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Abstrakt

Ciele prace boli: priniest prehlad o aktualnom druhovom spektre aspergilov,
osidl'ujucich zrno obilnin slovenského pdvodu, priniest’ informacie o mykotoxinogénne;j
potencii izolovanych kmefiov aspergilov, zaznamenat' nalezy druhov, novych pre
uzemie Slovenska, charakterizovat’ izolované kmene a uchovat’ ich v kolekciach kultar
mikroorganizmov. Zo 73 vySetrenych vzoriek zrna bolo 57 vzoriek pSenice letnej formy
ozimnej (Triticum aestivum L.), 2 vzorky pSenice S$paldovej (Triticum spelta L.)
a singularna vzorka ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L.), zberanych na najmenej 23
lokalitach Slovenska v rokoch 2006-2008, osidlenych minimalne jednym druhom rodu
Aspergillus Fr.: Fr. a/ alebo asociovanych perfektnych rodov Eurotium Link: Fr.
a Emericella Berk. Spolu bolo detegovanych 20 sensu stricto a 12 pomocnych taxénov
s najvyssou frekvenciou vyskytu Eurotium amstelodami (45,21 %), Aspergillus flavus
(42,47 %) a E. repens (34,25 %). V C¢istych kulturach reprezentativnych izolatov
jednotlivych druhov bolo detegovanych 68 roznych extrolitov, z nich aflatoxin Bi, By,
Gi1, Gy, M;, fumigaklavin, fumigaklavin C, fumitremorgin A aB, Kkyselina
cyklopiazonové, kyselina penicilovd, ochratoxin A, patulin, sterigmatocystin,
verukulogén, viomelein, vioxantin a xantomegnin st mykotoxiny sensu stricto. Ini
autori popisali toxicku, antikarcinogénnu, antibioticku a antioxida¢nu aktivitu d’alSich
detegovanych extrolitov. Izolacie Eurotium appendiculatum Blaser, E. cristatum (Raper
& Fennell) Malloch & Cain, Aspergillus tubingensis Mosseray, A. tritici B.S. Mehrotra
& M. Basu a A. westerdijkiae Frisvad & Samson st prvymi nalezmi druhov na tizemi
Slovenska. Izolacia aflatoxinogénneho kmena A. parasiticus MD 502 zo zrna pSenice
slovenského pdvodu je prvym néalezom druhu v potravinarskej komodite slovenského
povodu. Metédou LC-MS/ MS bola stanovena toxinogénna potencia kmena na
modifikovanom syntetickom tekutom médiu AetM [vmg . I'l]: aflatoxin B; 15,7;
aflatoxin Gy 23.4; aflatoxin B, 0,52; aflatoxin G, 0,68; aflatoxin M; 0,18; kyselina
kojova 227. Aflatoxinogénna potencia nebola metddou tenkovrstvovej chromatografie
zistend pri ziadnom zo 41 izolatov Aspergillus flavus z 28 vzoriek. Izolaty
diagnostikovanych taxonov st uchované v Kolekcii kultar hub na Katedre
mikrobiologie Slovenskej pol'nohospodarskej univerzity v Nitre a v IBT kolekcii kultar

Déanskej technickej univerzity.
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Abstract

The aims of the study were: to bring an overview of the current spectrum of the
aspergilli inhabiting the cereal grains of Slovak origin; to bring the information about
the mycotoxigenic potency of isolated strains; to record the findings of new species for
Slovakia; to characterize isolated strains; to preserve the isolated strains in cultural
collections. From a total of 73 investigated grain samples, 57 samples of Triticum
aestivum L., 2 samples of Triticum spelta L. and a single sample of Hordeum vulgare L.
harvested in at least 23 localities of Slovakia in the years 2006-2008 were inhabited by
at least one species of the genus Aspergillus Fr.:Fr. and/or associated perfect genera,
namely Eurotium Link:Fr. and Emericella Berk. Altogether 20 taxa and 12 species
groups were detected. Eurotium amstelodami (45.21%), Aspergillus flavus (42.47%)
and E. repens (34.25%) were encountered with the highest frequency (given in
brackets). Altogether 68 various extrolites were detected in the pure cultures of
representative isolates of the species spectrum. Out of these, aflatoxin B;, By, Gi, G,
M;, fumigaclavine, fumigaclavine C, fumitremorgin A & B, cyclopiazonic acid,
penicillic acid, ochratoxin A, patulin, sterigmatocystin, verruculogen, viomellein,
vioxanthin and xanthomegnins are mycotoxins sensu stricto. Other authors reported the
toxic, anticancer, antibiotic and antioxidant activity of other detected extrolites. The
isolations of Eurotium appendiculatum Blaser, E. cristatum (Raper & Fennell) Malloch
& Cain, Aspergillus tubingensis Mosseray, A.tritici B.S. Mehrotra & M. Basu
and A. westerdijkiae Frisvad & Samson are the first findings of the species in Slovakia.
The endogenous isolation of aflatoxigenic strain A. parasiticus MD 502 from the wheat
grain is the first finding of the species in food commodity of Slovak origin. The
toxigenic potency of the strain on the modified synthetic liquid medium AetM was
detected by LC-MS/MS as follows (in mg.L™): aflatoxin B, 15.7, aflatoxin G; 23.4,
aflatoxin B, 0.52, aflatoxin G, 0.68, aflatoxin M; 0.18, kojic acid 227. The aflatoxigenic
potency was not found in any of 41 Aspergillus flavus isolates from 28 samples by using
the thin layer chromatography. Isolates of diagnosed species are preserved in the Fungal
Collection at the Department of Microbiology, Faculty of Biotechnology and Food
Science, Slovak University of Agriculture in Nitra and in the IBT Culture Collection of
the Technical University of Denmark.

