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Souhrn: Byl porovnavan vyskyt hub z rod( Penicillium a Aspergillus ve skladovanych zrnech obilovin v Ceské republice pfi
pouziti dvou zpusobU povrchového osetfeni. Byly zjistény vyznamné rozdily mezi vyskytem téchto rodd hub mezi obéma zpu-
soby povrchového oSetreni. PFi oSetfeni roztokem chloraminu byly houby z rodl Penicillium a Aspergillus zjistény ve 40,40 %
a 3,60 % zrn, respektive. Pfi oSetfeni metodou zaloZenou na nasledném pouziti roztokl etanolu a chlornanu byly houby z rod
Penicillium a Aspergillus zjistény v 1,46% a 0,12% zrn, respektive. Z rodu Aspergillus byly nej¢astéji zaznamenany druhy ze
skupiny Aspergillus versicolor, A. flavus a A. ruber. Z rodu Penicillium s. I. byly nej€astéji zaznamenéany druhy ze skupin
Penicillium exilicaulis. P. viridicatum, P. citrinum, P. camemberti, P. expansum a Talaromyces rugulosus.
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Abstract: Comparison of occurrence of fungi of the genera Penicillium and Aspergillus isolated from the storage grains in
the Czech Republic was made after two type of surface treatment. There were observed significant differences between the
ways of treatment of grains. If the grains were treated with chloramin, fungi of the genera Penicillium and Aspergillus were
detected in 40.40 % and 3.60 % of grains, respectively. After treatment with ethanol and sodium hypochlorite, fungi of the
genera Penicillium and Aspergillus were detected in 1.46% and 0.12% of grains, respectively. Strains from clades Aspergillus
versicolor, A. flavus and A. ruber were the most frequently identified among the strains of Aspergillus. Strains of Penicillium s.
1. were most frequently classified into clades Penicillium exilicaulis. P. viridicatum, P. citrinum, P. camemberti, P. expansum

a Talaromyces rugulosus.
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Uvod

Pletiva zrn obilovin jsou velmi ¢asto kolonizovany raznymi druhy
hub. Jednak je to kolonizace houbami pfimo pfi rlistu obili na poli
(tzv. endofyticka nebo také oznacovana jako pfirozena nebo polni
mykobiota) a jinak je to kolonizace pfi skladovani (skladistni
mykobiota). Kromé toho jsou prach a porusena zrna kolonizovany
houbami, které vytvareji své struktury na povrchu zrna, jako epifyty
a pfedstavuiji typické saprotrofni mikroorganismy. Houby rodu
Fusarium se vyskytuji v rdznych druzich rostlin, pfed uskladnénim
zrna. Naproti tomu houby rodu Penicillium a Aspergillus jsou
znamy predevsim ze skladovaného zrna, zlomku zrn, $rotu nebo
prachu vzniklého ze zrn.

Dostupnych praci o endofytické mykobioté obilovin je pomérné
malo. Jako soucéast endofytické mykobioty se v obilninach
vyskytuji pfedevsim druhy z rodu Alternaria, Epiccocum, Fusarium,
Pleospora a Cladosporium a druhy z rodd Aspergillus a Penicillium
jsou zaznamenavany malo ¢asto (Riesen et Sieber 1985, Crous
et al. 1995, Laran et al. 2002).

VétSina druhl hub, které se vyskytuji v rostlinach, mohou
produkovat sekundarni metabolity, které mohou ovliviiovat
jiné druhy organismd vé&. hub. Céast téchto hub produkuje nebo
muze produkovat mykotoxiny, které negativné plsobi na zdravi
¢lovéka nebo hospodarskych zvifat. Mezi nejvyznamnéjsi
mykotoxinogenni druhy hub patfi zastupci z rodu Fusarium,
Penicillium a Aspergillus. Mezi nejvyznamngjsi mykotoxiny
hub z rodu Fusarium patfi trichotheceny, T-2 toxin, fumonisiny,
deoxynivalenol a zearalenon. Mezi nejvyznamnéjSi mykotoxiny
produkované houbami z rodu Penicillium a Aspergillus patfi
aflatoxiny, ochratoxiny, patulin, citrinin, sterigmatocystin, kyselina
cyklopiazonova (Malif et al. 2003, Samson et al. 2004).

