-BOSCH & PENUELAS, 2003) a
B-karotenu (MUNNE-BOSCH & PENUELAS, 2003). U hydrofilnich nizkomolekuldrnich
antioxidantli askorbatu a glutathionu se krom¢ kvantitativniho zastoupeni urcuje i zastoupeni
jejich redukované formy (MUNNE-BOSCH & PENUELAS, 2003; DUTILLEUL et al, 2003).

Zmény funkce fotosyntézy lze urcit ze zastoupeni chlorofylu @ a b a pigmentl
xantofylového cyklu, ktery chrani fotosynteticky aparat pfed nadmérnou tvorbou ROS
(MUNNE-BOSCH & PENUELAS, 2003; SUNKAR et al., 2003).

Pomoci DPPH stanoveni lze urcit celkovou antioxidacni aktivitu ve vybranych
extraktech (FAYAZ et al., 2005).

Navic Ize ptimo detekovat hladinu ROS v buiice (DUTILLEUL et al, 2003; MLICKOVA
et al., 2003).

Cil prace

Cilem préace je studium patogenity Ctyt izolati Macrophomina phaseolina na slunecnici
na bazi oxidacniho stresu. Pomoci sledovani poSkozeni bunécného materidlu volnymi
radikdly a zmén antioxidacniho mechanismu v bunice urcit miru patogenity jednotlivych
izolatli a zadroven adaptacni schopnost rostliny na vybrané izolaty Macrophomina phaseolina.
Navic pomoci aktivity celulolytickych enzym@ wurcit prichodnost jednotlivych izolath

Macrophomina phaseolina do hostitelské buriky.
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