Key words: Aspergillus, Eurotium, wheat grains, extrolites, mycotoxins
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Zoznam skratiek a znacdiek

% percento

< mensi ako

= rovny

> vacsi ako

+ plus-minus

< mensi/ rovny

> VACsi/ rovny

°C stupeii Celzia

ul mikroliter; 10 |

um mikrometer; 10° m

5/2 agar agars 5 % V8 dztsu a 2 % agaru

A Aspergillus

AetM médium Adye et Mateles

AFPA selektivne médium pre Aspergillus flavus/ A. parasiticus
angl. z anglického slova

BSL stupen biologickej bezpec¢nosti

cf. porovnaj (lat. confer); neistota v diagnostikacii a oznacenie druhu, na

ktory sa izolat najviac podoba

CO; oxid uhlicity

CREA agar s kreatinom a sachar6zou

CY20S Czapkov agar s kvasniénym extraktom a 20 % sacharozy
CY40S CY20S, modifikované navysenim sachar6zy na 40 %
CYA Czapkov agar s kvasni¢nym extraktom

CYAS Czapkov agar s kvasni¢nym extraktom a 5 % NaCl

CYAS20 CYAS, modifikované navySenim NaCl na 20 %

Cz Czapkov agar (s pridavkom roztoku stopovych prvkov)
DCPA agar s dichloranom, chloramfenikolom a peptonom
DNA deoxyribonukleova aminokyselina




DRBC agar s dichloranom, Bengalskou ¢ervenou a chloramfenikolom

DTU Danska technicka univerzita

DYSG agar s dichloranom, chloramfenikolom, kvasniénym extraktom
a glycerolom

E. Eurotium

Em. Emericella

Fe* zelezity kation

g gram

GRAS vo v§eobecnosti povazovany za bezpecny

H. Hordeum

hod hodina

HPLC-DAD vysokotlakova kvapalinova chromatografia s detekciou stustavou diod

ICBN Medzinarodny kod botanickej nomenklatiry

IFA Medziuniverzitny vyskumny tstav agrarnej biotechnologie
IMS Medzinarodnd spolo¢nost’ pre mykotoxikoldgiu

In situ na mieste

in vitro v skimavke

Kap. kapitola

I liter; dm®

lat. z latinského slova

LC-MS/MS  kvapalinova chromatografia s tandemovou spektrometriou mas

MBTH metylbenzotiazolum hydrochlorid

MD kolekcia kultiar mikroorganizmov autorky
MEA agar so sladinovym extraktom

mg miligram; 103 g

min minuata

ml mililiter; 10 |

mm milimeter; 10° m

N. Neosartorya




NaCl chlorid sodny

nem. Z nemeckého slova

nm nanometer; 10° m

NRRL kolekcia kultir mikroorganizmov Agricultural Research Service
0- orto

O, kyslika

OA agar s extraktom z ovsenych vloc¢iek

Obr. obrazok

p- para

pH zaporny dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych katidnov
rpm otacky za minutu

s. I v §irSom zmysle (lat. sensii lato)

SEM skenovaci elektronovy mikroskop

sénsi lato Vv SirSom zmysle

sensu stricto v uzsom zmysle

skup. skupina

sp. druh (lat. speciés)

spp. druhy (lat. speciés)

STN ISO Slovenska technickd norma, isonorma
syn. synonymum

T. Triticum

Tab. tabulka

TLC tenkovrstvova chromatografia
USA Spojené Staty americké

uv ultrafialové ziarenie

viv objem/ objem

viviv objem/ objem/ objem

var. varieta (lat. varietas)

VS. verzus (lat. versus)
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VZ. vzorka

YES agar s kvasni¢nym extraktom a sachar6zou
ZB kolekcia kultar mikroorganizmov Ing. Zuzany Barborakovej
ZSSR Zviz sovietskych socialistickych republik

skratky mien autorov taxénov (Index Fungorum, 2010):

Ahlb.