Bé&hem poslednim dvaceti let doSlo k znaénému vyuzivani
molekularné — genetickych metod v taxonomii hub, zejména
mikroskopickych hub, a diky tomu bylo rozliSeno velké mnozstvi

tzv. dobrych druht, které Ize spolehlivé uréit pouze pomoci
molekularné-genetickych metod nebo pomoci kombinace
morfologickych, fyziologickych a molekularné-genetickych metod.
Mezi rody, u nichz doslo k rozliSeni novych druhd, patfi v prvni
fadé rody Penicillium a Aspergillus. Starsi informace proto mohou
zahrnovat poznatky nejen o daném druhu v souc¢asném pojeti
a neni mozné spolehlivé ur€it, kterého druhu se tato informace
tyka.

Ke zménam doslo i na urovni rodu. V ne malém poctu pfipadu
se stava, ze skupina druhd hub, které puvodné byly zarazeny
do jednoho rodu, jsou dnes fazeny do 2 a vice rodu.

Material a metody

Z kazdého vzorku byla mykobiota hodnocena u 100 zrn
umisténych po péti v dvaceti 90 mm Petriho miskach. Zrna byla
oSetrfena 2 rlznymi zpUsoby. 1) Ponoreni zrn do 0,4% roztoku
chloraminu na dobu 2 minut a nasledné 3 x proplachnout ve sterilni
destilované vodé. Takto bylo zpracovano 5 vzorkd (= 500 zrn).
2) Povrchova sterilizace zrn oSetfenim v 96% etanolu 1 minutu,
pak v koncentrovaném chlornanu sodném 2 minuty, nakonec
v 96% etanolu 30 sekund. Takto bylo zpracovano 26 vzorku
(= 2600 zrn). Inkubace vsech vzorkl probihala na mediu DRBC
ve tmé pfi teploté 25 °C. Po 14 dnech byly vzorky prohlizeny,
hodnocen vyskyt vyrostlych hub (na zakladé mikromorfogie
ur€ovany na uroven rodu) a odockovavany vyrostlé kultury. Ty
byly nasledné kultivovany na agarovém zivném mediu a z nich
byla izolovana DNA pro identifikaci.

Pro izolaci DNA byl pouzit komeréni izola¢ni kit NucleoSpin®
Microbial DNA, Machery-Nagel. Na Petriho misky se sladinovym
agarem byl umistén sterilni celofan a na takto pfipravené misky
byla o¢kovana €ista kultura. Po 7 dnech bylo asi 40 mg narostlého
mycelia pfeneseno z celofanu do zkumavky obsahujici sklenéné
kulicky o prdméru 40-400 pm (Bead tube type B, soucast
kitu NucleoSpin® Microbial DNA, Machery-Nagel). Dale bylo
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Tab. 3: Identifikované kmeny hub z rodu Aspergillus na druhovou troveri
pomoci molekuldrné genetickych metod (sekvence ITS).

mastermix obsahujici Taq polymerazu, do které-
ho byla pfidana ultracista voda a primery o vy-
sledné koncentraci 250 nM.

Pro amplifikaci ITS regionu byly vybrany primery
ITS1F a NL4 (O'Donnel 1992, Gardes a Bruns,
1993) s délkou produktu asi 1200 pb a PCR
reakce probihala nasledovné: denaturace pfi
95 °C 2 min, 35 cykll: 95°C 15s,55°C 30 s,
72 °C 45 s, extenze pfi 72 °C 1 min.

