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Souhrn

Cilem této prace bylo zjistit spektrum hub osiidligh semena maku v makovicich,
tedy zjistit girozenou infekci makovych semen. Za timielém byla studovana semena
maku z ekologického zefdélstvi z lokality Budyg nad Ofii a z kontrolnich ploch
konveréniho zenddélstvi v Cerveném Ujezél V ramci metodiky byly poZity metody
inkubace semen ve vlhkych kérkadch a inkubace semen na agarovych plotnaéh. P
inkubaci semen ve vihkych kamkach bylo nalezeno celkem 12 déulh @i inkubaci
semen na agarovych plotnach 14 drulprevazr patogennich hub. Celkévbylo
zaznamenano 19 dralhub. Negetn$jSim druhem izolovanymipinkubaci semen z obou
lokalit metodou agarovych ploten &i pnkubaci semen z lokality Budgnnad Ofii
metodou vlhkych korirek bylo Cladosporium cladosporioides. Pri kultivaci semen z
lokality Budyré nad Ofiti metodou vihkych korirek to byl druhDendryphion papaveris.

V ramci této prace byl dnén prvni, objektivé potvrzeny nalez dvou dpodai

helmintosporiozy maku €eské republice, a to driilD. papaveris aD. penicillatum.

Kli¢ova slova: semena maku setého, mykoflora, agarové plotnykévikomirky,

helmintosporidéza



Summary

The aim of this work was to determine the divgreitfungi inhabiting poppy seeds
and to study their natural patogens. The poppysseede collected from an organic farm
in Budyrs nad Ofiii and from a conventional agricultural areaCierveny Ujezd. The agar
plate method and the blotter method were usedhi@rigolation of seed-borne fungi. 12
species of fungi were isolated by the usage of @igte method and 14 species were
isolated by the usage of blotter method. In tofakfiecies of fungi were isolated. In both
localities the most frequently isolated speciesalgyar plate method wasSladosporium
cladosporioides. C. cladosporiodes was also the most frequently isolated speciesnduri
the incubation by blotter method from Budynad Ofii. The most prevalent species
isolated by blotter method from Budynad Ofii wasDendryphion papaveris. This is the
first time when two agents of helminthosporiodis apaveris andD. penicillatum) were

observed in the Czech Republic

Key words: poppy seeds, mycoflora, agar plate method, blotraethod,

helminthosporiosis
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1. Cil prace

Vychozi hypotéza:

Na (v) semenech maku jéifpmnarada mikroskopickych hub.dkteré z nich jsou
puvodci chorob semene a/nebo rostliny. Pro poznamintzzsemeno — houba je nutné dané
mikromycety nejprve determinovat.

Cil:

Izolovat mikromycety ze semen maku. Ziskané izatiterminovat.



2. Uvod

Semeno fedstavuje zarodek rostliny kryty osemenim, kterjika@ na zaklad
pohlavniho rozmnoZovani rostlin. Pouze ze zdravéhovalitnihno semena ide vyiist
vitalni a konkurenceschopna rostlina. Vyznam semasilin obeci spaiva v jejich
vlastni reprodukci a distribuci, mimoto ale poskiytiovéku a jinym organisiiim obZivu.
Semena jsodlovékem vyuzivana jako surovina pro vyrobu potravinrmilk a také pro
semengské &kely. V obou pipadech je velmiiezita kvalita semen.

Semena jsou osidlovan@adou organisrtin (viry, bakterie, houby), jejichz mira
patogenity a kvantita ovliuje zdravotni stav semena. K osidlovani semémitd
organismy dochazi v zavislosti na pouZzité agrotmehndale na stavu pasi Ehem
vegetace a také nauihu sklizrg, poskliziovych Upravach a skladovani. Ve velkéeni
se na osidlovani semen podileji houby. Houby jsaik&ini skupina heterotrofnich
eukaryotickych organistn které sehravaji velmiatezitou roli v ekosystémech. Semeno
muze byt osidleno jednim nebo i vice druhy hub. TeZéna velikosti a morfologii
semene, dale na jeho chemickém sloZenijSich podminkdch a nafipmnosti
houbovych propaguli. P osidlovani semen stavaji houby bdi na povrchu semena,
anebo praistaji do jeho vniku.

K tomu, aby doSlo k infekci rostliny a potazmo sempou dilezité ti zakladni
faktory. Prvnim faktorem je citlivy hostitel, druimyje virulentni patogen aetim faktorem
jsou giznivé vrejSi podminky. K infekci tedy dochazi tehdy, kdyZistekeni propagule
patogena $etnou s citlivym hostitelem a hostitel je navic tayen stresujicim
podminkam.

Hostitel se infekci primagh brani prosednictvim vyhodného habitatu a
mechanickych bariér (trichomy, kutikula, atd.). @yanatomicko-morfologické struktury
poskytuji rostli@ pouze zakladni stupeochrany. VySSi stugieochrany je zavisly na
chemickém slozZeni pletiv a na charakteru biocheyaickproces, k nimz dochazi ip
reakci rostliny na fitomnost infeknich propaguli patogena. Semenotdgje vystaveno
tésné blizkosti infeénich agens hub, kde se navic nachézi zona zvyZelsneé relativni
vihkosti, ktera je nezbytna pro aktivaci patogeRatogen potom fize semeno snadno

osidlit. Semeno na rostline oproti tomu ped Fimym pisobenim patogeénz vrejSiho



prostedi chragno stnou makovice. Kinfekci semen v makoviciabe dojit pes
mechanické poskozeni nebo g@isténim patogena vodivymi svazky.

Mezi semena osidlujici druhy papatogenni a potencia@rmpatogenni, saprofytické
druhy hub. Zvlastni skupinu tiiohouby, které se pouze zachytavaji na povrchu same
jako kontaminace a semeno vyuzZivaji jen jako vegi@ho penosu.

Saprofytické houby osidluji semena se snizenoliteitenebo semena jiz mrtva. U
dormantnich, vitalnich a vysoce kvalitnich semenogidleni saprotrofnimi houbami
ojedirglé a vyskytuje se jen s nizkou hustotou. Véghto hub na dalSi poSkozovani semen
proto neni ve srovnani s patogennimi druhy tak ywetde mohou festo zgisobovat
problémy @i piedosevni fipraw meérgé kvalitnich semen s vysSim podilem mrtvych
semen, nelbtato semena jsouipozenymi ohnisky pro jejich dalSitéhi na okolni zdrava
semena.

Vyznamnou skupinu hub osidlujicich semena rosthrit patogenni druhy.
V ramci jednotlivych druf téchto patogei ¢asto existuje zrma substratova specificita,
kterd se naslednodrazi v mnozstvi popsanych forem speciales. Tyaaby mohou
napadnout vSechniasti rostlinnéhoda, zpisobit celkové oslabeni rostliny a nakonec jeji
ahyn. To plati i pro semena, kter4 vlivem napadgitrd kli¢i a ¢asto obsahuji i zdravi
nebezpeéné toxiny, které mohou byt houbami produkovany.

Zvlastni skupina saproparazizahrnuje zastupce, kigsou schopni po usmrceni
hostitelské rostliny, §etre semen, fejit z parazitického na saprotrofnitgob Zivota, a
Zivit se tak odurfelymi organickymi zbytky hostitele. Ve chvili, kdse dostanou do
blizkosti Zivého hostitele, @pprechazeji na paraziticky é#pob Zivota.

Urcitou ochranu semen proti houbam poskytujgené To ale zasadmeovlivni
klicivost, na niz maji houby osidlujici semena prim&tivi. Po vykliceni rostlina pro sy
rast a vyvoj vyZaduje optimalni zasobu Zivin, rovriiond zpracovanou ju, dostaténou
vlahu a s¥telné podminky a také pesticidni ochranu. Pokutddmgsem, @ uz z divodu
nedostaténé agrotechniky nebo pé&vnostnich podminek, pak je nachylna k napadeni
dalSimi houbami, které mohou p@pdpiechazet do semen. Houbova onendocmostlin
mohou znané redukovat vynos plodiny a také jeji celkovou réiita péstovani. Z tohoto
duvodu je pozornost &novana houbam #gobujicim 6zna onemocimi maku. Dosud
nebyla vCeské republice uskuteina prace, ktera by se zabyvala vyhgadmubami

osidlujicimi semena méaku v makovicich, tedyrqzenou infekci semen. Spektrum hub



izolované ze semen usklaghého maku je oproti émto semefim ovliviiovano
variabilnimi skliziovymi a posklizaovymi podminkami a tive se tedy do jisté miry od

spektra hub semen uvhihakovic lisit.



3. Literarni p fehled

Nasleduijici literarni fehled podava sttmé informace o historiigstovani maku na
c¢eském uzemi, o jeho taxonomii, morfologii a agrbtéce @stovani. Dale pojednava o
rizicich, které pro makipdstavuji izné abiotické a biotické faktory. Dal&st textu se
zabyva problematikou semen a hub, kde je naviccopém pehled semen nejergjSich
plodin a z nich izolovanych hub. Dale je popisovartearakteristika hub, které byly
v ramci této diplomové prace izolovany a&emy. Posledniést literarniho fehledu je
vénovana metodam, které jsou kinkubaci semen a dwslekultivaci hub &ne

vyuzivany.
3.1.Historie péstovani maku

Zemedélstvi predstavovalo vyznamnou slozku kultuggtnych kmeni a narod,
které obyvaly naSe zenjiz od mladSi doby kamenné. O tom vypovidaji nejenzealé
nastroje, néadi¢i keramika, ale také dochované zbytigstmvanych plodin a chovanych
zvitat (Klecka 1934).

Mezi prastaré plodiny nepochybmati i mak, &koliv jeho historie neni zatim
dostatén¢ objaskna. Mnozi badatelé se domnivaji, Ze divokgdek maku setéhd?(
somniferum) pochézi ze zapadnihoif&lomdi. Semena maku z obdobi neolitdjpadre
eneolitu, jsou nalézana v malém mnozstvi po cédélst Evrog (Kreuz & Schéfer, 2008).

Semena jsou zachovana ve zubeipodob, jak je patrné na Obr.1 .

Obr. 1: Zuhelrgné semeno maku pochazejici z doby Zelezigvgato z Kreuz & Schéfer,
2008)



Z UzemiCeské republiky je znamo jerskolik ojedinslych néaleZ semen maéku.
Prozatim je vSak tento nalez evidovan pouze jakmivezeny.Mezi dalSi mista nalezu
zuhelnatlych semen lze jmenovat Hulin, Ostrov dia, Liboc, Vladg Bifezno u Loun
¢i Medlovice. Redpoklada se, Ze mak byl naSintegky vyuzZivan nejen jako potravina,
ale také jako zdroj opiaDo 19. stoleti byl mak gstovan pouze na zahradkach. Teprve
pozcji se za&al pistovat jako polni plodina, ktera byla zJatku sklizena rené. Postupem
doby se od réni sklizre upustilo a peSlo se k pléd mechanizované sklizni jako je tomu

dnes(Koc¢ér & Dreslerova 2010).
3.2. Taxonomie maku

V roce 1753 popsal a pojmenoval slavny Svédskyogowdec a botanik Carl
Linné (1707-1778) rostlinu, kterou znalo lidstv@ jceld staleti. Touto rostlinou byl
Papaver somniferum L., ¢esky mak sety. V s@asné dob rod Papaver zahrnuje fiblizn¢
120 druli (Novak & Preininger 1981). Aktualni taxonomickéiazeni maku podle
Biological Library (www.biolib.cz) je nasledujici:

* fiSe:Plantae (rostliny)
» odcleni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)
 trida:Rosopsida (vysSi dvoudlozné rostliny)
» fad:Ranunculales (pryskynikotvaré)
» (eled: Papaveraceae (makovité)

* rod: Papaver (mak)
3.3.Morfologie méaku

Mak sety je jednoleta bylina, jejiz lodyha dsta do vySky 30 — 180cm. &t wtvi
na lodyze zavisi na ofiil¢, ale je velmi silg ovlivnén i sponem, ve kterém jsou rostliny
péstovany. Listy objimajici lodyhu byvaji jednoduchgodlouhlé, mira zvinéné a
zubovité. Jejich povrch je kryt nestindou voskovou vrstwikou (Vasak et al. 2010).

Kvéty vyrastaji zpravidla jednotl® jsou tvdeny dwma opadavymi kaliSnimi
listky actyrmi korunnimi listky, které byvaji n&gsgji bilé s fialovou kresbou, ale mohou

nabyvat nejiznéjSich barev, odiZzové ffescervenou az tmavfialovou. Tvar a velikost



korunnich listk byva rozmanity. Uvnitkvétu vyrasta pestik beznélky a velké mnozstvi
ty¢inek (150-250). Semenik pestiku je zakem tetovitou paprsitou bliznou. Kt je
vétSinou samosprasny. Po odky se semenik ipmenuje v tobolku, tzv. makovici.
Makovice se po dozrani Buotevira drobnymi otvory mezi paprsky blizny a uwge
mnozstvi drobnych semen (tzv. dikk), nebo #stdva zcela uzdena (tzv. slepék).
Velikost a tvar tobolek jsou ofllovym znakem a byvaji oviiwvany agrotechnikou a
podminkami prosgedi (Fabry et al. 1975).

Semena jsou ledvinovitého tvaru. Jejich délka skypoje okolo 1 — 1,5 mm.
Povrch semen je strukturovan v Sestithelnikové kyplokteré jsou ohratené mirg
vyvySenymi Zebry. Semena mohou byt fiejgji zabarvena, oddy psstované \Ceské
republice maji n€pstji modré, Sedomodre, bil& okrové zbarveni osemeni. Pmérna
HTS (hmotnost 1000 semen) se pohybuje okolo 0,B8gdk & Preininger 1981, Vasak et
al. 2010).

Koten rostliny je hluboky #Wovy a pronikd do hloubky okolo 50 — 80cm.
Z hlavniho kd#ene vyifista rekolik silnych postrannich keni a velké mnoZzstvi jemnych

vlagtitych korinkd, které se vytviji meélce pod povrchemuay (Fabry et al. 1975).
3.4.Agrotechnika

Kvalita produkce semen je do jisté miry ovilbvana pouzitou agrotechnikou.
K zakladnim agrotechnickym opahim pati vhodré zvoleny osevni postup, fe/é
zpracovana a rovno¥me prohnojend fda, optimalni vysev a pesticidni ochrana. Zakladni
informace o vysevu a porostu jarniho maku jsoulsiym tabulce (Tab.1).