B.S. Mehrotra

Ahlburg, Hermann

Mehrotra, Brahma Swarup

Berk. Berkeley, Miles Joseph

Delacr. Delacroix, Edouard Georges

Desm. Desmaziéres, John Baptiste Henri Joseph
E. Cohn Cohn, E.

Fr. Fries, Elias Magnus

Fresen. Fresenius, Johann Baptist Georg Wolfgang
G. Smith Smith, George

G. Wilh. Wilhelm, Gerould

G. Winter Winter, Heinrich Georg

L. Mangin Mangin, Louis Alexandre

L. Linnaeus, Carl

M. Basu Basu, Monica

Novaobr. Novobranova, T. I.

Sacc. Saccardo, Pier Andrea

Tiegh. Tieghem, Phillippe Edouard Leon van
Tirab. Tiraboschi, Carlo

Vuill. Vuillemin, (Jean) Paul

W. Bremer Bremer, Widar
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Uvod

PSenica letnd forma ozimna je na izemi Slovenskej republiky najvyznamnejSou
obilninou. Mtika ziskavana z jej zrna je zakladnou surovinou na vyrobu chleba a d’alsich
produktov, ktoré st sucastou kazdodenného jedalneho listka vacsiny obyvatelov. Zrno
pSenice je tiez vyznamnou zlozkou krmiv v zivociSnej vyrobe. Zrno obilnin moéze byt
pocas rastu na poli, zberu, skladovania a spracovania z potravinarskeho hladiska
znehodnocované vlaknitymi mikroskopickymi hubami (takzvanymi plesiiami)
a produktmi ich sekundarneho metabolizmu. Stcastou mykocendzy povrchu a vnutra
pSeni¢ného zrna su zvycajne aj aspergily, t. j. druhy anamorfného (nepohlavného,
imperfektného) rodu Aspergillus a druhy asociovanych teleomorfnych (pohlavnych,
perfektnych) rodov. K ich rozvoju dochédza najcastejsie pri skladovani zrna. Aspergily
st vo vSeobecnosti potencidlnymi producentmi najsilnejSich zndmych prirodnych
karcinogénov, aflatoxinov a mnozstva d’alSich mykotoxinov a toxickych sekundarnych
metabolitov. Tvorba mykotoxinov a/ alebo d’alSich toxickych latok je druhovo alebo
kmeniovo Specifickd a kmene rovnakého druhu sa mézu v tomto znaku liSit. Vyskyt
jedincov potencialne toxinogénnych druhov vlaknitych mikroskopickych hub na pSenici
indikuje mozné riziko znizenej kvality a bezpecnosti potravin a krmiv, ziskavanych z jej
zrna. Problematika vyskytu, detekcie a redukcie mykotoxinov a ich producentov
Vv potravinach a krmivach je vyznamna a stale aktualna, o com sved¢i aj minuloro¢na
septembrova konferencia Medzinarodnej spolocnosti pre mykotoxikologiu (ISM
Conference 2009- Worldwide Mycotoxin Reduction in Food and Feed Chains, Tulln,
Rakusko), na ktorej o nej rokovalo niekol’ko sto vedcov z celého sveta vratane autorit
z oblasti mikromykologie a mykotoxikoldgie. Izolacia, presnd druhova identifikacia
a skrining potencie aspergilov produkovat’ mykotoxiny a toxické sekundarne metabolity
st sucastou zakladného vyskumu, ktory poskytuje bazu pre spravny odhad rizika,
plyniceho zich vyskytu v konkrétnej komodite v konkrétnej krajine (geograficko-
klimatickom regione). DolezitejSia ako pocet izolatov toho- ktoré¢ho druhu, je identita
a zistené pritomné spektrum, pretoze pri vzniku vhodnych podmienok pre germinéciu,
rast arozmnoZovanie ddjde ku zniZeniu kvality zrna, adekvatnemu pritomnym
mikromycétam. V predkladanej praci boli ako sucast’ zakladného vyskumu vykonané
mykologické analyzy zrna obilnin, najma pSenice, dopestovaného v réznych lokalitach
Slovenska. Cielom tejto casti je priniest prehlad o druhovom spektre aspergilov,

aktudlne osidl'ujucich zrno obilnin slovenského povodu.
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Izolaty relevantnych druhov boli in vitro testované na produkciu legislativne
sledovanych mykotoxinov, aflatoxinov a ochratoxinu A, a d’al§ich mykotoxinov
a toxickych metabolitov, scielom priniest informacie o toxinogénnej potencii
slovenskych kmenov aspergilov. Potencia produkovat’ metabolity s toxickymi t¢inkami
na zivé bunky aorganizmy nemusi byt nevyhnutne maligna; izolaty so silnym
potencialom moézu byt vyuzité na vyrobu Standard pre skrining bezpecnosti a kvality
potravin a surovin a pocetné metabolity aspergilov s testované pri hladani latok,
ucinnych proti rakovine a inym civilizacnym chorobam.