PCR produkt byl precistén PCR clean-up kitem
(Mo-Bio), prficemz PCR produkt byl eluovan
do Cisté vody a nasledné odparen na vakuové
rotacni odparce. Vzorek byl resuspendovan
v 8 ul 0,625 puM prislusného primeru nasedajici
na 5-konci (tj. ITS1F, Ben2f nebo CAMb5)
a poslan na sekvenaci. Ziskané sekvence
byly kontrolovany a porovnany programem
Chromas (technelysium.com.au/wp/chromasy/)
a BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/
bioedit.html) a porovnany s databazi NCBI Blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

Vysledky a diskuze

Pfi povrchovém oS$etfeni zrn obilovin pfi
nasledném pouziti roztok( etanolu a chlornanu
sodného (tab. €. 1) byly zaznamenany houby
z 8 rodu, dale houby ve formé sterilniho mycelia

a kvasinky. Nej¢astgji byly zjistény druhy z rodu

Fusarium (22,92 % zrn) a Alternaria (19,50 %
zrn). Houby z rodu Aspergillus byly pozorovany

na 0,12% zrn a houby z rodu Penicillium

na 1,46 % zrn.
Pri povrchovém oSetreni zrn obilovin roztokem

chloraminu (tab. ¢. 2) byly zaznamenany houby

z 9 rodu a také houby ve formé sterilniho

mycelia. Nej¢astéji byly zjistény druhy z rodu
Penicillium (40,40 % zrn), Alternaria (16,00 %

zrn) Rhizopus (14,00 % zrn), Fusarium (10,40 %

zrn) a Cladosporium (7,80 % zrn). Houby z rodu
Aspergillus byly zjistény na 3,60 % zrn.
Povrchové os$etreni zrn roztokem chloraminu

pro zjisténi mykobioty pouzivali Tanc€inova et

al. (2009) a Samson et al. (2004). Tan&inova et

al. (2009) zaznamenali houby z rodu Penicillium

Gislo kmene Sekce Nejblizsi taxor’ly podle podobnosti
sekvencedaného kmene
15-938/7A flavus A. parvisclerotigenus, A. flavus, A. oryzae
15-938/7PEN1 |flavus A. parvisclerotigenus, A. flavus, A. oryzae
15-939/4 flavus A. parvisclerotigenus, A. flavus, A. oryzae
15-939/6A versicolor | A. versicolor, A. creber, A. cvjetkovicii
15-939/10 versicolor | A. versicolor, A. amoenus
15-942/2A versicolor | A. versicolor, A. amoenus
15-942/2-1A1 versicolor | A. versicolor, A. amoenus
15-942/2B ruber A. cibarius, A. pseudoglaucus
15-942/2C ruber A. cibarius, A. pseudoglaucus
15-942/10A1 ruber A. cibarius, A. pseudoglaucus
15-942/10B ruber A. pseudoglaucus , A. cibarius, A. proliferans
15-942/12 ruber A. crigtatus, A. amstelgdami,
Eurotium heterocaryoticum
15-943/8 ruber A. cibarius, A. pseudoglaucus
15-943/9-2A versicolor | A. protuberus, A. amoenus
15-943/9-2B versicolor | A. protuberus, A. amoenus
15-943/11 ruber A. amstelodami, A. chevalieri, A. ruber
15-943/11-3BA | versicolor | A. versicolor, A. protuberus, A. amoenus
16:043/12  |versicolor |y Yersieolor A-jensenii, A reber
15-943/15-1 ruber A. cibarius, A. niveoglaucus,
A. pseudoglaucus
15-943/15-2 eurotium A. cibarius, A. pseudoglaucus
15-943/20 versicolor | A. versicolor, A. amoenus
15-948/13A versicolor | A. versicolor, A. amoenus
15-953/6 versicolor | A. protuberus, A. amoenus
15-958/17-2 ruber A. cibarius, A. niveoglaucus,
A. pseudoglaucus
15-967/1A- C | fumigati A. fumigatus
15-967/1B ruber A. crigtatus, A. amstelgdami,
Eurotium heterocaryoticum
1100/19 versicolor | A. versicolor, creber, cvjetkovicii
Pol 4/5 Asp1 circumdati |A. sclerotiorum
Pol 4/5 Asp2 flavus A. flavus
Pol 4/5 Asp3 flavus A. flavus