Tab. 1: Obecné informace o vysevu a porostu jarniho makudlé Edelbauer & Stangl
1993, Richter & LoS4k 2004, Vasak et al. 2010)

UKAZATEL HODNOTA

Termin seti zatas na jée a jen do vyzréalétaly

Naroky na Ziviny (na produkci 1t semen) 71kg N, @ & 93kg K, 18kg S, 15kg Mg,
0,35 kg Mn, 0,2kg Zn, 0,11kg B

Vysevek (kg/ha) 08-1,7

Mezitadkovéa vzdalenost (cm) 75-15-25

Hloubka seti (cm) do max. 2

Hustota porostu (ks/f 70 — 100

Paset makovic (ks/rf) 100 — 120 (f sklizni 70 — 100)

Tvar makovic kulaté az ovalné

Jednotnost zrani makovic vysoka

Termin sklizré cervenec - srpen

Hmotnost semen v makovici (g) 2-24

Hmotnost prazdné makovice (g) 1,8-2,2

Teoreticky vynos (t/ha) -5% ztréat 16-2.3

3.5.Zdravotni stav maku

Spravna agrotechnika je nezbytnynteqpokladem pro realizaci optimalniho
vynosu plodiny. A&koliv jsou splrny vSechny pozadavky pragtovani méku, koriay
vynos nize byt je&t ovlivnén mnoha faktory okolniho prdsdi. Na jedné stranstoji
faktory abiotické, na druhé jsou bigti ¢initelé. Bioticti ¢initelé predstavuji organismy,
které svym zfpisobem Zivota oslabuji hostitelskou rostlinu aiftka zgisobuiji jeji thyn.
Mezi pavodce onemocmi rostlin pati viry, bakterie, fytoplazmy, houby, Ziviwhové
(bezobratli i obratlovci)¢i parazitické rostliny. Ve vysSim zastoupeni jsomaéku setého
feSeny problémy s viry, bakteriemi, houbami a beatymi Zivacichy (Baudys et al. 1958,
VaSék et al. 2010).
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3.5.1.Abiotické faktory

Abiotické faktory jsou dany jednak klimatickymi pmdhkami (srazky, teplota,
vitr), jednak agrotechnikou (zpracovaridy, hnojiva, pesticidy, mechanicka poskozeni).

Destivé pdasi v obdobi dozravani maku & pred sklizni zfisobuje kléeni
semen v neposkozenych makovicich. Tomuto probléayiedejit gstovanim odid se
strechovitym bliznovym tetem, ktery zajisuje stékani vody z makovic. Potize ovSem
piedstavuje fliSny uhrn srazek v da@ébdokvétani maku. V isledku destiveého asi
byvaji makovice obaleny oduglymi okwtnimi platky. Takto obalené makovice se stavaji
cilem mnohych 3kdci a chorob, kit vynos vyznamé redukuji. Zadna preventivni
opateni v tomto pipadt nepomohou (Vaséak et al. 2010).

Ackoliv je mak v pgéateinich fazich vyvoje k nizkym teplotam relatévodolny,
muze @i dlouhotrvajicich mrazech dochazet k potrhaniiydekli¢cnich rostlin. Takove
rostliny zahy odumiraji. Problém takéni stidani teplot, které Idhi rostlinky vytahuji
z pady a zmsobuji jejich zaschnuti. Jedinou moZnou ochranoati promuto typu
odumirani je vhodny vys pozemku. Mak $ podzimnich¢i ¢asrg jarnich vysevech by
nentl byt péstovan na fidach se sklonem k tvatlpadniho Skraloupu, déle na svazich a
v mrazovych kotlindch. Nejcitl§jSi ¢asti rostliny méaku k mrazu jsou s&nreprodukni
organy. Promrznuti tynek a pylu v dob kveteni brani v opyleni, coz vede k tomu, ze
ackoliv se semenik dale vyviji, makovicéstava prazdna. K tomuto poSkozeni mrazem
dochéazi zejména u@dkiasnych vyse, ale také u podzimnich vyseve spodniclktastech
svahi, v mrazovych kotlinackii u vodnich tok (Fabry et al. 1975, VaSéak et al. 2010).

Celoplo3né poskozeni porostu maku byvaisppeno krupobitim. | drobné
prodéravéni makovice znamena 100% znehodnoceni semen. Sandoier krup bez
prodéravéni vede k poskozeni az polomiho mnoZstvi semen, odkud se Skod&ensfit
dal. Jakékoliv mechanické poSkozeni poskytuje viloodvstupni branu prdizné choroby
a Skidce. Samotné poSkozeni listové plochy sniZuje deiniiplochu, coz vede k dalSimu
oslabeni rostliny. Z hlediska agrotechnickych ogit neexistuje Zzadna prevence proti
tomuto typu poSkozeni, proto je nezbytné pro kagilyad Urodu pojistit (Vasak et al.
2010).

Casté a silné atry mohou zgsobit poléhani porostéi vyvraty rostlin. Odolnost
vaci vyvratu je zavisla na hloubce a kvalkorenového systému, ktery rostlinu upaje

v pudé. Z tohoto divodu je nutné dbat na dostéae hluboké a rovnorrné zpracovani
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pudy. Krome toho mohou poslouZit regulator§stu jako vhodnéifpravky pro zpomaleni
rastu rostlin (Fabry et al. 1975).

DalSi gicinou abiotického poSkozeni porostu maku byva nedesia vyziva. Mak
je nar@nou plodinou na ifitomnost béru, ktery spale¢ se zinkem pozitivé ovliviiuje
priabéh opyleni a tim i vynos semen. Na nedostatek bdstlina maku reaguje zbdlym
veget&nim vrcholem, hédymi zakrrélymi poupaty a nakonec malymi deformovanymi
makovicemi. Na pozemcich s nedostat®i zasobou boru je nutnénovat pozornost jeho
doplréni a obec# je u maku Zadoucichem vegetace pouZzivat listova hnojiva s obsahem
boru. Nedostatma vyziva dalSimi prvky, zejména dusikempgpbuje zninu zabarveni
porostu, najasgji svétlého ¢i zaZloutlého odstinu. Problém s nedostatkem dubikué
piedevsim fi péstovani maku na chudSich, promyvnych a propustmpctach. Tam je
potteba stimto problémem gitat a zohlednit jej v planu hnojeni.fi@nou zneEny
zabarveni porostu nemusi byt jen nedostatek Zadm,i jejich nadbytek, a to zejména
v pripadt predavkovani stopovymi prvky (Baudys et al. 1958,| BeHuang 1997, Vasak
et al. 2010).

Pri aplikaci herbicid ¢i jinych pesticidi je mozné pouzit nevhodna steédla.
Nasledkem toho porost obvykle Zloutne, objevujinsavé nekrotizacejist se zpomaluje a
zastavuje. Binnou ochranou je dodrzovani zasad spravné apligéipeavki, zejména je
nutné se zasit na vykEr vhodného fipravku, na spravnouistovou fazi rostliny, kdy si
jiz rostlina vytvdila dostatén¢ silnou voskovou vrstvu na listech, dale aplikopidpravky
za podmréeného poasici v podveer, chranit mak proti zapleveleni a tigact aplikace
systemického herbicidu paskolika dnech aplikovat ifipravky pro zlepSeni regenerace a
fytotoxicity (VaSak et al. 2010).

3.5.2.Biotické faktory

Biotické faktory gredstavuiji riziko, kterému jsou rostliny vystaveny gelou dobu
své existence. SKici zpisobuji mechanicka poskozeni pletiv, kter4 vedounkzovani
asimilani plochy, ke sniZzovani pevnosti a pruznosti pletiitaké k vySSi nachylnosti
rostlin k napadeni nejenéjSimi patogeny. Rostliny stresované suchem, reaymi
teplotami, nedostateou vyZivou, pitomnosti Skdci, hub a plevel ¢i nadnernou
rostlinnou populaci se potom stavaji vice citlivea& rostlinnych patogeh (Aldea et al.
2006, Bruns 2003, Hanlin 1990, Hanlin 1998a, Hah888b).
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3.5.2.1.Skidci

Mezi nejvyznampjsi Skidce méku pdat bejlomorka makova Oasineura
papaveris), bejlomorka poupatov&C{inodiplosis cilicrus), mSice makovaAphis fabae),
mura zelna Mamestra brassicae), klopuska dvouiea Calocoris norvegicus), krytonosec
korenovy &enocarus ruficornis), krytonosec makovicovyNeoglocianus maculaalba) a
Zlabatka stonkovaT{maspis papaveris). Z potencialnich a ménvyznamnych Skdci
maku Ize jmenovat Zlabatku makovicovolyl@x papaveris), Zlabatku makovouAflax
minor), tfasrenky (Thysanoptera), dratovce — larvy kovéa (Elateridae), ponravy — larvy
chroustt (Melolonthinae), chrousta obecnéhdigolontha melolontha) ¢i chrousta
mad’alového Melolontha hippocastani). Krom¢ vySe uvedenych bezobratlych Zéichi
mohou na maku Skodit také semenoZravi ptédeed). Z nich nej¢tSi Skody, ovSem
vzhledem k rozsahlym plochamégtovaného maku v podstajen minimalni, pachaji
sykory (Parus), konopka obecnaCardueis cannabina), zvonohlik zahradni Serinus
serinus), nebo zvonek zahradnCérduelis chloris) (Fabry et al. 1975, Havel & Rotrekl
2004, Vasak et al. 2010, Vlazny et al. 2010).

Z ekonomického hlediska je za n&i Skody zodpasdna mSice makova a
krytonosec keenovy, v zelinskych a chmeigkych oblastech jeStmira zelna. MSice
makova na maku Skodi od fazéizemni fzice listh az do faze zelenych makovic.
V obdobi mezi dmito fazemi se na spodnich stranachulista stoncich i na zelenych
makovicich vyskytuji kolonieternych msic. Posatéasti maku se krouti ai@dasré
Zloutnou. Tato mSice kladéggzimujici vajéka na brslen, kalinti pustoryl, odkud se zjara
Siti na mék, ale také na porosty slamiee, bobu nebéepy (Vasak et al. 2010).

Po vzejiti porostu maku se Ize setkat s dlwsgkrytonosce kéenového, ktd svym
Zirem poSkozujtepele list. Saméky téchto brouki kladou vajéka do nervatury spodni
strany listi, kde se pozii lihnou larvicky, které se spoudt na zem a poskozujitkovy
kofen rostliny. Rostlina nasledkem napadeni kriitehkvete a podehnivd (Kazda &
Skuhrovec 2011).

3.5.2.2.Viry

Vyskyt virovych Zloutenek v maku je pravidelnou ezatosti, ale Skodlivost zatim
nedosahuje vyznandj$i Urovre. Negasgji se uvadiji 2 pivodci viréz, a to vir mirného
Zloutnuti fepy, genosny perzistentnmsici broskvéovou, a vir Zloutenkyepy (BYV —
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Beet yellow virus), prenosny semiperzister@nmsici broskvéovou a msSici makovou.
Stejre jako jejich genaséi, jsou i tyto viry polyfagni. Hpadny vyskyt virozy v maku tedy
Gzce souvisi sitomnosti jejich penaseéa. Virdzy na maku se projevuji celkovym
zakrrenim rostliny, dale tvorbou mensSich, tuzsich a z&toxzprimergjSich listi, které od

béze Zloutnou, zatimco u 8ky si zachovavajijpvodni tmaveé zabarveni (Bittner 2005).
3.5.2.3.Bakterie

NejvyznamijSimi bakterialnimi onemo@nimi maku jsou bakterialni skvrnitost
maku a stonkova bakterioza maku setéhivoBcem bakterialni skvrnitosti maku je
bakterieXanthomonas papavericola, ktera na listech vyt¥anepravidelné vodnaté skvrny
ohrantené Zilnatinou. Tyto skvrny v po&8ich fazich Zloutnou, zasychajifistavaji
priasvitné a pediasrt usychaji, coz vzhledem ke snizené asimilaploSe negativh
ovliviiuje koné€ny vynos plodiny. Za teplého a vihkéhocpsi se infekce v porostu rychle
Siti, a to hlavi zasluhou savého hmyzu, ktery infekéepasi. Primarnim zdrojem infekce
je pida (Baudys et al. 1958, Bittner 2005).

Druhou zmignou bakteriozou je stonkova bakterioza maku set§bpmz
puvodcem je bakteriePectobacterium carotovorum (syn. Erwinia carotovora). Toto
onemocgni se projevuje v dabvyvoje prvnich poupat, kdy rostliny od vrcholku zelena
nahle vadnou a za dalSich par dni uvadaji d&iplhhorni polovig stonku se objevuje
ztmavlé misto, i sma&knuti nejprve nikké, pozdji se zde stonek nalomi.i&h je hredeé
az cerrg zbarvend, vniek stn je obalen Blavym slizovitym, po kvasnicich pachnoucim
hlenem. K rozkladu ostatnictasti rostlin dochazi zahy. Primarnim zdrojem inéeke
vihka pida. V dalSim $éni této bakteriozy napomaha hmyz (Zlabatka stamkkiopuska
dvouseénd, krytonosec makovicovy), ale také vitr atd@ittner 2005).

3.5.2.4.Houby

Houbami zaficinéné choroby zfisobuji na porostech maku nemalé Skody. Mezi
zminovana houbova onemosmri maku pat helmintosporiza méaku (tmavoida
skvrnitost), bila sklerociova hniloba makigrnani stonku maku, spala a padandrikth
rostlin maku, Seda phisvitost maku,cem maku, padli maku, $8 maku a plise maku
(Baudys et al. 1958, Vasak et al. 2010, Kulh&@kl). Rivodci zmirgnych onemocEni
jsou uvedeni v nasledujici tabulce (Tab. 2).
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Tab. 2: Prehled fivodai houbovych onemoéni méku (a = anamorfa, t = teleomorfa)

ONEMOCNENI PUVODCE

Helmintosporiéza maku &lelminthosporium papaveris
t: Crivellia papaveracea (= Pleospora papaveracea)

Bila sklerociova hniloba maku $clerotinia sclerotiorum

Cernani stonku maku &erticillium spp.

Spala a padani kKich rostlin maky a: Phomopsis spp., Thielaviopsis spp., Rhizoctonia
spp., rodPythium

Seda pligovitost maku aBotrytis cinerea

t: Botryotinia fuckeliana

Cem méaku a:Alternaria spp., Cladosporium spp., Ulocladium

spp.,Semphylium spp.

Padli maku tErysiphe cruciferarum
Sret’ méku t:Entyloma fuscum
Pliséi maku Peronospora arborescens

Pivodce helmintosporiézy maku napada vSectésti rostliny. Jedna se o velmi
roz8kené onemoami prenosné osivem, které kazdom® zpisobuje zn&né vynosové
ztraty. Onemoctni se projevuje jiz na mladych rostlinkach, a toédmutim a
zaskrcovanim ki@nového ktku tsné nad povrchem qmy, coZz v konéné fazi vede
k Uhynu rostliny. Na starSich rostlinach s#itgmnost onemocemi vyzna&uje tvorbou
tmavohrgdych hranatych skvrn na listechfigmdré modraernym paskovanim stofik
v doke kvétu. Z ohnisek vyskytu se onemaer rychle Sfi po celém porostu. Patogen ke
konci vegetace fechazi do makovic, kde napada semena, jez se istatgje jako
poskliziové zbytky, zdrojem infekce (Bailey et al. 2000jl&gaet al. 2004, Bittner 2004).