V taxonomii aspergilov prislo v priebehu poslednych 10 rokov ku niekolkym
zmendm a pocetnym deskripcidm novych taxénov. Tieto aktualizécie boli reflektované
v taxonomickych $tadiach s cielom zaznamenat’ nalezy druhov novych pre tzemie
Slovenska. Druhova diagnostikacia a poznanie zivotného cyklu mikroskopickych hub je
zdkladom pre ich dalsi vyskum a vyuzitie. Mnozstvo a variabilita zanalyzovanych
vzoriek zrna obilnin poskytli cenny zdroj pre Studium a izoldciu Casti biodiverzity
aspergilov na uzemi Slovenska. Reprezentativne izolaty identifikovanych druhov boli
disponované v doméacich a zahrani¢nych zbierkach vlaknitych mikroskopickych hub pre

d’al$iu moznu précu s izolovanym materidlom.
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1 Sucasny stav rieSenej problematiky doma a v zahranici

1. 1 Vlaknité mikroskopické huby na obilninach

Presné druhové identifikacie ukazali, ze kazdy typ potravinovej a Krmivovej
komodity mé v urcitom rozpéti environmentalnych faktorov asociovanu aktivne rastiicu
Specifickt saprotrofnii mykocendzu, a to aj pri neextrémnych podmienkach (Frisvad et

Filtenborg, 1988. Podl'a: Frisvad, 1995).

1.1.1 PolP'né a skladové huby

Vladknité mikroskopické huby, ktoré tvoria sucast prirodzenej mikrocendzy
povrchu avnuatra obilnych zin, mézu byt z hladiska ekologie rozdelené na pol'né
a skladové huby (Jesenska, 1987, Filtenborg et al., 2002).

Do skupiny poPnych hib zarad’ujeme tie, ktoré sa rozvijaji na povrchu alebo vo
vnutri zrna pred jeho uskladnenim (Christensen et Sauer, 1982). Su hydrofilné
(Jesenska, 1987), pre svoj rast vyzaduju vysoku relativnu vlhkost’ (20-25 %) (Malif,
Ostry et al., 2003). Ak sa po Zatve zabezpeci spravne vysusenie zrna, nie je tato skupina
hub schopna d’alej rast. Len niektoré z nich prezivaji v zrne v dormantnom Stadiu
a znovu vyklicia po zasiati zrna do pddy, respektive ked’ nastanii vhodné podmienky.
Stupeni osidlenia obilnych zfn polnymi hubami zavisi najmd od klimatickych
podmienok v Case dozrievania zfn apocas zatvy, od stupiia napadnutia hmyzom
a podobne (Jesenska, 1987). V pol'nych podmienkach sa na zrnach pSenice bezne mézu
vyskytovat’" druhy rodov Fusarium, Alternaria, Cladosporium a Claviceps. Svojim
rastom a produkciou mykotoxinov mézu znizit’ kvalitu zrna (Filtenborg et al., 2002).

Skladové huby sa nazyvaju podla schopnosti rozvijat' sa aj v podmienkach
skladov; su viac xerofilné a xerotolerantné (Jesenskd, 1987), schopné rast na
substratoch pri nizSej relativnej vlhkosti (10-18 %) (Malif, Ostry et al., 2003)
a rozmnoZzuju sa aj pri vlhkosti 17-20 %. Rastu pri teplotach od 5 do 45 °C, ich teplotné
optimum je v rozmedzi od 25 do 30 °C. Huby mo6zu byt’ do skladu prinesené na povrchu
a vo vnutri obilia, alebo spolu s prachovymi ¢asticami, ktoré¢ sa na zrno dostavaju pocas
zatvy a manipulacie so zrnom po zatve (Lacey, 1989). Flannigan (1978. Podla:
Kozakiewicz, 1989) izoloval aspergily z listov psenice pred zberom kombajnom
v Skétsku; hlavny podiel izolatov tvorili eurécia, menej Aspergillus candidus (sensu
lato; pozn. autorky), A. flavus, A. niger, A. versicolor a A. tamarii. A. candidus a euré6cia