v 50 % zrn a houby z rodu Aspergillus v 26,66 %

do zkumavky pfidano 100 pl Tris pufru (5mM Tris/HCI, pH 8,5), 40
lyzaéniho MG pufru obsahuijici chaotropni stil guanidin thiokyanat,
10 pl proteinasy K a sterilni nerezova kulicka o priméru 5mm.
Zkumavky byly pevné uzavieny a umistény do kulového mlynu
MixerMill 400 (Retsch), homogenizace byla nastavena na frekvenci
30 kmitd/min a celkovy ¢as 5 min. Nasledovala centrifugace (30 s,
11 000 x g) pro odstranéni vzorku z vicka. Do stejné zkumavky bylo
pfidano 600 pl lyzaéniho MG pufru, zvortexovano a stoc¢eno (30 s,
11 000 x g). Takto pfipraveny supernatant byl opatrné odebran
a prenesen na vazebnou kolonku. Po navazani byla kolonka
ve dvou krocich promyta nejprve 500 yl BW pufru (guanidin
thiokyanat, 2-propanol), nasledné 500 pl B5 pufru obsahujici
etanol. Pred eluci DNA byla kolonka vysu$ena centrifugaci pro
odstranéni zbytku etanolu. DNA bylo eluovano do 50 pl elu¢niho
BE pufru (5mM Tris/HCI, pH 8,5). Integrita celkové izolované DNA
byla kontrolovana po rozdéleni v agarové elektroforese v 1% gelu.
Pro identifikaci hub byl zvolen ITS region. Vstupni material pro
PCR reakce bylo 50 ng celkové DNA. Byl pouzit komeréni 5Prime

zrn. Kromé toho uvadi vyskyt hub z rodu
Emericella (anamorfni stadium Aspergillus)
v 3,33% zrn a hub z rodu Eurotium (anamorfni
stadium Aspergillus) v 26,66 % zrn.

V néami hodnocenych vzorcich (tab. ¢. 1) byla podobné vysoka
¢etnost vyskytu hub z rodu Penicillium pfi osetfeni roztokem
chloraminu jako v praci Tan¢inové et al. (2009). Také byl v téchto
vzorcich €asto zjistén vyskyt hub z rodu Rhizopus, ktery se
ve vnitfnich pletivech vyskytuje minimalné. P¥i dfive provadénych
nepublikovanych vyzkumech vnitfni endofytické mykobioty zrn
obilovin (jak pSenice, tak je€mene) prvnim z autorti (Novotny
nepublikovano) byly houby z rodd Penicillium a Aspergillus
zjiStény v Cetnosti pod 2% a druhy z rodu Rhizopus nebyly
zaznamenany vlbec. Riesen et Sieber (1985), Crous et al.
(1995) a Laran et al. (2002) v ruznych ¢astech psenice houby
z rodU Penicillium a Aspergillus zaznamenavali velmi malo. Co
je soucasti endofytické/endogenni mykobioty, neni dlouhodobé
zcela jasné definovano. Prezentovana prace ukazuje, jak velmi
metodika primarniho povrchového osetfeni vzorkl zrna ovliviiuje
vysledky hodnoceni mykobioty. Je otazka, zda pfi povrchovém
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Tab. 4: Identifikované kmeny hub z rodu Penicillium na druhovou
uroveri pomoci molekuldrné genetickych metod (sekvence ITS)

Podobné je prekvapujici ¢etny vyskyt druht
ze skupiny A. ruber. Mezi kmeny nebyly
zjistény druhy ze skupiny A. niger a byly malo
znamenany druhy ze skupiny A. ochraceus,
Z niz v nami hodnocené sadé kmenu byl zjistén
pouze druh A. sclerotiorum. Tanc¢inova et al.
(2009) znamenali z rodu Aspergillus sedm druhu
z toho nejcastéji druhy A. flavus a A. sydowii,
jeden druh z rodu Emericella, €tyfi druhy z rodu
Eurotium a z rodu Penicillium identifkovaly
12 druhu z toho nej€astéji druhy A. flavus
P. aurantiogriseum, Penicillium griseofulvum
a P. chrysogenum.