Bila sklerociova hniloba maku se projevuje v dold odk¥tu do skliz@. Zdrojem
infekce je mda, kde houbaipziva ve formt odolnychcéernych sklerocii (tvrdych utvar
tvorenych peva spletenymi houbovymi vliakny, tzv. hyfami). Ze skleii klici mycelium
(sit’ propojenych houbovych vidken), které napadi@&kovy systém rostliny, odkud se dale
Sici do stonku. Stonky nasledkem tohatkmou a na jejich povrchu se objevuje bily

vatovity povlak. V pozgSich fazich stonek zahniva (Bittner 2009).
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DalSim onemoatmim postihujici kéeny a stonky maku jéernani stonku maku,
které vede k fedtasnému zasychani rostlin doprovazenému tvorbowndskh makovic.
Habitus napadené rostliny je oproti zdravé ro&thmensi. V dolni polovi stonek Sedne
azcerna, kaenovy systém takéerna a redukuje se pouze na hlavidbiy koren (Vasak
et al 2010).

Kli¢ni rostliny v disledku vysevu nenteného osiva na&tkych midach velmicasto
podléhaji spale a padani ddich rostlin. Mladé rostlinky, které vzejdou a p@oir pidni
Skraloup, maji zaskrcenydak a jsou povadlé. Takto oslabené rostlinky bydajihotré
napadanyadou houbovych patogénjimz nasledd podléhaji. Kéeny postizenych rostlin
hnédnou acernaji, listy vadnou a ziskavaji &dé zabarveni. Rostlina v kammeé fazi
odumira (Vasak et al. 2010).

Mezi mér¢ vyznamna onemoéni maku paf Seda plisovitost maku. Toto
onemocgni se vykytuje pedevsim na starSich nebo poSkozenych pletivech §inki a
makovic. Listy i stonky nejprve Zloutnou, poslézag@dnou a zasychaji. Stonky gasto
lamou a makovice ipdtasré dozravaji. Napadenéasti rostliny se pokryvaji hustym
Sedohgdym myceliem houby. #odce onemoai pati mezi polyfagni patogeny, coz
znamena, Ze napada cel@adu dalSich rostlinnych driahvéetrg pleveli, které se potom
stavaji potenciélnim zdrojem infekce (Bittner 2009)

Za destivého ptasi a opozghé sklizrg, se Ize na makovicich setkarnémi maku,
které byvaji zpsobenyradou neparazitickych hukierns na nadzemnichiastech rostliny
vytvareji cerné sazovité povlaky, které vSak na kvalitu sememakovicich a celkovy
vynos maku nemaji vyra#jsi vliv (Vasak et al 2010).

Padli maku jeazeno mezi potencidirhospodésky vyznamné choroby maku. Na
nadzemnickastech rostliny fwvodce onemoani vytvai bilé povlaky, napadena pletiva
rostliny postupty odumiraji. Stejé jako u Sedé plivitosti maku je i fvodce padli
polyfagnim patogenem (Vasak et al. 2010).

Snét maku se viditelé projevuje v piitbéhu mésial ¢ervence a srpna tvorbou
zpatatku bledych, pozgi Sedych, hidnoucich azernych skvrn, které byvaji ¢asre
gervere lemovany.Cerné chlamydospory (odolné nepohlavni tlusiosé jednobustné
spory vznikajici mezi hikami mycelia) byvaji hustnahlokeny v houbovém parenchymu
listu, odkud skvrny ziskavajterné zabarveni. Listy nasledkem napadefddijasré

opadavaji, stavaji se zdrojem infekce a vyvin mak®e v disledku snizeni asimiai
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plochy rostliny zhorSuje (Baudys et al. 1958). Wi&sné dob nejsou o vyskytu tohoto
onemocgni zadné dostupné zaznamy.

S plisni maku se Ize setkat jak na mladych, taanSgch rostlinach. Na mladych
rostinach se onemoéni projevuje celkovym zaksmim, deformacemi, a dale
chlorotickymi skvrnami na listech, na jejichZz ngise na spodni straristu vytva&i husty
poviak mycelia. Listy jsou vlivem napadeni zthldt kiechké a jejich okraje se svinuji
smérem dofi. Kvétni stonky byvaji vlivem nestejnaitného fistu zakivené a pokryté
myceliem, poupata a makovice jsou malé a také mfieadeformované. Pokud je rostlina
infilkovana az v pozgSich fazich vyvoje, onemoéni se projevuje malymi, ast
ohrantenymi, nekrotickymi skvrnkami. i silném napadeni dochazi keptasnému
hnédnuti a odumirani ligt Zdrojem infekce je napadené osivo a rostlinnékaby padé
(Baudys et al. 1958, Bittner 2004).

Pavodcem plis& maku jePeronospora arborescens, ktera, @ékoliv je uvedena mezi
houbovymi patogeny, houbou ve skirtesti neni. Ze systematického hlediska houby
nalezi k vyvojové eukaryotické linii (,supergrougdpisthokonta, zatimcB. arborescens,

k eukaryotickeé linii Chromalveolata. Do linie Chralmeolata nalezi take jiz vySe znsity
rod Pythium, jeden z pvodai spaly a padani Kihich rostlin maku (Simpson & Roger
2004).

3.6.Houby osidlujicici semena rostlin

Houby zmisobujici onemoami rostlin se snazi stale udrzovat v blizkosti ielst
Obdobi vegetniho klidu tedy peckavaji na posklizovych zbytcich hostitele, nebo
zustavaji v pletivech fezimujici rostliny, anebo fpchazeji do semen. Houby potom
semena vyuzivaji jako zivny substrat nebo jako smekienosu (Baird & Carling 1998,
Horsfall & Cowling 1978, Taber & Heacock 1962).

Do semene se patogenni organismy dosta¥@plika zpisoby. Prvnim zfisobem
je mechanicky fenos, kdy se zarodek houby do semena dostdga mechanicke
posSkozeni zfisobené savym hmyzetih mechanickou manipulaci. Druhym tgmbem je
prorastani mycelia do semeriikcestou mezibugnych prostorc¢i primo vaskularnim
systémem a dalSim &gobem je infekce semengep bliznu kétu (Maude 1996).

Semena maku v makovicich osidlujecité spektrum hub, které je soubérn

ozna&ovano jako ,polni houby* (,field fungi”). Tyto houb byvaji zpravidla
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reprezentovany rostlinnymi patogeny, které osiddejinena plodiny jeStred slizni. Toto
spektrum hub je nasledrovliviovano skliziovymi a posklizaovymi manipulacemi, kdy
jsou semena vystavena dalSimisqbeni Zivotaschopnyctastic hub exponovanych v
prostedi (spory, konidie, fragmenty mycelia, sklerogi & yto ¢astice saprotrofnich, ale
také patogennich hub mohou snadno ulpivat na stakdném povrchu semene maku.
Houby, které se na povrch semena dostavajiiiagkbzni, transportwi uskladréni, jsou
obecr ozna&ovany jako ,skladkové houby“ (,storage fungi). Skové houby mohou
stejré jako polni houby zfisobovat onemoemi semen. V &kterych gipadech jsou
semena dmito houbami vyuZivana pouze jako vektaemosu (Pitt & Hocking 1997).
Spektrum hub izolovanych ze semér@sklizni se tedy fize do jisté miry liSit od spektra
hub osidlujicich jiz uskladma semena. Semena mohou byt zslam distribuce
vyuzZivana nejen houbami, ale také viry, bakteri€gmhlisty (Maude 1996). Velkého
vyznamu nabyvaji kontinentalni a mezikontinentdtahsporty semen kulturnich plodin
osidlenych patogeny, Kiese mohou na novém Uzemi rychlgitSa zpisobovat na
kulturnich plodinach velké Skody (Jones 2002, Paakbva 2007).

V pievazné wtsSiné pripadi pavodci onemocéni rostlin genosni semenem
nevyvolavaji na semeni viditeln&ipnaky (Prokinova 2011). Prvni znamky napadeni se
projevuji az snizenou Kivosti semen wenych k vysevu. Bktera semena nevykli
vabec, nebo vykti, ale zahy podléhaji deformacim a naslednym fatalnekr6zam.
Priznaky gritomnosti patogennich hub se u dalSich semen gbjgma klénich rostlinach
a v nasledujicich fazich vzchazeni. dii rostliny oslabené infekci jsou vice nachylné k
napadani dalSimi patogennimi houbami, kté¢e&kavaji klidové obdobi na poskiiavych
zbytcich v @d¢ (Horsfall & Cowling 1978).

Jestlize se onemoéni projevi uZz na semeni, je charakterizovanoérzami
v zabarveni, deformacemi semene, redukci jeho adlik vragitosti, tvorbou tmavych
nekrotickych skvrn na povrchti zdrsrenym osemenim. Mimoto houbové choroby mohou
vést az k tomu, Ze semena nedozraviipgulré se nevytvieji viabec. Dale mohou semena
podléhat hnilob a byt houbou zidena dplg. Jeden z vySe uvedenycliizmaki muze
piisluSet gkolika riznym onemocénim, WtSinou se vSak jedna o spoligobeni vice
puvodai najednou (Prokinova 1997).

Vyznam hub na semenech maku odvisi ¢dlul nasledného vyuziti semen, a to

bud’ v semenistvi, nebo v potravirtdkém piimyslu. U maku ureného pro semetské

18



Gcely budou hlavni roli hratiepdevsSim takové druhy hub, kteréugpbuji onemoaimi
semen nebo nasleginz nich vyklgenych rostlin. Pro semena maku ¢aemého
k potravingskému vyuziti jsou 8Fejni houby, které Zjsobuji onemockni semen, a
houby, jez jsou potencialnimi producenty mykotdxi(Dijksterhuis & Samson 2007,
Hocking et al. 2006, Horsfall & Cowling 1978).

Mykotoxiny jsou definovany jako nizkomolekularniganické slogeniny, které
jsou produktem sekundarniho metabolizmu toxinogedmb (Chetkowski 1991). Tyto
zdravi nebezpmé latky se spolu se semeny mohou dostat do potangsledé dosti
negativié ovlivihovat zdravotni stawlovéka. Mykotoxiny v sotiasnosti pedstavuji
globalni problém, jemuz jeémovana stale ziaa pozornost (n&p Alwakeel & Nasser
2011, Betina 1990Cerna 2011, Dijksterhuis & Samson 2007, Hocking let2806,
Chetkowski 1991, Leslie et al. 2008). Vzhledem ktp Ze bezp&ost potravin je jednou
z priorit zengdélské politiky Evropské unie, fize mit vyskyt mykotoxit v potravinach
vazné dsledky jak pro zewuélskou, tak pro potraviridkou praxi. Vedle zriych
penalizaci hraje vyznamnou roli i publicita, kteréize vést az k likvidaci postizeného
vyrobce. Zé&chto divodi by méla byt semena maku kontrolovana, skladovana a
prepravovana v takovych podminkach (nizka teplotéhkost), které zabrauji vyskytu a
rastu potencialé toxinogennich hub (Stejskal et al. 2002).

Zakladnim opdaenim proti vyskytu patogennich hubreposnych semeny je
prevence v podabspravné agrotechniky, coZz zahrnuje vhodwvoleny osevni postup,
kvalitni piiprava midy, vyrovnana vyziva atd. Nevhogrzvolena agrotechnika oslabuje
rostliny, coZz ve svém tdledku vede kvy38Si nachylnosti rostlin méku K rlkspé
houbovymi patogeny (Cleveland et al. 2003).

Jistou ochranu semerigal fenosnymi patogenyiedstavuje fungicidni ochrana
v podolg moreni. Nekdy vSak ani mieni nezastaviiust €chto hub. V tomto fipadt vSak
vétSinou nebyva chyba na steaiinné latky fungicidu, nybrz na stramoho, kdo méeni
provadi. Nespravny vy, Spatné davkovani a nerovnémma aplikace middla vyrazré
snizuje efekt mieni. V zengdélské praxi byly prokadzany pozitivniadledky insekticids-
fungicidniho maeni maku, nekfungicidni oSateni klicici rostlinky maku neuchranirgd
stejre zavaznym napadenim igpbenym ZiveisSnymi Skidci (Horsfall & Cowling 1978,
Prokinova 2011).
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3.7.Literarni p ¥ehled hub izolovanych ze semen kulturnich plodin

Problematice hub osidlujicich semena kulturnichdiploje do sotiasné doby
vénovanarada publikaci z celého &a (Abdel-Hafez et al. 1987, Abdel-Hafez & Saber
1993, Abdel-Kader et al. 1979, Alwakeel & NassetP0Andersen et al. 1996, Baird et al.
1993, Basak & Lee, 2002, Dawar et al. 2007, Domggal. 2005, Du et al. 2001, Eckard
etal. 2011, Elwakil et al. 2007, Flannigan 190l & Lacey 1983, Jacobsen et al. 1995,
Joffe 1969, Khan 1992, Kuthubutheen 1979, Lillebbpl. 1976, Malaker et al. 2008,
Marasas et al. 1979, McDonald 1970, Medap et al. 2007, Moubasher et al. 1972,
Nasir 2003, Nik 1980, Petrie 1974, Pitt et al. 199t & Hocking 1997, Richardson 1990,
Shahnaz & Ghaffar 1991, Wicklow et al. 1988, Yaisst al. 2008 a dalSi). Podle vySe
uvedenych publikaci je vytvena Tab. 3, vniZz jsou usemertispuSnych plodin

vyjmenovany nejastji izolované rody polnich hub.