boli v §tadii izolované aj z pody. Dal§im zdrojom kontaminacie zfn skladovymi hubami
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su rastlinné zvysky vo vreciach, skladovych priestoroch, silach a podobne (Jesenska,
1987). V podmienkach mierncho podnebného pasma patria medzi najrozSirenejSie
skladové huby druhy rodov Penicillium a Aspergillus (Jesenska, 1987, Filtenborg et al.,
1996, Filtenborg et al., 2002 a d’alsi). Znehodnocovanie skladovanych obilnin hubami
a produkcia mykotoxinov patria medzi najvyraznejSie znamky nizkej kvality zrna
(Frisvad, 1995). Citovana $tidia je venovana problematike mykotoxinogénnych htb
a mykotoxinov v obilninovych skladoch. Vysledky Stidia mikroskopickych — huab
Vv slovenskych obilnindch priniesla Jesenskd (1987). Novsie Stidie mykotického
osidlenia obilnin slovenskej proveniencie so zameranim na potencidlne toxinogénne
rody priniesli autori Tan¢inova et al. (2001), Pieckova et Jesenska (2001), Labuda et
Tancinova (2006), Tanc¢inova et al. (2006), Tan¢inova et Labuda (2006) a d’alsi.

1.1.2 Faktory ovplyviiujuce rozvoj mikroskopickych hub a produkciu

mykotoxinov na skladovanych substratoch

Ekologii vlaknitych mikroskopickych hub na skladovanych obilninach je
venovanych niekol’ko §tadii. Odkazy na niektoré z nich sa nachédzaju v praci Frisvad
(1995). Kazda mikroskopicka huba ma iné poziadavky na podmienky prostredia,
v ktorom rastie atieto podmienky sa liSia aj medzi druhmi v ramci jedného rodu
(Diekman et Green, 1992). Neexistuju ziadne $pecifické podmienky, ktoré by mohli byt
povazované za bezné pre rast vSetkych vlaknitych mikroskopickych hub a naslednu
tvorbu mykotoxinov, pretoze existuje mnozstvo druhov s odliSnymi biochemickymi,
ekologickymi a morfologickymi charakteristikami (CAST, 2003). Rast htb a produkcia
mykotoxinov s vysledkom interakcii medzi hubou, hostitelom a prostredim. Vhodna
kombinacia tychto faktorov podmienuje rozsah kolonizacie substratu, typ a mnozstvo
produkovaného mykotoxinu. Syntéza akéhokol'vek mykotoxinu zavisi nielen od druhu,
ale aj od kmena vlaknitej mikroskopickej huby (Pitt et al., 2000). Tvorba mykotoxinov
je ovplyvnena rdéznymi biologickymi, fyzikalnymi a chemickymi faktormi (D Mello et
al., 1997). Pocas skladovania obilnych zfn je rast vldknitych mikroskopickych hub
a produkcia mykotoxinov vysledkom kombinacie viacerych faktorov: teplota, vlhkost’
(podmienky susenia a znovu nadobudnuta vlhkost), plyny (kyslik a oxid
uhlic¢ity), vel’kost’ inokula, doba skladovania, pritomnost’ inych mikroorganizmov,
poskodenie rastlinného materialu (hmyz, mechanické poskodenie a i.; Ominski et al.,
1994, Abramson, 1998). Pre rast hub je dolezita voda vo vnutri zrna, ako aj vodna para

okolo zrna a pritomnost’ oxidu uhli¢itého (FAO, 2001). Taktiez hmyz a ¢lankonozce
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mdzu poskodit’ zrno, zvysit' vnatornu teplotu a vodnu aktivitu a umoznit’ prienik a rast

htib (FAO, 2001, Miller, 2002).

1.1.3 Aspergily asociované so skladovanym zrnom obilnin v podmienkach

Mierneho pasma

Medzi skladové aspergily, schopné znehodnocovat’ obilniny a niekedy aj tvorit’
mykotoxiny, patria druhy rodu Eurotium, Aspergillus restrictus, A. penicillioides,
A. candidus a A. flavus. Menej dominantnymi druhmi st A. versicolor, A. ochraceus,
A. fumigatus, A. niger, A. terreus a Emericella nidulans (Christensen, 1991, Lacey et
al., 1991, Frisvad et Samson, 1991a, b. Podl'a: Frisvad, 1995). Obr. 1 zobrazuje priklad

kontaminécie zrna aspergilom.