Mezi zjisténymi druhy z rodu Penicillium je
jednak prekvapujici ¢etny vyskyt ze skupiny
P. exilicaulis, kde se bude tak asi jednat
o vice druht. Prekvapivy je také vyskyt druhu
P. expansum, znamého predevsim z ovoce, ale
tento druh Tancinova et al. (2009) zjistili také.
Vzhledem k tomu, Zze bé&éhem skladovani zrna
nejsou aktivné zijicim organismem, ale jsou
klidovym stadiem, dochazi k jejich poSkozovani
abiotickymi i biotickymi Ciniteli, ¢imz jsou
zpfistupfiovany jako zdroj zivin pro houby,
které nemaiji enzymatickou vybavu na vyuzivani
uskladnéna zrna budou vice kolonizovany
houbami rodu Penicillium a Aspergillus,
které patfi k houbam, které nejsou tak dobre
vyzivu, nez prave sklizena zrna. Jak se zméni
druhové spektrum hub z t&chto rodl béhem
skladovani, je otazka. Urc¢ité je to téma, které
stoji za provedeni dal$iho vyzkumu.

Vzhledem k tomu, Zze za posledni 20 let
doslo diky velkému vyuzivani molekularné
biologickych metod k rozpoznani velkého
mnozstvi novych druht z rodl Aspergillus
a Penicillium, starsi informace nejen o vyskytu

Oznaceni . Nejblizsi taxony podle podobnosti sekvence
kmene ST daného kmene
15-938/17B camemberti |P. crustosum
15-938/17PEN3 | viridicata B aurant.iogriseum, P. viridicatum,

(P. polonicum, P. cordubese)
15-939-1B Talaromyces | Talaromyces rugulosus
15-939/6B1 - B | Talaromyces | Talaromyces sp.
15-939/6B2 Talaromyces | Talaromyces rugulosus
15-939/15 viridicata P. aurant.iogriseum, P. viridicatum,

(P. polonicum, P. cordubese)
15-939/16 citrina P. citrinum, P. steckii, P. sumatrense
15-939/17 Talaromyces | Talaromyces rugulosus
15-939/19-2 camemberti | P. crustosum

- . P. chloroleucon,
15-942/10A2 exilicaulis (B obscurum, P. corylophilum)
- . P. chloroleucon,

15-942/12-1 exilicaulis (P obscurum, P. corylophilum)

P. cravenianum, P. momoii,
15-943/11-1 exilicaulis P. consobrinum, P. corylophilum,

P. chloroleucon
15-943/17-1 exilicaulis P. corylophilum
15-944/1B expansum P. expansum
15-944/16B1 expansum P. expansum
15-947/1 citrina P. citrinum
15-958/2 viridicata P. freii, P. aurantogriseum, P. viridicatum
15-958/7 viridicata P. polonicum, P. cordubense
15-958/14 camemberti | P. crustosum
15-958/17-1 viridicata P. viridicatum
1100/3 citrina P. citrinum, P. steckii, P. sumatrense
Pol 2/2 pen viridicata P. freii
Pol 2/3 Pen viridicata P. aurantiogriseum, P. polonicum
Pol 4/4 Pen viridicata P. polonicum, P. auraptiogriseum,

P. cellarum, P. cyclopium

jednotlivych druhu nelze povazovat za zcela
spolehlivé.

oSetfeni roztokem chloraminu, které je v porovnani s povrchovym
oSetfenim etanolem a chlornanem, se jedna opravdu o vnitfni
mykobiotu obilovin. Na povrchu zrn se nachazi velké mnozstvi
spor riznych druht hub, které pokud maji vhodné podminky
pro kli¢eni a nasledny rdst mohou vytvofit na agarovém zivném
mediu kolonie. Zalezi pak na to, které druhy jsou rychleji rostouci
a potlac¢i druhy, které se vyskytuji uvnitf zrna, ale které rostou
pomaleji.