Tab. 3: Seznam neépstji detekovanych semenemigmosnych rodl hub u vybranych

zenedélskych plodin

SEMENA POLNI HOUBY

pSenice Alternaria, Aspergillus, Bipolaris, Cephalosporium, Chaetomium,
Cladosporium, Curvularia, Drechslera, Epicoccum, Fusarium,

Melanospora, Nigrospora, Penicillium, Sporotrichum, Sachybotrys

je¢men Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Drechslera,

Epicoccum, Fusarium, Penicillium, Rhizopus

oves Alternaria, Cladosporium, Epicoccum, Penicillium

ryze Alternaria, Acremonium, Aspergillus, Bipolaris, Cephalosporium,
Chaetomium, Cladosporium, Curvularia, Diplodia, Fusarium,
Microdochium, Mucor, Nigrospora, Penicillium, Phoma,

Sarocladium, Sachybotrys, Trichoderma

kukurice Alternaria, Aspergillus, Curvularia, Eupenicillium, Fusarium,

Lasiodiplodia, Penicillium, Rhizoctonia, Rhizopus, Trichoderma

20



séja

Alternaria, Aspergillus, Botryodiplodia, Chaetomium, Choanephora,
Cladosporium, Colletotrichum, Curvularia, Diaporthe, Drechslera,
Fusarium, Lasiodiplodia, Macrophomina, Myrothecium,
Nigrospora, Nodulisporium, Penicillium, Phoma, Phomopsis,

Rhizoctonia, Rhizopus, Trichoderma, Zygosporium

fazol

Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Chaetomium, Cladosporium,

Fusarium, Penicillium, Rhizopus, Trichothecium

cizrna

Absidia, Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium,
Cochliobolus, Curvularia, Fusarium, Macrophomina, Microascus,
Mucor, Myrothecium, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium,
Phoma, Rhizoctonia, Rhizopus, Syncephalastrum, Talaromyces,

Thamnidium, Trichoderma, Trichothecium, Ulocladium

slunenice

Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium, Drechslera,

Fusarium, Macrophomina, Rhizoctonia, Stemphylium, Ulocladium

girok

Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Curvularia, Fusarium,

Lasiodiplodia, Nigrospora, Phoma

podzemnice olejn§

Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cephalosporium, Chaetomium,
Cladosporium, Curvularia, Drechsera, Fusarium, Lasiodiplodia,
Macrophomina, Microascus, Mucor, Neurospora, Nigrospora,
Paecilomyces, Penicillium, Phoma, Rhizoctonia, Rhizopus,
Semphylium, Syncephal astrum, Trichoderma, Trichothecium

liskové dechy

Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium

vlaSské dechy

Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Rhizopus,
Trichothecium

fepka

Alternaria, Arthrinium, Botrytis, Cladosporium, Epicoccum,

Fusarium, Gonatobotrys, Penicillium, Rhizopus, Sclerotinia
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repice Alternaria, Arthrinium, Botrytis, Cladosporium, Epicoccum,
Fusarium, Gonatobotrys, Penicillium, Rhizopus, Sclerotinia,
Semphylium

len Alternaria, Arthrinium, Botrytis, Cladosporium, Epicoccum,
Fusarium, Gonatobotrys, Penicillium, Polyspora, Rhizopus,
Semphylium

switlice Alternaria, Arthrinium, Botrytis, Cladosporium, Epicoccum,

Fusarium, Gonatobotrys, Rhizopus, Penicillium, Stemphylium

V dostupnych zdrojich nebyla k dispozici Zadna studangiend vyhradé na
problematiku polnich hub osidlujicich semena madtéts. Pouze okrajévje toto téma
zmirgno v reékolika publikacich (Hubert et al. 2003; Huberiaét 2004; Leichtfried et al.
2004, Richardson 1990, Stejskal et al. 2002).ecttb studiich byly ze semen
uskladného maku izolovany houby z rodditernaria, Aspergillus (A. candidus, A.
flavus, A. niger, A. sydowii, A. versicolor), Botrytis (B. cinerea), Cladosporium (C.
herbarum), Dendryphion (D. penicillatum), Eupenicillium, Eurotium (E. repens),
Fusarium (F. acuminatum), Mucor (M. dimorphosporus f. dimorphosporus), Penicillium
(P. crustosum, P. aurantiogrissum, P. chrysogenum, P. griseofulvum), Phoma (P.

rhoeadis) a Scopulariopsis (S brevicaulis, S. brumptii).
3.8.Charakteristika izolovanych hub ze semen maku

Nasledujici pehled je ¥novan houbam, které byly v ramci této diplomovécpra
zaznamenany. Kazdytiglusny rod je stiné popsan a jsou uénuvedeny nejastjsi
substraty, na nichz bylyfislusné druhy hub v minulosti nalezeny. Popsané fiedu
anamorfnimi stadii, tedy nepohlavnimi stadii hub, kterym je v ramci popisu uvedeno
pohlavni stadium, tedy teleomorfa. U charaktenstilkuhi hub jsou zmiény predevsim
takové substraty, které mohowitym zpisobem se semeny maku, jakozto zkoumanym

materialem a zaroviesubstratem, souviset.
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3.8.1.Rod Alternaria

V souwasné dob rod Alternaria zahrnuje 299 celogtove rozsfenych druly, které
nalezi k teleomorfnimu roduewia (Kirk et al 2008).

Z morfologického hlediskaipdstavuje nejvyrazijsi strukturu tohoto rodu konidie
(nepohlavni spora). Konidie jsou velké (makrokoajdtlustostnné, tma¥ pigmentované
s @icnymi a podélnymi fepazkami (viz Obr. 2a). Obetrse tento typ konidii oziaje
jako zd’ovity (muriformni) (Domsch et al. 1980).

Rod Alternaria je kosmopolite rozSteny rod zahrnujici celodadu midnich a
fytopatogennich zastupgcijejichZz nalezy jsou dokumentovany také z vingeva, opadu a
jinych substrat rostlinného fvodu. Jen vyjiméné jsou rekteré druhy spojovany
s patogennimi jevy u lidi a u Zai. Kronme toho se s druhy roddliternaria lze bszné setkat
na zengdélskych plodinach a na potravinach, ze kterych lzést obiloviny (pSenice,
je¢men, kukiice, ryze ¢irok), zeleninu (rajata, kwtak, okurka, meloun), ovoce (banany),
lusniny (fazole, hraSek), brambory, araSidyeahy (pekanové, liskové), ¥ani, maso
(suSené, chlazeneé, mrazené) a mnoho dalSich (Ghekk@991, Pitt & Hocking 1997).

Nektefi zastupci roduAlternaria jsou potencialnimi producenty mykotoxin
z nichz Ize je jmenovat n#épalternariol, alternariol monomethyl ether, aberh ¢i
kyselinu tenuazonovou (Méalét al. 2003).

« A alternata

viv s

ktery byl izolovan z cel&ady substrdit Tento kosmopolith rozSfeny druh se jako
saprofyt vyskytuje vfdé, na rostlinnych zbytcich, v kompostu, ve slané éyoda
potravinach, na textiliich a na dalSich zivnychagidh. Vedle toho jé\. alternata druhem,
ktery napada nejen celaadu rostlinnych druly ale v gipact snizené imunity rive
vyvolat onemoc#éni i u ¢loveéka (Hatta et al. 2002, Acland et al. 1998, Domstlalg
1980).

23



a)

Obr. 2: a) konidiofory a konidie houby. alternata, b) konidiofory s konidiogennimi
bunkami a konidiemi druhé. arundinis (prevzato z Domsch et al. 1980)

3.8.2.Rod Arthrinium

Do rodu Arthrinium v sowasnosti pat priblizné 31 druli hojre rozStenych
predevsSim v temperatnich oblastech. Tento rod n&lééieomorfnimu roduApiospora
(Kirk et al 2008).

Zastupci roduvytvéreji prehradkovany konidiofor (hyfa hub specializovana
k produkci nepohlavnich konidii), 2ImoZz vyiistaji kratkéc¢i podlouhlé konidiogenni
bunky (buiky specializované k produkci konidii). Zchto konidiogennich bwk vznikaji
swtle hnedé, cockovité konidie s vyraznou ekvatorialni zarédeu Sérbinou, viz Obr. 2b
(Domsch et al. 1980).

Do tohoto rodu nalezi druhy, které byly izolovanydunielého rostlinného
materialu a z fdy. Dale byl ojeditle jejich vyskyt zji¢n i na potravindch. Produkce
mykotoxini nebyla u roduArthrinium dosud prokazana (Domsch et al. 1980, Pitt &
Hocking 1997).

« A.arundinis

Mistem vyskytu druhuA. arundinis (teleomorfa: Apiospora montagnei) jsou
rostlinné zbytky, shniléigvo, tlejici trava, slama, bipa pida. Vedle toho byl tento druh
Zjistén i na semenechdmene, ovsa, kukice, ryZze, hrachu, salatu a melounu. Jedna se o
houbu, kterd fetrvava na povrchu substratu bez pstéini mycelia do jeho viiku
(Domsch et al. 1980).
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3.8.3.Rod Aspergillus

Rod Aspergillus zahrnuje asi 266 kosmopoktrrozStenych druli, které nalezi
k nékolika teleomorfnim rodim, Emericella, Eurotium a Neosartorya (Kirk et al. 2008).

Charakteristickym Gtvarem tohoto rodu je konidigfdktery je zakodeny
rozSkujicim se hlavicovitym rchyrkem. Morfologicky tento Gtvar fpominé kropitko,
odcehoz je odvozeriesky nazev ,kropidlak®. Mchyiek je po celém svém povrchu nebo
jen nacasti pokryt konidiogennimi kitkami, v tomto pipac ozna&ovanymi jako fialidy
(konidiogenni biiky lahvicovitého tvaru). Fialidy mohou Mstat b’ v jedné rad
(uniseriatni usp@dani) nebo ve dvodadach nad sebou (biseriatni ugm#éni). Ze
zUzeného kiku fialid jsou produkovany konidie kulovitého elipsovitého tvaru (viz Obr.
3a). Konidie mezi sebou byvaji propojenijep konektivy (plasmatickymi éstky) do
fetizka. Nekteré druhy vedle tohoto nepohlavniho stadia nazéesubstratu vytvaji i
pohlavni stadium ve forékulovitych plodnéek (Mali et al. 2003).

Se zastupci tohoto rodu se 1z& b2 setkat v fide, ovSem spiSe teplejSiho klimatu,
dale na rozkladajicim se rostlinném materialu, yYmgostu, v obilnich skladech, na
kulturnich plodinach, na potravinach, na piskoelstiv odpadnich vodach a na mnoha
dalSich substratech. Z kulturnich plodin a potrdz&jmenovat obilovinydirok, jecmen,
kukurice, laskavec, pSenice, ryze, oves), produkty vemébz obilovin, lugniny (sdja,
hrach, fazole), araSidytechy (pistaciové, pekanové, keSu, kokosove, liskelasské),
ovoce (Svestky, jahody, citrusy, ananas, granajavika, meloun, fiky, mango), zeleninu
(rajcata), dzemy, ovocné dzusy, kakaové bobyiekf syr, maso, masné vyrobky
uzeniny (Domsch et al. 1980, Pitt & Hocking 1993apRr & Fennell 1965).

Velky problém pedstavuji zejména potenciéltoxinogenni druhy, které mohou do
sveho okoli, tedy i do substratu jako jsou Zeétské plodiny a potraviny, produkovat
mykotoxiny, jeZz mohou Wwlovéka a u zwvfat vyvolavat zdvazné mykotoxikozy, tzv.
aspergil6zy (Domsch et al. 1980, Matt al. 2003, Pitt & Hocking 1997, Raper & Fennell
1965). Mezi nejvyznamisi mykotoxiny pati aflatoxiny, ochratoxiny, patulin,
sterigmatocystin, kyselina cyklopiazonova. Jedatflatoxini, konkrét aflatoxin Bi, je

uvadny jakozto nejsilgjSi znamy pirodni karcinogen (Betina 1990).
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a)

Obr. 3: a) Biseriatni konidiofor ukafeny meéchyfkem s fialidami a konidiemi rodu
Aspergillus, b) Konidiofor se stopdatymi konidiogennimi bikami a konidiemi druhi.
cinerea (prevzato z Domsch et al. 1980)

3.8.4.Rod Botrytis

Do hojre rozSteného roduBotrytis pafi priblizné 54 drutii, které nalezi
k teleomorfnimu rodBotryotinia (Kirk et al. 2008).

Rod Botrytis se vyznduje tvorbou vzpimenych konidiofol, které se apikat
opakovag stidaw vétvi. Na konci ¥tvi se nachazeji zdelé konidiogenni hiky, na
jejichz povrchu jdou drobné stafde/, odkud vyfistaji konidie (viz Obr. 3b). $tle hrede
zbarvené, hladké konidie nabyvaji kulovitého, oeéim az elipsovitého tvaru (Domsch et
al. 1980).

Zastupci tohoto rodu byli popsani #qy, &tskych piskovi§, ze sena,

z ¢istirenskych kal, z papirovych vyrobk textilii ¢i z potravin. Krong toho jsou zastupci
rodu Botrytis vyznamnymi patogeny kulturnich plodin. Velmi citiwk infekci je drobné
ovoce, zelenina, cibule @snek. K napadeniine dojit jak na poli, tak v gbéhu sklizre

¢i poskliziové. Produkce mykotoxin nebyla prokazana (Domsch et al. 1980, Pitt &
Hocking 1997).
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« B.cinerea

Druh B. cinerea je vyznamnym polyfagnim patogenem ciddy rostlinnych druin
Tento druh je fivodcem onemocmi ovoce (hroznové vino, jablka, hrusky, jahody,
maliny, ostruziny), zeleniny (brukvovita zelenitiatova zelenina, cibulgesnek, rajata,
papriky, okurky), luskovin (fazole, hrach), olejniifepka, slunénice, mak), Inu a dalSich.
Kromé toho byla tato houba izolovana z ceébidy potravin. Hojny vyskyt houby byl
zaznamenan i na fezechcerstw porazenych strotn(Pitt & Hocking 1997, Rayner 1977).

3.8.5.Rod Cladosporium

Do roduCladosporium spada fiblizné 150 druti, které pat k teleomorfnimu rodu
Davididlla (Kirk et al. 2008).

Konidiofory rodu Cladosporium jsou WtSinou ne¥tvené, na konci kolénkat
zprohybané. Z korickonidiofora pwi konidie, kde z kazdé néwypuiené konidie p&i
dalSi novéa,¢imz na konidioforech vznikajfetizky, které se mohou j€Stlale \ttvit.
Konidie nepravidelného tvaru mohou byt jednchungé az trojbuiné (Bensch et al.
2010).

Tento rod zahrnuje saprofytni zastupce fiki@ntaminujifadu substrét véetne
potravin, a mohou mimojiné napadatdkteré druhy kulturnich plodin. Zastupci tohoto
rodu byli nalezeni na obilovinach {men, pSenice, kukice, ryze), zeleniy ovoci
(banany, broskve, maliny, meloun, jablka, SvestkgSre, viSrg, nektarinky), soje,
ofechach (liskové, vlaSské, pekanove, kesu), ardsidease derstvé i mrazené), masnych
vyrobcich a syrech (Maliet al. 2003, Pitt & Hocking 1997). Mimoto je r@liadosporium
znamym fytopatogennim rodem, kteryihe vyjimené parazitovat i n&loveéku (Yegres et
al. 1991). Mnohé druhy rodGladosporium byly izolovany z fdy, z opadu, z povrchu
koreni, ze znéisténych vod, ze tkva a dalSich substéafCrous et al. 2007, Domsch et al.
1980).

Produkce mykotoxith nebyla u tohoto rodu zji&ta (Pitt & Hocking 1997).