1Mp
A . REFPENS

Obr. 1 SEM zaber zarodku jatmenného zrna, atakovaného druhom Eurotium

repens (Kozakiewicz, 1989)

Stadie obilnin z Danska, Nérska, Svédska, Britanie a Kanady (Frisvad, nepublikovné.
Podla: Frisvad, 1995) ukazuji, Ze dominantnymi hubami skladovanych obilnin
v podmienkach mierneho podnebného pasma su Eurotium spp., druhy zo sekcie
Restricti, Aspergillus flavus a A. candidus. Druhy zo sekcie Restricti budi dominovat’
pri ceredlidch, skladovanych dlhSiu dobu pri nizkej vodnej aktivite (< 0,75) a mozu
vytvarat’ cestu pre rozvoj eurdcii (Eurotium repens, E.rubrum, E. herbariorum,
E. amstelodami, E. chevalieri), ktoré vyzaduju vodnu aktivitu v rozpiti 0,75-0,85. Pri

vysokych teplotach, alebo v pripade zahriatia obilnin, budi dominovat’ Aspergillus
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candidus, A.flavus, A. fumigatus a Emericella nidulans (Lacey et al., 1991. Podra:
Frisvad, 1995). V podmienkach modifikovanych atmosfér, zvlast' pri nizkom obsahu
kyslika, patria medzi najvyznamnejSie huby Aspergillus terreus aA. candidus
(Ceynova, 1986, Clarke et Hill, 1981, Hocking, 1991b. Podrla: Frisvad, 1995).

1.2 Charakteristika aspergilov

Sthrnnym ndzvom ,,aspergily* sa oznacuju druhy anamorfného (nepohlavného,
imperfektného) rodu Aspergillus adruhy snim asociovanych teleomorfnych

(pohlavnych, perfektnych) rodov (Samson et al., 2002a).

1.2.1 Druhova koncepcia

Biologicka koncepcia druhu, popularna v evoluénej bioldgii, ma pre aspergily
limitovani hodnotu, pretoZze mdze byt aplikovana len na heterothalické druhy (Samson
et Varga, 2009). Tych je vSak znamych len nizky pocet: citovani autori sumarizuju
7, O’Gorman et al. (2008) popisali 1 a Horn et al. (2009a, b) 2 druhy. Véc¢Sina druhov
aspergilov bola popisana na zaklade morfologickej (fenotypickej) koncepcie, zalozenej
na podobnosti pozorovatelnych morfologickych (a zyCajne aj fyziologickych)
vlastnosti; napr. velkosti a tvaru spor, charakteristik kolonie. Je dblezité poznamenat’,
ze vacsina druhov aspergilov, popisanych pred desatro€iami, ostava platnych aj po
preskimani druhovych delimitacii aplikdciou d’alSich pristupov (Samson et Varga,

2009).

1.2.2 Nomenklatiara

Nomenklatira aspergilov bola vzdy doélezita, pretoze vyskumni pracovnici
Vv oblastiach aplikovanej mykologie neradi vidia nové mend alebo zmeny nazvov, zv1ast
tych najbeznejSich. Pomenovavanie aspergilov sa riadi pravidlami Medzinarodného
kodu botanickej nomenklatiry (ICBN, McNeill et al., 2006. Podl'a: Samson et Varga,
2009). V taxonomii aspergilov sa uplatiuje dualna nomenklatira, existencia dvoch
platnych nazvov pre jeden organizmus, zavedena do ICBN v roku 1910 pre huby
s pleomorfnym zivotnym cyklom (Cline, 2005. Podla: Samson et Varga, 2009).
Aspergily so zndmou teleomorfou maju teda dve platné mend. V praxi je odportcané
pouzivat' jedno, prislusné S§tddiu, v ktorom sa huba nachadza a v nevyhnutnych
pripadoch obe. V Specifickej oblasti ma ur¢ity ndzov ur€ity vyznam. Napr. mnohi
uzivatelia taxonomie v priemysle st zvyknuti na skuto¢nost’, ze huba oznacena ndzvom

teleomorfy znamena pritomnost’ askospor. Ak by sa zruSila duilna nomeklatara
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azaviedlo by sa pouzivanie len teleomorfného nazvu, mohlo by dojst ku strate
informacii (Samson et Varga, 2009). Odporucania pre delimitaciu, deskripciu

a identifikéciu aspergilov sumarizujia Samson et Varga (2009).