Mezi ndmi izolovanymi kmeny hub bylo dosud identifikovano 54
kmend, z nichz 30 kmenU patfi do rodu Aspergillus a 24 kmenu
patfi do rodu Penicillium. Z rodu Aspergillus byly nejcastéji
zaznamenany druhy ze skupiny Aspergillus versicolor, A. flavus
a A. ruber. (tab. ¢. 3). Z rodu Penicillium s. I. byly nej¢astgji
zaznamenany druhy ze skupin Penicillium exilicaulis. P. viridicatum,
P. citrinum, P. camemberti, P. expansum, Talaromyces rugulosus
(tab. ¢. 4).

Vysledkem pouziti molekularné-genetickych metod jsou sekvence
vybranych usekd nukleovych kyselin, jejichz nasledna identifikace
poskytne jméno druhu nebo druhd, jimz je dany kmen podle dané
sekvence nejpodobnéjsi.

V pfipadé druht z rodu Aspergillus je prekvapuijici ¢etny vyskyt
z okruhu druhu A. versicolor a skute¢nost, Ze se zfejmé nebude
jednat pouze o druh A. versicolor, ale i dal$i pfibuzné druhy.

Mezi zjisténymi taxony byly druhy, které
jsou schopné produkovat rizné mykotoxiny.
Z rodu Aspergillus je to v prvni fadé druh
A. flavus, produkujici aflatoxiny a druh A. sclerotiorum, ktery
je schopen produkovat ochratoxiny, a ktery je znam z ovoce.
Je to tedy podobny pfipad jako druh P. expansum, ktery je
znam hlavné z ovoce. (Visagie et al. 2014). Ze zjiténych druhu
z rodu Penicillium patfi mezi znamé producenty mykotoxint
druhy P. citrinum (citrinin), P. crustosum (penitrem, roquefortin),
P. viridicatum (xantomegnin, viomellein, vioxanthin, and kyselina
viridickd), P. expansum (patulin, citrinin), P. aurantiogriseum
(kyselina peniciliova, verrucosidin).

Zavér a doporuceni do praxe

Podle ziskanych vysledku je vidét, Ze pro zhodnoceni miry vyskytu
hub z rodl Penicillium a Aspergillus na/v zrnech obilovin je dllezité,
jak bude povrchoveé oSetfeno zrno. P¥i rliznych postupech osetreni
zrna se ziskavaji odlisné vysledky. Pro standardni hodnoceni je
zfejmé nutné vypracovat metodiku, podle které se budou zrna
povrchové oSetfovat a bude se v/a nich hodnotit vyskyt hub
z rodu Penicillium a Aspergillus. Protoze v uplynulych dvaceti
letech doslo k velkym taxonomickym zménam v ramci téchto rodud
(popsani velkého poctu novych druht), je nutné s informacemi
o vyskytu jednotlivych druhl ziskanych v minulosti velmi
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obezretné pracovat. Ze starSich udaju mizeme jako spolehlivé
brat informace o vyskytu na urovni sekci rodd nebo skupinu
druhl. Ukazuje se, Ze jako producenti nékterych mykotoxint
nemusi byt druhy, které byly z obili dosud uvadény, ale i jiné,
které se maji vyskytovat pouze / pfedevsim na jinych substratech
(ovoce, zelenina).

Vzhledem k velké variabilité druh( kolonizujici zrna obilovin pfi
skladovani v silech a jejich rozmanitych naroku (pfedevsim teplota,
vlhkost,), nelze jednoduse potlacit rist mikroskopickych hub.
Také je dobré pokud mozno odstranit poni¢ena zrna, ve kterych
je velika pravdépodobnost vyskytu zarodkl kontaminujicich hub.

Podékovani a dedikace

Clanek byl vypracovan za podpory vyzkumného projektu Narodni
agentury zemédélského vyzkumu Mze ¢. QJ1510204.

Kontakt: novotny@vurv.cz, neubauerova@vurv.cz
/Recenzovano/
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