» C. cladosporioides

Tento druh se vyziaje saprofytnim i parazitickym apobem Zivota. Jedna se o
velmi béZznou kontaminantu, jejiz spory jsou vzhledem kkadti snadno roznaseny

vétrem. C. cladosporioides (viz 9. Riloha — Obr. 9) byl izolovan ze Sirokého spektra
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substrai véetre potravin. Konkrétt 1ze uvést fidu, organické zbytky, kompost, odpadni
kaly, buntinu, ptai hnizda, p#, dale uskladéné obiloviny (j&men, pSenice, oves, Zito),
zeleninu, #echy (liskové a vlasské), luskoviny (hrach, faziah, slunénici, fepku, mes
ovoce. Vedle toho s€. cladosporioides podili na kazeni syira masa. Tento druh je znamy
také jako fivodce onemoami rostlin aclovéka (Gubler et al. 1999, Chen et al. 2009, Pitt
& Hocking 1997, Van den Berg et al. 2008, Vieiraket2001).

e C. herbarum

Celoswtove rozsteny druhC. herbarum (viz Obr. 4b) se stefnjako vySe zmigny
C. cladosporioides (viz Obr. 4a) vyznéuje jak saprofytnim, tak parazitickym igpbem
Zivota a pedstavuje také velmiginou kontaminantu. Tento druh &asto vyskytuje na
oduntelém rostlinném materidlu a wge, dale byl izolovan z korytek, maské vody,
ptacich hnizd, p#, welich plastvi, z vihké omitky, ze skladovych proseo dalSich.
Mnohdy se tento druh nachazi také ¢®mstvém ovoci (jablka, nektarinky, meky,
broskve, Svestky,i@Sre), mase {erstvém i mrazeném), na obilnich zrnech (zejména
pSenénych), potom také nafechach a na Iu&tinach (Berner et al. 2007, Domsch et al.
1980, Pitt & Hocking 1997, Wei et al. 2001).

a)

Obr.4: a) Proliferujici konidiofory s konidiemi druh@Q. cladosporioides, b) Konidiofory

s konidiemi druhtC. herbarum (prevzato z Domsch et al. 1980)
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3.8.6.Rod Dendryphion

Teleomorfa polyfyletického, obe&rmojre rozSteného roduendryphion spada do
celediPleosporaceae (Kirk et al 2008).

Rod Dendryphion se vyznauje tvorbou vzpimenych, tmavych, apik&tnétvenych
konidiofori. Konidie vyiistaji z jizev konidiogennich bgk, jsou tmavé, vicebwtiné a
maji cylindricky tvar s oblymi konci. Konidie mohowuyriastat bul’ jednotli, nebo
v akropetalnich (nejmladsi konidie je na vrchdttjzcich (viz Obr. 5a). Tyto konidie jsou
ozna&ovany jako vmezené (Domsch et al. 1980).

Zastupci tohoto rodu jsou jednak saprofyté, jedpakazité. Vyskytuji se na
oduntelych rostlinnych zbytcich, ¢etrg dreva, na semenechégiovanych trav, na
kotenech obilnin a jinych rostlin a jen vz&cm padé. Krom¢ toho do roduDendryphion
spadaji fytopatogenni druhy tgmbujici onemoami kulturnich plodin (Domsch et al.
1980, Ellis & Ellis 1984).

» D. papaveris (syn. Brachycladium papaveris)

D. papaveris (viz 9. Filoha — Obr. 14) se velmi podobéa drubupenicillatum. Oba
tyto druhy se od sebe [iSi nejen na zakladolekularnich dat, ale také na zakiad
morfologickych znak. Jednim z hlavnich morfologickych rozdil je absence
mikrosklerocii (tvrdych sterilnich Gtvar tvofenych peva spletenymi hyfami) a
makrokonidiofofi u D. papaveris, zatimco u druhi. penicillatum je tvorba &¢chto Gtvat
béZzna. Mezi dalSi rozdily péattvorba chlamydospor, ktera je pRo papaveris typicka
DalSi rozdily v parametrech struktur obou drjgou uvedeny v publikaci Inderbitzin et al.

2006. Uvedena studie uvadi vysBitpapaveris na semenech maku setého.
* D. penicillatum (syn. Brachycladium penicillatum)

JeSt v nedavné dab nebyla taxonomie tohoto druhu zcela obfgen Studie
Inderbitzin et al. (2006) se touto problematikobyala a na zakladmorfologickych a
molekularnich dat zavedla pro anamorfni drDh penicilliatum a s nim spojenou
teleomorfu Pleospora papaveracea novy rodCrivellia, konkrétg druh C. papaveracea.
Tento druh byl izolovan z rostlin maku setého, emen a z kéinich rostlin roduPapaver
(Inderbitzin et al. 2006, O Neill et al. 2000).

29



Obr. 5: a) Konidiofor s konidiemi druhD. penicillatum (pfevzato z www.mycobank.org)
b) Synnema a detail ,hlavy“ synnematu s konidiogemrbuikami a konidiemi druhiD.

nanus (prevzato z Ellis 1971)
3.8.7.Rod Doratomyces

VSeobecn rozSteny rodDoratomyces nalezi k teleomoéf z ¢eledi Microascaceae
(Kirk et al. 2008).

Charakteristickym rysem rodDoratomyces je tvorba tmavych synnemat (svazky
konidiofori). P¥i vrcholu se konidiofory &tvi a vytva&i jakousi ,hlavu“ synnematu.
Konidiogenni biiky produkuji jednobutné, ¢asto seretézici konidie, jejichz tvar je,
v zavislosti na druhu, kulovity, ovalngi vejcity, na bazi jakoby s&nuty, viz Obr. 5b
(Domsch et al. 1980).

BéZnym mistem vyskytu druihrodu Doratomyces je rozkladajici se rostlinny
material, hiij, mére i pada (Domsch et al. 1980, Ellis & Ellis 1984, Kuthtiteen &
Webster 1986).
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e D.nanus

Druh D. nanus (viz 9. Riloha — Obr. 12) byl nalezen na odiglém dew, kiie
strom, listech, rostlinnych stoncich, v hnoji a na exkemtech (Ellis 1971, Kuthubutheen
& Webster 1986).

3.8.8.Rod Epicoccum

Teleomorfa celosstové rozSteného rodu Epicoccum prislusi do celedi
Pleosporaceae (Kirk et al. 2008).

Vyraznym morfologickym znakem tohoto rodu jsou kbei Jednotli¥ vyrastajici
konidie jsou tmave, dovité, @iblizné kulovitého az hruskovitého tvartasto se sstlou
vystupujici bazalni hikou. Kratké konidiofory vyistaji jednotli¢ nebo ve shlucich, jsou
vétSinou nevtvené, swtlé a nesou nevyrazné valcovité konidiogennikyy viz Obr. 6a
(Domsch et al. 1980).

Zastupci roduepicoccum jsou saprofyté, mohou se vSak podilet i na sekuniaia
napadani starnoucich pletiv rostlin. Nalezghto hub jsou znamy z oduelych casti
mnoha rostlinnych druh ze semen trav a obilovin, z kontaminovaného pagpiextilii, ze
vzduchu, z pdy, z opadu listnatych i jeRhatych stromi, z kompostu, z niské vody,
z rybniku, ze sedimeitiek, z kanalizace, k& z p&i a exkremerit ptaki, kromé toho
byly nékteré druhy nalezeny naétvickach stromi, na prytu a kienech rostlin (nap
bananu, hrachu, fazolu, cukrok&py, bramborgiroku, pSenice, dy jahod,repky, trav).
Dale byli rektefi zastupci izolovani z hmyzu a tak&leveéka. Bezné se vyskytuji na
potravinach, méhse podili na jejich kazeni (Bruton et al. 1993ni30h et al. 1980, Pitt &
Hocking 1997).

e E.nigrum

E. nigrum je kosmopolit& rozSteny saprofytni druh, ktery je mimo jiné zndm takeé
jako kontaminanta klinického materialGasto se vyskytuje na susenych potravinach,
obilovinach (pSenice, kukice), dechach,cerstvé zeleni& a séje. Krom toho je tento
druh rostlinnym patogenem, kterytgobuje onemoami okurek, rajat, jablek, hruSeki
hrachu (Bruton et al. 1993, Pitt & Hocking 1997).
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Obr. 6: a) Konidiofory nesouci konidiogenni iiky s tmavymi #@’ovitymi konidiemi
druhu E. nigrum (pievzato awww.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/images/plisne/pleresby), b)
Konidiofory s filaidami a typické makro- a mikrokioiie rodu Fusarium (pievzato
z Domsch et al. 1980

3.8.9.Rod Fusarium

Rod Fusarium, ktery pati ke dwma teleomorfnim ratm Gibberella a
Haematonectria, zahrnuje zhruba 111 drukiKirk et al 2008).

Zastupci roduFusarium vytvéreji vice ¢i meéns vétvené konidiofory, které nesou
protahlé konidiogenni hiky (fialidy). Konidiofory vynistaji z mycelia jednotli; volng,
piipadre se mohou shlukovat do makroskopickych uvivdrialidy produkuji konidie ve
shlucich obalenych slizem nebotetizcich. Charakteristickym znakem tohoto rodu je
produkce dvou tyfp konidii, které se liSi jak tvarem, tak i velikoskilikrokonidie jsou
jednobur¢né, mensi a maji zpravidla ovalgy Siroce vegity tvar. Makrokonidie jsou
vétsi, dvouburcné nebo vicebuitné a nabyvaji srpkovitého tvaru (viz Obr. 6b). Rrav
tvar makrokonidii dal tomuto rodteské jméno ,srpovitika“. V myceliu houby s€asto
vyskytuji chlamydospory a néidka také plodnice (Leslie et al. 2006).

Rod Fusarium je celos¥tové rozsteny rod, jehoz nélezy jsou zndmy z rostlinnych
zbytka, koreni, rozkladajiciho se fdva, hnoje, fdy, slanisek, raSeliny, nigké vody,
vapence, a z dalSiho substratu. Kéosaprofytnich zastugiczahrnuje rodFusarium i
druhy patogenni, které @pobuji onemoani jak rostlin, tak Zivéichi vcetrg ¢loveka.
Fytopatogenni druhy jsou zndmy zejména z obil@inok, jecmen, kukidice, pSenice,
oves, Zito, kukkice, Zitovec), dale z ovoce (ananas, banany, gittususky, jablka a jiné
nezralé¢i nahnilé plody), ze zeleniny (brukvovitd zelenirigsnek, melouny, ré&ta,

papriky, okurky), z brambor, cukro¥épy, luskovin (séjové boby, hrach, fazole),ieam
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(liskové, vlaSske, pekanovéi)z araSid (Domsch et al. 1980, Leslie et al. 2006, Mali
al. 2003).

U tohoto rodu se i¥eme setkat s produkci mykotokin Hlavni skupiny
mykotoxini, které jsou zastupci tohoto rodu produkovany, jsduwmonisiny,
deoxynivalenol, zearalenon, T-2 toxin, nivalenogosolaniol, monoacetoxyscirpenol a
dalSi (Malf et al. 2003, Schothorst & van Egmond 2004).

3.8.10.Rod Penicillium

Tento rod zahrnuje asi 304 celégwe rozStenych druli, které nalezi ke dwna
teleomorfnim rodm Eupenicillium a Talaromyces (Kirk et al. 2008).

Konidiofory tohoto rodu mohou byt jakétwené, tak i nestvené. U drub s
nejjednodussim typem konidioforu jsou na #&egném konidioforu imo pisedlé
konidiogenni biiky (fialidy). DalSi druhy na netveném konidioforu navic vytvéji jesS¢
metuly (podjirné buiky), na Z nasedaji fialidy. Bkteré druhy vytvéeji slozZigjsi typ
konidioforu, ktery je ¥tveny a jednotlivé &ve nesou metuly s fialkami (viz Obr. 7a). Od
morfologie konidioforu, jenz fppomina &kticky, je ot odvozencesky nazev rodu
~Stétickovec” (Malir et al. 2003, Raper & Thom 1949).
teplého klimatu. Druhy rodwPenicillium se vyskytuji v dé, v bazinach, v ovocnych
sadech a na vinicich, ve zm&enych vodach, v ovzdusi, v bytovych prostorach, na
potravinach a na mnoha dalSich substratech. Ksaprofytnich druintento rod zahrnuje i
patogenni druhy a druhy produkujici antibiotikai@@ret al. 1957, Maliet al. 2003).
Vyskyt tohoto rodu na kulturnich plodinach a poindéeh se fekryva s vyskytem rodu
Aspergillus (Betina 1980, Domsch et al. 1980, Pitt & Hockin@Z9Raper & Thom 1949,
Samson et al. 2004).

Rod Penicillium je znamy svou schopnosti produkce mykotdxinMezi
nejvyznamgjSi  produkované mykotoxiny p@t ochratoxiny, patulin a kyselina

cyklopiazonova (Matiet al. 2003).

* P.expansum

P. expansum (viz 9. Riloha — Obr. 13) je hoprozStenym druhem, ktery se
nachazi pedevsim na uskladnych rostlinnych produktech, v mensitenitaké v jdeé.
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Z rostlinnych substrét 1ze jmenovat ovoce (jablka, hrusky, jahody, avakadrep,
mango), u nichZ zisobuje typickou hnilobu, dale zeleninu (mrkeviadd, zeli), cerealie
(kukurice, pSenice, ryze), masaieghy, cukrovka a mnoho dalSich (Domsch et al. 1980,
Chalutz et al. 1980, Khan & Dahot 2010, Lugauskisle2005, Sanderson & Spotts
1995).

Tento druh je zndmym producentem mykotdxia nichZ Ize jmenovat patulin,

ochratoxin A, citrinin, penitrem A&i rubratoxin B (Larsen & Frisvad 1998).

a)

Obr.7: a) Konidiofor s metulami, fialidami a konidiemido Penicillium, b)
Sporangiofory s rhizoidy, sporangii a sporangiogapur druhu R. oryzae (prevzato
z Domsch et al. 1980)

3.8.11.Rod Rhizopus

Rod Rhizopus, na rozdil od ostatnich znéimych rodi, nalezi mezi spdjivé houby a
zahrnuje celodadu celosgtove rozstenych druli (Kirk et al. 2008).

Tento rod se vyzriaje tvorbou coenocytického mycelia (mnohojadern&etiym
bez gepazek), z #ghoz vyristaji sporangiofory (hyfy specializované k produgporangii)
nesouci sporangia (vytrusnice), kterd jsou v§minmasou sporangiospor (nepohlavnich
spor). Pod sporangiofory Wstaji z hyfy mycelia drobné rhizoidy, které slodaichyceni
houby k substratu. Prawhizoidy jsou pro tento rod jednim z charaktecisjch rysi
(Domsch et al. 1980).
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Tento rod se vyskytujeipdevSim v subtropickych a tropickych oblastech.eovs
vyskyt v Ceské republice neni vyjiniey. Zastupci tohoto rodu jsou znami z celéhétay
a to z mdy, z tekoucich a zg&tenych vod, zCistirenskych kal, guana, pé a mnohych
dalSich substrat V¢tSina zastupc tohoto rodu ufednostiuje substrat bohaty na cukry
(ovoce, potraviny). Ve vyjimmych gipadech mze rod Rhizopus parazitovat oslabené
jedince ¢loveéka, u nichZz potom vyvolavd mukormykozy. Mukormyképgpu fazeny k
nejagresivijSim infekcim zg@sobenych houbou, které se vyzujg velmi vysokou
amrtnosti infikovanych jediric V asijskych zemich jsou ¢které druhy vyuzivany
v potravindstvi k vyrol# fermentovanych alkoholickych nggiofDomsch et al. 1980,
Malit et al. 2003, Pitt & Hocking 1997).