1.2.3 Taxonomia

Rod Aspergillus Fries ex Fries (Pitt et Hocking, 1999, Index Fungorum, 2010)
bol prvy krat popisany v roku 1729 talianskym kiflazom a mykologom Pierom Antoniom
Michelim v diele Nova Plantarum Genera (Klich, 2002, Samson et Varga, 2007).
Vzhl'adom na jeho vyznam (druhy vyuzivané v priemysle, druhy vyznamné zo
zdravotného hladiska) bolo tomuto rodu venovanych viacero prac, zaoberajicich sa
problematikou identifikdcie a vymedzenia taxonomickych skupin a jednotiek. Prehlad
najvyznamnejSich je uvedeny v $tudii Geiser et al. (2007). Aspergillus je nazov rodu
vlaknitej mikroskopickej huby, rozmnozujicej sa nepohlavnymi spdrami-
fialokonidiami, ktoré vznikaju na fruktificnych organoch charakteristickej Struktiry
(Obr. 5; Klich, 2002). Eurotium Link ex Fries, Emericella Berkeley (Pitt et Hocking,
1999, Index Fungorum, 2010) a dalsie (Tab. 1) sG asociované teleomorfné rody,
rozmnozujuce sa pohlavnymi sporami- askospérami. Nepohlavné S$tadium tychto
druhov patri do rodu Aspergillus. Rod v stucasnosti obsahuje priblizne 250 druhov a ako
d’alej uvadzaju Geiser et al. (2007), toto ¢islo bude postupne narastat’ s objasiiovanim
druhovych koncepcii a objavovanim novych druhov. V systéme organizmov su
imperfektny rod Aspergillus Fr.: Fr. as nim asociované perfektné rody zaclenené

nasledovne (Kirk et al., 2001):
doména: Eucarya
risa: Fungi

oddelenie: Ascomycota

trieda: Ascomycetes
rad: Eurotiales
¢elad’”: Trichocomaceae.

Rod je vnutorne rozdeleny na podrody a sekcie (Tab. 1). Klich (2002) a Samson et al.
(2002a) cerpaju z Gams et al. (1985) a uvadzaji zhodné vnutrorodové rozdelenie,
vynimkou je uvedenie podrodu Stilbothamnium, zoskupujiceho druhy, tvoriace
synematy (Klich). Ako d’alej uvadza Klich (2002), zoskupenie druhov do podrodov
a sekcii reflektuje farbu konidii, vel'kost’ a tvar vezikula, pritomnost’ sexualneho Stadia

apodobne. Podl'a Frisvad et al. (2004) je hodnota farby konidii ako hlavného
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odliSujuceho kritéria limitovana. Napriklad okrové alebo ZzIt¢ konidie maji okrem
druhov sekcie Circumdati aj niektoré¢ druhy zo sekcii Flavi, Candidi a byvalej sekcie
Wentii.

Tab. 1 Vnitorné ¢lenenie rodu Aspergillus (Peterson, 2008)

podrod sekcia asociované perfektné rody
Aspergillus Aspergillus Eurotium, *Dichlaena
Restricti
Fumigati Fumigati Neosartorya
Clavati Neocarpenteles, Dichotomomyces
Cervini
Ornati Ornati Sclerocleista
Circumdati Circumdati Neopetromyces
Candidi
Cremei Chaetosartorya
Flavi Petromyces
Flavipedes Fennellia
Nigri
Terrei Fennellia
Nidulantes Nidulantes Emericella
Ochraceorosei
Usti
Sparsi
? ? Warcupiella
? ?

Hemicarpenteles

*Samson et al., 2002a; ?- taxon v sti¢asnosti neexistuje

Peterson (2008; Tab. 1) na zaklade Studia fylogenetickych vztahov potvrdzuje
opodstatnenost’ existencie vacSiny zoskupeni vo vnatrorodovom c¢leneni a V porovnani

S vyssie uvedenymi autormi uvadza nasledovné odliSnosti:

% zruSenie podrodu Clavati a premiestnenie rovnomennej sekcie do podrodu

Fumigati,
¢+ preradenie sekcie Terrei z podrodu Nidulantes do podrodu Circumdati,
¢+ sekcia Wentii je prebytoc¢na, A. wentii je zaradeny v sekcii Cremel,

% preradenie druhov A. versicolor a A. sydowii z nadbytocnej sekcie Versicolores

do sekcie Nidulantes.
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1.2.3.1  Vnutrorodové taxony, relevantné pre skladované obilniny