Prvni mykotoxin, ktery byl izolovan ze spajivychihye rhizonin. Jak se vSak
v nedavné dab ukazalo, za produkci tohoto toxinu neni zodfmma houba Rhizopus
microsporus), jak se pedpokladdalo, nybrz jeho endosymbiotickd bakterieduro
Burkholderia (Partida-Martinez et al. 2007).

* R.oryzae

Druh R. oryzae (viz 9. Filoha — Obr. 11) se vyskytujergdevSim v tropickych a
subtropickych oblastech. Tato houba byla izolovanezkladajiciho se rostlinného
materialu, zlodyh starnoucich trav a povrchuiekd, z pidy, zcistirenskych Kal,

z tekoucich i ze zr&tenych vod, ptéich hnizd a pé, z celérady potravin, nap z
burskych @iska, liskovych @iska, kukurice, fazoli, ¢iroku, vigny, pSenice, jamene i
brambor (Adisa 1986, Domsch et al. 1980, Flannitar0, Pitt & Hocking 1997, Sahin &
Kalyoncuoglu 1994). Kromhtoho jeR. oryzae pavodcem zavaznych mukormykéloveka
(Bauer et al. 1955, Scheven von et al. 2011, Wirddel. 1996).

3.8.12.Rod Verticillium

Hojné rozsteny rodVerticillium nélezi k teleomoif z ¢eledi Plectosphaerellaceae
(Kirk et al. 2008).

Tento rod se vyzraje swtlym vegetativnim myceliem, ze kterého trstaji
vzpiimené, pesleni€ vétvené konidiofory nesouci podlouhlé konidiogenniiku typu

fialid. Tyto fialidy produkuji s¥tlé ¢i lehce zabarvené,¢t8inou jednobutné konidie.
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Konidie jsou produkovany kiive slizovitych svazcich, nebo vyjikr& v fetizcich, tvar je
variabilni v zavislosti na druhu (Domsch et al. 8

Rod Verticillium zahrnuje ¢etné mnozstvi saprofytnich diiuha rekolik
fytopatogennich druh které zfisobuji onemoatni vodivych pletiv kulturnich rostlin.
S €mito houbami je moZzné se setkat ddp, na odumelém rostlinném materialu, na
potravindch a také na cetéd® hostitelskych rostlin (Domsch et al. 1980, Nazarle
1991).

e V. albo-atrum

V. albo-atrum  (viz Obr. 8) je spolkné¢ s V. dahlie hlavnim pidnim
fytopatogennim druhem z rodéerticillium. Tato houba je jvodcem vadnuti celéady
rostlin, nevyjimaje kulturni plodiny a plevele. Agiitelskych rostlin Ize jmenovat nap
brambor, chmel, raata, vojésku, repku, také jahodnik, malinik, dgnec ligrus, fazol,
hrach, jetel, okurku, lilek, muskat, mak nahoprutyryzantémy, astry, tabalkgze, javor,
broskvai, mandla, slivoin, merdiku a mnoho dalSich/. albo-atrum je tedy polyfagnim,
druhow nespecifickym patogenemanych rostlinnych druin(Correll et al. 1988, Domsch
et al. 1980, Nazar et al. 1991, RadisSek et al. 2680dth 1965).

Obr. 8: Preslenovité konidiofory s fialidami a konidiemi dwN. albo-atrum (pievzato z
Domsch et al. 1980)
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3.9.Metody izolace patogei ze semen

Metody pouzivané k detekci hub osidlujicich semaid&u se di na dw skupiny.
Prvni skupinou jsou metodyimé detekce (,direct inspection”) a druhou skupinpsau
metody inkubani (,incubation methods"). Metodyifmé detekce jsou takové metodyi p
nichz jsou semenaigpana ve vod obsahujici sm#edla nebo v alkoholu a vznikla
suspenze jeffimo zkoumana pod mikroskopem nidt@mnost houbovych propaguli. Tato
metoda slouZi k identifikaci hubfipomnych pouze na povrchu semene a nema tedy
vypovidaci hodnotu o tom, jaké houby osidluji ielt semen. Do metod inkulydch jsou
fazeny i standardni metody, a to metoda inkubace semesgaeovych plotnach (,agar
testing”), metoda inkubace semen ve vihkych #ddch (,blotter testing“) a metoda
barvici (,staining method") (Maude 1996).

Principem metody agarovych plotnen je inkubace sema agarovém meédiu
v Petriho misce. Agarovym médiem byva PDA (Potatexttbse Agar), MEA (Malt
Extract Agar)ci jiné médium vhodné praist Zadoucich druhhub. Tato metoda indikuje
piitomnost Zivotaschopnych propaguli saprotrofnicpatogennich hub, které mohou
semeno osidlovat. Inkubace semen se standamdiwadi po dobu 7 dnifipteplot 20 °C.
Druhd kZr¢ pouzivana metoda vihkych kamek je zaloZena na inkubaci semen na
vihkém savém papiru veitgi Petriho misce standardpii teplot 20°C po dobu 7 dni.iP
této metod je mozné detekovat houby tgmbujici onemoami semen nebo Kinich
rostlin. V piitbéhu barvici metody jsou semena vystavetisopeni 5 % roztoku hydoxidu
sodného (NaOH) po dobu 24hi peplot 20 °C a nasledh preciSténa laktofenolem. Poté
jsou embrya semen prohlizena pod mikroskopemritanpnost zlatohédého mycelia hub
(Maude 1996). ’edovaci metoda (,dilution plate method“) je obdobowtod Fimé
detekce a agarovych ploten. V tomtpact jsou semenarépana ve sterilni destilované
vodé, ale vznikla suspenze nenfippo pozorovana pod mikroskopem, ale je vyseta na
agarovou plotnu, kde probih& vlastni kultivace Klhvakeer & Nasser 2011). Olkimy
standardnich detékich metod zavisi na tom, jaky typ hub mé byt tefto(Maude 1996).

Houby z povchu semen byvaji testovany metodiim@ detekce nebo inkubaci
semen na agarovych plotnach anelbedavaci metodou. Pro houby osidlujici ek
semene se pouzivd metoda inkubace hub ve vlhkyehurkdch, gipadré metoda

inkubace semen na agarovych plotnach gedmokladu povrchové sterilizace semen.

37



Barvici metoda je pouzivana pro detekci hub, ktasdze kultivovat ani jednou
z predchozich metod, napsreti (Alwakeel & Nasser 2011, Maude 1996).

Ve wétSine dostupnych studii je k detekci hub osidlujicicmsaa kzn¢ pouzivana
metoda inkubace semen na agarovych plotnach (AletakeNasser 2011, Dawar et al.
2007, Leichtfried et al. 2004, Me&dPap et al. 2007, Nasir 2003, Nik 1980, Petrie 1974
Rothe & Wadekar 2011, Singh et al. 2011) a metadaidace semen ve vlhkych
komarkach (Begum et al. 2004, Dawar et al. 2007, ElWwekial. 2007, Nik 1980, Nik &
Parbery 1977, Nwachukwu & Umechuruba 2011, Pet9ié4]l Rothe & Wadekar 2011,
Singh et al. 2011). DalSi, avSak miépouZivanou metodou, jefed’ovaci metoda
(Alwakeel & Nasser 2011, Hubert et al. 2003, Yotssal. 2008).

Pfi zmintnych metodach detekce hub osidlujicich semena rkitta plodin je
z testovaného vzorku pro oplach nebo kultivaci oéleb utité mnozZstvi semen.
V dostupnych studiich je za timtatalem pouzito 60 (Alwakeel & Nasser 2011), 100
(Medi¢-Pap et al. 2007, Petrie 1974, Rothe & Wadekar 29blssef et al. 2008), 200
(Basak & Lee 2002, Begum et al. 2004, Elwakil et2007, Nik 1980) a 400 semen
(Dawar et al. 2007).

3.10.Molekulérn & biologické metody determinace hub

Aby bylo mozné ziskat uitou sekvenci DNA, je zapitdbi nejprve vyizolovat
piislusnou DNA z Zivého mycelia houby, naslédpotebny Usek DNA amplifikovat
pomoci PCR (Polymerase Chain Reaction) a nakors@mzy PCR produkt ipistit a
osekvenovat.

Jednou z moznych metod pro izolaci a naslednou je@ietoda tzv. jednobdtneé
PCR, kdy st& pouzit jen #kolik bunek daného jedince k ziskani PCR produktu a
nasledné sekvenci amplifikovatésti DNA (Hans et al. 2000).

Amplifikace Zadouci sekvence DNA je umeéba metodou PCR. Nezbytnym
prvkem pro uskutaéni PCR je templatova DNA (DNA houby), dale DNA palgraza,
primery umoaujici nasednuti DNA polymerazy na templat a zafiosferanéujici vybrany
usek DNA, dNTPs (deoxynukleotidtrifosfaty), coz ysstavebni kameny pro nov
vznikajici fettzce DNA, pufr upravujici chemické préstli reakce a destilovana voda.
Smes €chto latek je vystavenaigdani teplot v fistroji zvaném termocykler, kde dochazi

ke tem hlavnim fazim. Prvni fazi je denaturace, kdycaplétajirettzce DNA, druhou
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fazi je annealing, kdy primery nasedaji na spddfimista DNA, po jejich nasednuti
naseda i DNA polymeréza, geti hlavni fazi je elongace, tedy vlastni syntéaADTYyto

faze se opakuji vdkolika cyklech, ¢imz dochazi k mnohonasobné amplifikaci daného
useku DNA (Mullis & Faloona 1987).
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4. Material a metody

4.1.0dbér vzorku semen

Semena maku setého pouzita k vypracovani této p@ddsazela ze dvou odliSnych
lokalit.

Prvni lokalitou byla plocha ekologicky égtovaného maku vroce 2009 na
ekologické farmd v Budyni nad OH, okres Litongfice. Zajmové Uzemi péatdo teplé az
mirn¢ suché oblasti. Léto je dlouhé, suché, teplée, mivktatkym gechodnym obdobim.
Jaro a podzim jsou teplé az nérteplé. Zima je kratka, miéntepla, sucha az velmi sucha,
s velmi kratkym trvanim smové pokryvky. Rimérna rani teplota je 8,5 °C. NejvysSi
pramérnd teplota je ervenci (14,8 °C) a nejnizsi je v lednu (-2, -3.°Bimérny rocni
ahrn srédzekini 555 mm. Nejvice jich spadne ve vegeian obdobi (340 mm). Lokalita se
nachazi ve srazkovém stinu Krusnych hor & platiepaské a obilngské vyrobni oblasti s
rovinatym, mirg zvinénym az svazitym terénem. Nadfeka vyska se pohybuje v rozmezi
250 — 600 m. #da zdjmoveho pozemku je ddozem.

Na uvedené lokakitbyl zaloZzen porost maku adty Major o celkové rozloze 10
ha. Vzhledem k ekologickému hospéelai nebyl porost pesticidroSeten. Z dané plochy
bylo pred sklizni ndhodh odebrdno 10 vzotk makovic, které byly ozrany jako
opakovani 1-37 Bud, 2 Bud, 4 Bud, 5 Bud, 6 Budug B2 Bud, 10 Bud, 11 Bud a 12 Bud.
Kazdé opakovani éto 10 makovic.

Druhou lokalitou byla Vyzkumna stanice FAPRZU v Praze vCerveném
Ujeza. Stanice se nachéazi na hranici okrBsaha-zapad a Kladno. Tato lokalita spada do
oblasti mirg teplé, klimatického okrsku mignsuchého, s fevazi mirnou zimou.
Praimérné rani teplota vzduchdini 6,9 °C. Pimérna teplota ve vegetaim obdobi (1.4. -
30.9.) je 12,9 °C a pmérna teplota ve vegetaim klidu (1.12. - 28.2.§ini -2,2 °C. Uhrn
srazek za toto obdobi je 53 mm. Délka vegggtao obdobicini 150-160 dni. Rmerny
roéni uhrn srazek je 549 mm aupnérny vegetani uhrn srazek je roven 361 mmidy
jsou stedre t¢zké. Rida zajmového pozemku je ddozem.

Na této lokali¢ byly vroce 2010 zaloZeny pokusy, kter&lyntaké kontrolni
(pesticid neoSatené) varinty. Kazda variantaéha ¢tyii opakovani, kazdé opakovani
bylo o rozloze 10 1 Vysety byly odidy Major a Maraton. ProtoZe cilem prace bylo
zjistit druhy mikroskopickych hub, které osidlugreena (bez ohledu na édu), byly pro
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odker vzorki pouzity neoséené (kontrolni) varianty pokis Z kazdého opakovani bylo
odebrano 10 makovic, ze semen byl ziskagssiynvzorek. Ten byl pouZit pro vlastni praci
(opakovani 1CU).

V obou gripadech byly v laborato Katedry ochrany rostlin FAPPZZU v Praze
makovice mechanicky rozlomeny a semena maku naslegsypana do sterilnich
uzaviratelnych polyetylenovych &d@. Kazdy séek byl ozngen gisluSnym kdédem
opakovani. V dalSi fazi byly &y prevezeny do mykologické laboragoKatedry botaniky

PiF UK v Praze, kde byly vzorky semen dale zpracomgva
4.2.Inkubace semen a hub

Ke zjis€ni piitomnosti mikroskopickych hub osidlujicich semenakm byly na
zaklac literarnich zdraj pouzity d¥ metody, a to inkubace semen ve vihkych kdtach
a inkubace semen na agarovych plotnach (viz 5.3od§eizolace patogénze semen)
Z kazdého opakovani (celkem 11) bylo odebrano I@es pro kultivaci ve vihkych
komuarkach a 100 semen pro kultivaci na agarovych ptdtna

VIhké komirky predstavuji systém, jehoz zakladem je velka Petritsian v tomto
piipadt sklertna s piimérem dna 14 cm. Na dno Petriho misky byla usmigt
polypropylenova rfizka (velikost ok 2 mm, tloti&a nrizky 1,3 mm), ta byla figkryta
vrstvou bundité vaty a na ni byl je8tpoloZen filtr&ni papir (vSe ve tvaru kruhu ogpnéru
13,5 cm). Petriho miska byla potom zabalena doadloh sterilizovana v autoklavu (125
kPa, 121°C, 20 min). Po vysterilizovani byla zabalena Petriniska penesena do
sterilniho progedi Flowboxu (Steril-VBH 48 MP/99), kde byla miskggmuta z alobalu.
Nasled’ byl vnitrek Petroho misky zavéien 7 ml destilované vody (sterilizované stejnym
zpisobem) progednictvim pipety se sterilni $fiou. Na rovnordrné zavlhieny filtracni
papir bylo sterilni pinzetou (sterilovana po kazd{§® semenech v etanolu a nad kahanem)
pieneseno 50 nahod&invybranych semen maku z polyethylenovéhgéksapiislusného
opakovani. Ke kazdému opakovani tedy nalezely Révhkomirky s celkem 100 semeny
ozna&ené pislusnym kbédem. Zalozené vihké korky byly nasledd umistny
do termostatu (BT 120 MR) a ponechartytpplot 20°C po dobu 7 dni. Po uplynuti této
doby byla semena maku vyhodnocovana nd#tomnost hub. Vzhledem dasow
naranému vyhodnocovani byla jednotliva opakovani z Bédyad Olii zakladana v 5
skupinach (po 4 kofirkach) stasovym intervalem 3 tydn
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Inkubace semen na agarovych plotnach je zaloZemaimgpu umisini semen na
sterilni agarové médium v Petriho misce. K tomutelul bylo pouZito Sabouraudovo
agarové médium (SAB) od firmy HiMedia. Toto agarawédium se obeénpouziva ke
kultivaci hub, ¥etrg patogennich. Krothtoho je toto médium vhodné pro mykologicky
rozbor  kosmetickych ffpravki  a potravin  (www.condalab.com/pdf/1024.pdf).
Sabouraudovo agarové médium bylofippaveno podle navodu fippZzeného k
dehydratovanému vyrobku a sterilizovano prednictvim autoklavu. Vysterilizovany agar
byl ve Flowboxu nalit doifppravenych sterilnich plastovych Petriho misekismgrem dna
8,5 cm a ponechan vychladnout. Na ztuhlé médiuretkiti® misce bylo sterilni pinzetou
(sterilovana po kazdych 10 semenech v etanolu akaldnem) feneseno 20 nahod&n
vybranych semen maku z polyethylenovéhoksaprislusného opakovani. Ke kazdému
opakovani tedy nalezelo 5 agarovych ploten &ngch kodem s celkem 100 semeny.
ZaloZené agaroveé plotny byly naslégronechany v termostatiii peplot 20°C po dobu 7
dni. Po uplynuti této doby byly na semenech vyhodmany narostlé houby. Vzhledem
k caso¥ nar&nému vyhodnocovani byla épjednotliva opakovani z Budynnad Olii
zakladana v 5 skupinach (po 10 agarovych plotng¢ayovym intervalem 3 tydn

Od kazdého opakovani bylo nahédrybrano 200 semen (100 semen na inkubaci
ve vlihkych kontirkdch a 100 semen na inkubaci na agarovych plojnBabet 100 semen
byl zvolen na zakladobdobnych inkubaci uvedenych v liteda@ynap. Medic-Pap et al.
2007).

4.3.Vyhodnoceni inkubaci a determinace hub

Vyhodnocovani inkubaci ve vihkych kdnkach bylo provaéno pod binokularni
lupou (Leica EZ4, rezim plného atghoziho s¥tla, zwtSeni 30x), kdy byla zji®vana
piitomnost a peéet jednotlivych druth hub na kazdém semeniiitemné houby byly poté
mikroskopovany (mikroskop Olympus CX31,¢8eni 400x a 1000x) a ihned¢avany
podle morfologickych znak prostednictvim determinani literatury (Crous et al. 2007,
Domsch et al. 1980, Ellis 1971, Pitt & Hocking 1997

Neurené houby byly pro dalSi determina¢epikovany ozihanoudkovaci jehlou
na novou Petriho misku @mmér dna 8,5 cm) s2SL (sladinovym agarem) z pivovarnické
sladiny (2% hm. sachar6zy na 1000 ml destilovardyve20 g agaru) a dale kultivovany
v termostatu  teplo& 20 °C. V nasledujicich dnech byl sledovan jejicistra tvorba
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morfologickych determinmich znak. Po vytvdeni €chto znak byly houby rotazeny
do jednotlivych rod, a podle vySe zmémé determinéni literatury dale featkovany na
piislusné determiai médium (MEA, CYA, CZA) a naslednurceny do druhu. Pro
ovéreni spravnosti @eni rekterych hub a pro determinaci sterilnich krefi kmeni
uréenych pouze do racbyly vyuzity molekularg biologické metody determinace.
Vyhodnocovani semen inkubovanych na agarovych @tbtnbylo provaeého

stejnym z@isobem, jaky je uveden u vyhodnoceni inkubaci vieydh konirkach.
4.4.Molekularn é biologické metody

Molekularre biologické metody determinace hub byly prosg v molekularni

laboratdi Katedry botaniky Hrodowdecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze.
4.4.1.1zolace DNA

K vyizolovani DNA bylo pouzito 10 kmeénhub ozn&enych KO6, KO9, KO14,
KO17, KO47, KO52, KO88, KO115, KO122 a KO123 . Dar® mikrozkumavky (typ
Eppendorf (2 ml) s ¥kem) bylo pipetou se sterilni $gbu napipetovano 10@Gum
InstaGene matrix buffer. Do mikrozkumavky byl oziba akovaci jehlou fidan kousek
7 dni starého myceliaislusného kmenu houby a nakonec byly do mikrozkkyaterilni
pinzetou vloZzeny 3 sterilni skl&né kuliky (o priméru 1,5 mm). Za pouziti mlynku na
drceni rostlinného materialu (Retsch MM400) bylyiky houbového mycelia rozdrceny.
Mikrozkumavka byla nésledn prenesena do termobloku (Thermomixer compact,
Eppendorf) s nastavenou teplotou na 56 °C a mioha00 rpm (otéek/s). Po 30
minutach byla mikrozkumavka vyndana a usmnatdo vortexu (Vortex Genie 2, Scientific
Industries) k promichani na 10 sekund maximalnich oté&kach. Mikrozkumavka byla
dale vracena do termobloku s novou nastavenouttepl®00 °C. Po 8 minutach byla
mikrozkumavka ot promichana ve vortexu (10 sekund, maxclogha nasled& po dobu
2 minut centrifugovana na centrifuze (Centrifugel®™a, Eppendorf) $ 12 000 rpm.
Koncentrace vyizolované DNA byla ziena na fistroji NanoDrop (NanoDrop 1000

spectophotometer, Thermo scientifi¢) o= 260 nm.
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4.4.2.PCR

Do mikrozkumavky (mikrozkumavka PCR (0,2 ml) s plgm vickem) umistné

v chladitku (IsoFreeze PCR) byly pipetou se stemirspickami napipetovany jednotlivé
slozky Mastermixu (s&si pro PCR):

e 9,9 ul destilované vody (dd.B)

e 4 ul enhanceru

* 0,4 pl nukleotid (dNTP)

o 2 ulpufruG

e 0,25 pl primeru ITS1F

e 0,25 ul primeru ITS4

e 2 ul MgCh

e 0,2 ul polymerazy (GOLD)
1 ul DNA

Po napipetovani vSech slozek byla mikrozkumavkazena do Cycleru

(Touchgene Gradient, Techne), kde probihala PCéskednym cyklem:

Tab.4: Vysledny cyklus pro PCR

inicialni denaturace 9%C | 5 min
denaturace 94°C | 1 min
annealing 55°C | 1min 35 cykh
elongace 79C | 1 min
finalni elongace 72°C | 10 min

4.4.3.Elektroforéza

K pripraw 1% TBE gelu pro s$edre velkou vanu elektroforézy bylo geba 0,5 g
agarozy |, 50 ml 1% TBE pufru a 1 kapka thiamidrbidu. Do Erlenmayerovy li&y byla
navazena agaréza dilpp TBE pufr. Obsah biky byl v mikrovinné troub (Zanussi
ZM21MO) piiveden k varu. Po mirném vychladnuti byla dakyapridana kapka diamid
bromidu. Do pipravené vany siBbinky a nalepenou paskou po stranach byla nalita
vysledna srés. Gel byl 20 min ponechan ztuhnout. Po ztuhnutzlwany vyjmut kiebinek
a vana byla porfena do elektrovany pro elektroforézu s TBE pufr@u. kazdé jamky

v gelu byla napipetovana $s13 pl DNA produktu s 1 pl nanaseci bakyi (loading dye).

44



Po naneseni vzoilkoyl zapnut pivod proudu (100 V, 20 min). Po skami byl gel z vany
piendan pod UV lampu (Herolab UV T-20 M), kde byl gauziti programu (Gel Logic
100 Imaging Systém Kodak) zj$ta usgsnost izolace.

4.4.4.Cisténi produktu PCR

Ziskané PCR produkty byly nasledpiecisteny kitem Jet Quick PCR Product
Purification Spin Kit / 250. Do zkumavky s PCR pustem bylo podle navoduigdano 80
ul H1(pufr). Smés byla gepipetovana do kolonky (DF column) v nové mikroziavee (2
ml, Collection Tube). Mikrozkumavka byla néaslédrentrifugovana 1 minip12 000 rpm.
Potom byl obsah ze zkumavky slit a do kolonky biyapipetovdno 500 ml sfsi H2 +
etanol. Mikrozkumavka byla 2 x po sbbentrifugovana (1 min, 12 000 rpm) do sucha.
Filtr kolonky byl pinzetou poslézefgndan do nové mikrozkumavky (typ Eppendorf (1,5
ml) s vitkem). Nakonec bylo pipetoutiddno 20 pl TE zatatého na 65 — 70C
v Termobloku (Thermomixer compact, Eppendorf). Mi&umavka byla centrifugovana 2
min pri 12 000 rpm a postavena do stojanu.éBdech hodinach byla zéhena konéné

koncentrace DNA.
4.4 5.Sekvenace

Osekvenovani ziskanych vzdarkDNA zajistila spolénost MacroGene v Jizni

Korei.
4.5, Statistické zpracovani ziskanych dat

Data ziskana i vyhodnocovani vzork byla statisticky zpracovana &wa
Zpasoby.

Prvni analyza, ktera byla provedena, byl Wgto relativnich ¢etnosti (f)
jednotlivych druli hub na semenech maku v raméisjusnych opakovani. Vysledky
z tohoto statistického zpracovani poskytiehded o vyskytu jednotlivych drihhub na
semenech maku v rdmci jednotlivych opakovéani. Kutmvypaitu byl pouZit vzorec:

t[°o]=(un) 100 kay  1=1.23. .k

45



n; — paet jedind druhu
n — celkovy poet jedind

Na predchozi vysledky navazalo dalSi statistické zprangva to Simpsaitv index
diverzity (D), ktery vyjaduje pravépodobnost, s jakou budou dva nah&dralezeni
jedinci ve spoléenstvu néleZet k odliSnym dniutn. Vysledky byly vyuZity ke zhodnoceni
variability houbového spektra mezi jednotlivymi &paanimi. Vzorec vyp&u tohoto

indexu je nasledujici:

K

D=1-Y(pir .kdy pi=mN ey D=1-

=1 1=1

(m Ny

—

pi — pravépodobnost vytru jedince i-tého druhu
n — paet jedind druhu

N — celkovy p@et jedindgi ve spoléenstvu

Ke zpracovani statistickych dat a tvérgrafi byla pouzita aplikace Microsoft
Excel 2007.
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5. Vysledky

5.1.Primarni data

Na 2200 semenech inkubovanych ve vihkych &dkach a na agarovych plotnach
bylo zaznamenano celkem 19 diuhub @lternaria alternata, Arthrinium arundinis,
Aspergillus sp.1, Aspergillus sp.2, Botrytis cinerea, Cladosporium cladosporioides,
Cladosporium  herbarum, Dendryphion papaveris, Dendryphion penicillatum,
Doratomyces nanus, Epicoccum nigrum, Fusarium sp., Penicillium sp.1, Penicillium
expansum, Penicillium sp.3, Penicillium sp.4, Rhizopus oryzae, Verticillium albo-atrum,
oranzové sterilni mycelium) Ve vihkych kdmkach bylo odizolovano 11 drabhub, g
inkubaci semen na agarovych plotnach 14 drabb. Druhy hub sefpobou inkubacich
casténe prekryvaly, zn&né rozdily byly pedevsim Wetnostech jednotlivych drihhub
v ramci téhoz opakovanitipruizné metod inkubace. Nejvice drahhub bylo nalezeno
v opakovani 1 CU (11 druy, nejmér v opakovani 4 Bud (4 druhy). Zaznamenané druhy
hub a jejich¢etnosti gi obou inkubacich v rdmci vSech opakovéani jsou aammany
v Tab. 5 a Tab. 6.
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Tab. 5: Druhy hub a jejichtetnosti zaznamenané v jednotlivych opakovéninkubaci

semen ve vihkych kotmkéch.

VK 1-37 2 4 5 6 8 9 10 11 12 |1CU
Bud | Bud | Bud | Bud | Bud | Bud | Bud | Bud | Bud | Bud
A. alternata 0 0 0 0 0 0 12 0 2 0 38
A. arundinis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aspergillus sp.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aspergillus sp.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B. cinerea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C. cladosporioides 1 0 0 2 10 0 0 0 0 0 64
C. herbarum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D. papaveris 74 56 54 67 68 78 69 75 30 3(
D. penicillatum 12 12 0 28 12 22 12 16 10 1d
D. nanus 0 0 0 0 0 0 0
E. nigrum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Fusarium sp. 0 0 0 0 0 0 0
Penicillium sp.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
P. expansum 14 2 4 2 2 10 0 4 84 94 2
Penicillium sp.3 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0
Penicillium sp.4 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0
R. oryzae 0 28 46 13 2 0 14 0 0 0 1
V. ablbo-atrum 0 0 0 0 0 0 0 0 3
sterilni mycelium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 6: Druhy hub a jejich¢etnosti zaznamenané na semenech jednotlivych opakov
inkubovanych na agarovych plotnach

AP 1-37 2 4 5 6 8 9 10 11 12 1
Bud | Bud | Bud | Bud | Bud | Bud | Bud | Bud | Bud | Bud | CU

A. alternata 2 2 0 0 5 5 22 10 1 0 26
A. arundinis 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0
Aspergillus sp.1 16 5 0 2 0 5 0 0 0 0
Aspergillus sp.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B. cinerea 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C. cladosporioides 81 81 84 87 81 82 92 75 10 6 48
C. herbarum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
D. papaveris 0 0 0 0 3 0 1 5 0 0 17
D. penicillatum 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D. nanus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. nigrum 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Fusarium sp. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Penicillium sp.1 0 0 0 0 0 0 0 9 2 0 1
P. expansum 0 0 0 0 4 0 0 0 96 95 0
Penicillium sp.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Penicillium sp.4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R. oryzae 2 3 13 6 0 0 0 6 0 0 0
V. albo-atrum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sterilni mycelium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 18
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5.2.Vypocet relativnich ¢etnosti

Ziskana data byla ndjedle podrobena vypibu relativnichcetnosti (f) jednotlivych
druhi hub na semenech v ramdigusnych opakovaniipobou zgisobech inkubace.iP
kultivaci semen ve vlhkych koiinkdch byl v opakovani 1 CU ngtrgjSi druh C.
cladosporioides, v opakovani 11 Bud a 12 Bud to byl drih expansum a v osmi
zbyvajicich opakovani #h nejvyssicetnost druhD. papaveris. Fi kultivaci semen na
agarovych plotnach byl épu opakovani 11 Bud a 12 Bud &etjrgjSi druhP. expansum,
zatimco u zbyvajicich deviti opakovani to byl dr@h cladosporioides. Cetnosti
jednotlivych druli hub v ramci lokalit a obou #pohi vyhodnoceni inkubaci jsou

vyjadieny v grafech (Graf 1 — 4).
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Graf 1: Cetnost hub na lokalit Budyrt nad Ofii pii inkubaci semen na agarovych

plotnach
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Graf 2: Cetnost hub na lokatitCerveny Ujezd f inkubaci semen na agarovych plotnach
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Graf 3: Cetnost hub na lokatit Budyrns nad Ofii pii inkubaci semen ve vihkych

komirkach
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Graf 4: Cetnost hub na lokatitCerveny Ujezd fi inkubaci semen ve vihkych kairkach
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5.3.Simpsoniv index diverzity

NejvySSi Simpsoiv index diverzity u obou Zpsohi inkubace byl zjig&n u
opakovni 1 CU. R porovnani obou zjsohi inkubace byl, kro opakovani 10 Bud, u
vSech ostatnich opakovani zistvyssi Simpsaiv index diverzity, nez ip kultivaci semen
na agarovych plotnach. Z toho vyplyva, zZe inkubssmen pro detekciifpomnych hub ve
vihkych komirkach vyzdvihuje SirSi spektrum hub v porovnanigaravymi plotnami.
Kultivace na agarovych plotnach spektrum izolovdnkab také rozgia.

Hodnoty Simpsonova indexu diverzity byly vynesewoygiaf: (Graf 5 — 6).

Graf 5: Simpsoriv index diverzity zaznamenany u jednotlivych opakmivii inkubaci
semen ve vlihkych kotmkach
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Graf 6: Simpsoriv index diverzity zaznamenany u jednotlivych opakmaiviyi inkubaci
semen na agarovych plotnach
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5.4.Vysledky sekvence DNA

DNA byla izolovana z celkem 10 kméerhub. Z celkového pdu bylo 7 kmei
vybrano pro owfeni spravnosti @eni (KO6, KO14, KO17, KO47, KO88, KO115,
KO122), 2 kmeny pro @eni do druhu (KO52, KO9) a 1 sterilni kmen pro oglk ugeni
(KO123). Ze vSech vzotkbylo Usgsre osekvenovano 8 kmérhub. U zbyvajicich dvou
kmeni se na zaklatlvysledki elektroforézy izolace DNA nezitla. Jednalo se o kmeny
KO9 (Fusariumsp.) a KO123 (oranzové sterilni mycelium).

Kmeny, u nichZz byla izolace DNA (& provedena, byly osekvenovany a
ziskané sekvence byly porovnavany s databazi sekweBLAST (The Basic Local
Alignment Search Tool). Vysledky porovnavani seloidayly nasleduijici:

* KO6 A alternata * KO52  Aspergillussp.1
* KO14 D. penicillatum *« KO88  D. papaveris

« KO17 D. papaveris * KO115 D. penicillatum
* KO47 A alternata * KO122 D. papaveris
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6. Diskuze

Odbkery vzorki byly provagny na dvou odliSnych lokalitach v nestejném roce.
Prvni lokalitou byla ekologicka farma v Budyni n&hti a druhou kontrolni pokusna
plocha vCerveném Ujezél Z obou &chto lokalit byly odebrany vzorky maku, které byly
bez uskladéni ihned zpracovany. Semena tedy obsahovala pqualdrem hub, které
semena makuipozere osidluje bez vlivu chemického ogeni a naslednych skfinvych a
poskliziovych manipulaci. Vzhledem k nezavislosti lokalitagnika, a tedy k variabilit
vngjSich podminek, vzorky semen poskytly informacersi® spektru hub, nez by tomu
mohlo byt @ odbéru vzorki pouze z jedné lokalit§i v témze roce.

Metody inkubace semen ve vihkych kamach a na agarovych plotndch byly
k detekci hub osidlujicich semena méku zvoleny d@dazt obdobnych studii uvedenych
v literatute (Alwakeel & Nasser 2011, Begum et al. 2004, Dastad. 2007, Elwakil et al.
2007, Leichtfried et al. 2004, MedPap et al. 2007, Nasir 2003, Nik 1980, Nik & Paybe
1977, Nwachukwu & Umechuruba 2011, Petrie 1974h&@ét Wadekar 2011, Singh et al.
2011). Povrch semen nebyep inkubaci sterilizovan, nethgemena byla odebran#ipo
z makovic a nebyla tedy vystavena Zivotaschopnyésticim hub exponovanych
v prostedi. Navic gkteré druhy hub, které semen#rgzere osidluji, kolonizuji pouze
jejich povrch a do vniku semene nepronikaji. Metoda inkubace semen kkyeh
komiarkach vynesla spektrum hub, které kolonizuje iekit semena, a kterd mohou
zpasobit letélni onemoemi klicnich rostlin. Naproti tomu inkubace semen na agarov
plotnach odhalila nejen druhy hub, které osidlujitiek semena, ale take ty druhy, které
kolonizuji jeho povrch. Z&chto divoda vzajemného doptmi informaci o vyskytu hub
byly tyto metody vhod& zvolené a pro zjishi semene osidlujiciho spektra hub
dostaténe.

Semena, kterd bylaftipinkubacich prezentovana jako sterilni, préadobré
neobsahovala Zivotaschopné fragmenty hub. Vliv teailis¢ také mohly mit vykonné
obranné mechanismy semene v paddtemickych latek (Kdela et al. 1989).

Metoda determinace hub pomoci molekutdbiologickych metod, v tomtoffpack
prostednictvim izolace DNA a nasledné sekvenace, pompbiardit spravnost deni 7
kmeni hub (KO6, KO14, KO17, KO47, KO88, KO115, KO122ekS8ence zbyvajiciho
kmenu z rodwAspergillus se neshodovala s Zadnou sekvenci uvedenou v daBIb&ST,

55



proto nebyl tento kmen &en do druhu, jak bylo zamySleno. Prépddobré nebyl u
tohoto kmenu spra¥nzvolen sekvenovany usek DNA. Nezdafilghu PCR u dvou
kmeni (KO9 a KO123) byl patrh zagicinén kontaminaci vzorku jinou DNA nebo
negesnosti fi pipetovani. Vliv také mohlo mit nedostété promichani ipslusnych
chemikalii. Vzhledem k uggnosti reakce u ostatnich vzorkebyla chyba na stran
vybéru kit pro izolaci a multiplikaci houbové DNA.

K detekci hub na semenech byl na zakléiterarnich adaj vybran stejny peet
100 semen pro inkubaci na agarovych plotnach illleyeh komirkach (Medé-Pap et al.
2007, Petrie 1974, Rothe & Wadekar 2011, Youssefalet 2008). VysSi pet
inkubovanych semen by sice moliingst udaje o dalSich druzich hub, nicehgadnalo by
se pouze o houby s velmi nizkou frekvenci vyskypratuto praci jsou &kejni pra¢ ty
druhy hub, které se vyskytuji jak@dna sodast mykoflory semen hub a jejich vyskyt neni
pouze vzacny. Navic velikost vzorku i takinesla informace o houbach, které se na
semenech vyskytovalycetnosti nizSi nez 1 % a navic kombinace dvou mateariabilita
vzorka zajistila rozSieni spektra detekovanych hub.

Nejcastji izolovanou houbou ip inkubaci semen z lokalit Budgnnad Olii a
Cerveny Ujezd metodou agarovych plotenfiankubaci semen metodou vihkych kérek
z lokality Budyreé nad Olii bylo C. cladosporioides. P¥i zbylé kultivaci semen ve vihkych
komirkach z lokality Budya nad Olfii to byl druhD.papaveris. Hojné se vyskytujici druh
C. cladosporioides osidluje povrch semen cei@dy rostlin (nap Alwakeel & Nasser
2011, Kremer et al. 1983, Malaker et al. 2008, N&6I03), proto byl jeho vyskyt
otekdvany. Vysoka ¢etnost vyskytu tohoto druhu mohla také souvisetehs|
mykoparazitismem nautpodci plis# maku (Peronospora arborescens) (Nigam & Rai
1988). Vyskyt tohoto fwodce je na maku dostiasty (Prokinova & Dvtak 2011).
Standardni metody inkubace semen pouzité v tétai pn&jsou k tomuto fvodci
dostaténg citlivé, tudiz nebyl jeho vyskyt zaznamenan. Jetgpmozné, Ze vyskyt tohoto
ptivodce mohl byt zaStih vyskytem druhuC. cladosporioides, coz ve svém isledku

Vyskyt zastupce z rodDendryphion byl ve vysokécetnosti @ekavan, nehd se
jedna o fivodce jednoho z n&jstjSich onemocéni maku, helmintosporiézy (Prokinova
& Dvorak 2011). Zajimavy byl s@asny vyskyt dvou druhtohoto rodu, a t®. papaveris

a D. penicillatum. Po morfologické determinaci byla spravnostemi €chto dvou druh
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ovéiena molekular# biologickymi metodami. V ramdaieské republiky se jedna o prvni,
vysoce citlivou objektivni metodou doloZzené potwiziaktu, Ze helmintosporiéza maku je
i na naSem GUzemi z&épinéna dv¥ma druhy rodiDendryphion (syn. Brachycladium).

Pritomnost druli A. alternata, A. arundinis, B. cinerea, C. herbarum, E. nigrum,
Fusarium sp.,R. oryzae aV. albo-atrum se dala vzhledem k Gdean uvedenym v literatie
ocekavat (viz kap. 3.7 Literarniighled hub izolovanych ze semen kulturnich plodin).
Jedna se o druhy, které mohou méityrpodil na odumirani rostlin.

Prekvapivym a zaroveojedirglym byl nalez druhD. nanus. Tato houba je znama
pouze z oduifelého rostlinného materialu. Vyskyt tohoto druhuhinbyt zagicinén
kontaminaci semene povrchem makovitgenpechanickém rozruSeni makovic zéelem
odkeru semen v laboratb Pripadré mohla byt makovice mechanicky narusena jiz na, poli
kde byl dostateny zdroj oduntelého rostlinného materialu, odkud mohly byt spory
anemochoricky nebo entomochorickigpeseny na povrch spor uvmakovice.

Pritomnost zastugc rodu Aspergillus a Penicillium nebyla pekvapivd, nebo
vyskyt ®chto rodi na nejfiznéjSim materidlu, vetn® semen jegt neuskladanych
kulturnich plodin, je velmi &ny. (nap. Alwakeel & Nasser 2011, Basak & Lee 2002,
Begum et al. 2004, Med¢lPap et al. 2007, Rothe & Wadekar 2011, Youssel.€2008).
Necekany byl ovdem vysoky vyskyt velmié¢tné se vyskytujiciho druhuPenicillium
expansum, jehoz cetnost byla dokonce ve dvou opakovanich vyssSi ésthost C.
cladosporioides a D. papaveris. Pravé&podobnost, Ze se jednalo o kontaminaci z ovzdusi
v laboratdi, je vzhledem k vysoké frekvenci malo prépddobna. Z tohoto tcdvodu by
tento druh mohl mit ditou souvislost siirozenym osidlenim semen maku setého.
V Gvahu také pichazi vyskyt této houby jako sekundarni infekce.

K vyhodnoceni diverzity hub na semenech maku bylZzgoSimspodv index
diverzity, ktery odrazi diverzitu hub v daném opadoi. Z vysledl vyplyva, Ze nejvyssi
diverzity hub bylo pi obou kultivacich dosazeno na lokaliCerveny Ujezd. Naopak
nejmensi Simpsaiv index diverzity byl zji&n na lokali¢ Budyre nad Oliii, konkrétrg v
opakovani 12 Budipkultivaci na agarovych plotnach a v opakovaniBL@ gi kultivaci
ve vihkych kontirkdch. Naé&chto lokalitdch byl v fevazné ¥tSiné na semenech zastoupen
pouze jeden druh houby, zbylé druhy byly zastoup@oyze s nizkou frekvenci.
Z porovnani opakovani pochazejicich z lokality Budgad Ofii plyne, Ze v rdmci jedné

plochy existuje znma variabilita ve spektru hub osidlujicich semédara nmize zaviset
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na lokalnich gdnich¢i expozinich podminkach. To také znamena, Ze pouze jedsir od
vzorku z plochy nema Zadnou vypovidaci hodnotu eksp hub, které se na dané ploSe
nachazi. Swsny vzorek z lokality Cerveném Ujezél vznikl smichanim vzork

z jednotlivych opakovani pokusnych ploch. Vypovidacdnota tohoto sésného vzorku
byla zn&na, nebé z rgj bylo izolovano nejvice drduhhub a také zde byl zaznamenan
nejvyssi Simpsaiv index diverzity.

Ukazuje se, Ze semena maku setého jsoazere osidlovanaradou hub, které se
vyznamré podileji na vysledné kvatitsemen. BlizSi poznankipzené mykoflory pnasi
podretné informace, které nachazeji své uplatrv ochrag, a zarové nabizeji moznosti
dalSiho studia v otdzkdch vzajemnych interakcidpkoe mykotoxid a také blizSiho

porozungni problematiky dvoujpvodal helmintosporiézy.
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7.Zavér

» Pii inkubaci semen ve vihkych katrkach bylo nalezeno 12 drata @i inkubaci
semen na agarovych plotnach 14 druprevazré patogennich hub. Celk&wbylo
obéma metodami detekovdno 19 déuhub, z nichZz &které jsou potencidlnimi
producenty mykotoxiin.

+ NejéetrzjSim druhem § inkubaci semen z lokalit Budgnnad Ofii a Cerveny
Ujezd metodou agarovych ploten # mkubaci semen metodou vihkych kérek
z lokality Budyre nad Olii bylo Cladosporium cladosporioides. Pri kultivaci
semen z lokality Budyh nad Ofii metodou vlhkych korirek to byl druh
Dendryphion papaveris.

* Nejvyssi Simpsoiv index diverzity byl stanoven ve gsném vzorku z lokality
Cerveny Ujezd. U zbyvajicich opakovani v ramci jegitgchy na lokali# Budyns
nad Olii nabyval tento index dosti variabilnich hodnot.

+ Na zéklad molekularnich dat byldinén v ramciCeské republiky prvni potvrzeny
nalez dvou fivodai helmintosporiézy maku, a to dnutdendryphion papaveris a

Dendryphion penicillatum.
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