Podrod Aspergillus

Uniseriatne, xerofilné druhy, lepSie rastice na CY20S (Czapkov agar
S kvasni¢nym extraktom a20 % sachardzy) ako na CYA 25 (Czapkov agar
s kvasni¢nym extraktom, kultivécia pri teplote 25 °C). Farba konidii Sedo zelena (Klich,
2002). Sekcia Aspergillus- pre skladované obilniny je v sekcii relevantny pohlavny rod
Eurotium Link: Fr. (pdvodny, uz neplatny nazov sekcie bol Aspergillus glaucus
skupina). Pohlavné spory vznikaju v plodniciach typu kleistotécium- globozne,
subglobdzne, bez Specializovanej otvaracej morfostruktiry (Samson et al., 2002a), so
stenou tvorenou jednoduchou vrstvou polygonalnych pseudoparenchymatickych buniek
(Klich, 2002), mézu byt obklopené sietou hyf. Jednobunkové elipsoidné hyalinne
askospory maju charakteristicku ornamentiku (Obr. 3; Samson et al., 2002a). Webster et
Weber (2007) uvadzaji pocet druhov, patriacich do rodu Eurotium, 24. Jednou
z komplexnych prac, prinasajucich mnozstvo informacii zo §tidia eurocii, toho casu
oznacovanych ako Aspergillus glaucus skupina, je Manual aspergilov zroku 1945
(Thom et Raper). Druhy st popisané a klasifikované primarne podl'a plodnic a askospor
v piatich skupinach: A. repens, A. ruber, A. chevalieri, A. amstelodami,
(E.) herbariorum. Blaser (1974/ 75) po revizii rodu uvadza spolu 19 druhov (5 popisuje
ako novych), ktoré na zaklade fyzioldgie rozdeluje do troch skupin- Eutorium
herbariorum, E. echinulatum a E. amstelodami. Samson (1979) v Kompilacii aspergilov
popisanych od roku 1965 pridava d’alsi druh- E. xerophilum. Pitt (1985) vypracoval
¢iasto¢nu reviziu rodu (okrem iného tiez vzhl'adom na vtedajSie zmeny v Botanickom
kode nomenklatury) a uvadza popis 7 druhov. Blaserov vypocet redukuje o tri druhy ich
zaradenim medzi synonyma pre iné druhy, status troch d’alSich druhov uvadza ako
diskutabilny a rozporne uvadza E. rubrum ako samostatny druh. Kozakiewicz (1989)
rozdel'uje eurdcia podla ornamentiky askospor, pozorovanej skenovacim elektronovym
mikroskopom do 4 skupin: s ihlicami resp. hac¢ikmi (angl. aculeate), s vyrastkami (angl.
tuberculate), lalo¢nato- sietované (angl. lobate-reticulate) a s mikrovyrastkami (angl.
microtuberculate). Spolu 9 z 25 popisanych taxénov je v rozpore s Pittom (1985), ktory
ich uvddza ako synonyma inych druhov. Ako uvédzaja Pitt et Hocking (1999), na
pSenici, ako aj v Sirokej Skdle inych prostredi st vel'mi rozsirené Styri druhy: E. repens,
E. rubrum, E. amstelodami aE. chevalieri. Druhy E. herbariorum, E. cristatum
a E. echinulatum su zaznamenavané menej Casto a ostatné druhy predstavuju kuriozity,

zname z troch a menej izolatov (Pitt et Hocking, 1999). Jeden potencialne novy druh,
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oznaceny ako Eurotium halotolerans, bol stc¢astou $tudie Butinar et al (2005). Viacero
novych druhov bolo popisanych v Cine: E. taklimakanense (Paride et al., 2001),
E. fimicola, E. aridicola (Kong et Qi, 1995a), E. tuberculatum (Sun et Qi, 1994),
E. costiforme a E. parviverruculosum (Kong et Qi, 1995b). Akceptacia vacsiny tychto
druhov je neistd kvoli nedostatku komunikacie a dispozicie biologického materidlu zo
strany autorov (Frisvad, osobnd komunikdcia). Vzhladom na priebeh projektu
Biodiverzita rodov Penicillium, Aspergillus a pribuznych rodov (Samson et al., 2003-
2010) mozno v najblizsich rokoch oc¢akavat’ taxonomické zmeny aj v rode Eurotium
Link: Fr. Eurotium amstelodami, E. chevalieri, E. repens, E. rubrum a E. herbariorum
st celosvetovo rozsirené huby, kolonizujice potraviny, najmi skladované. Casto st
zaznamenané na ceredlidch vratane pSenice a muky. Pri prvych Styroch uvedenych
druhoch bola zaznamenana tvorba pachnucich metabolitov (Podl'a: Pitt et Hocking,
1999). E. repens sa pouziva ako Startovacia kultura pri vyrobe rybacej omacky
z rybicho médsa (Hayakawa et al., 1993. Podla: Pitt et Hocking, 1999) arovnako
ako E. rubrum aj ako Startovacia kultura pri vyrobe katsuobushi z tuniaka (Damici et
Wada, 1994. Podl’a: Pitt et Hocking, 1999). Sekcia Restricti- dosial’ nie je znama ziadna
teleomorfa. Charakteristicky je pomaly rast na vSetkych médiach (Klich, 2002). Pitt et
Samson (1990) po revizii akceptovali v sekcii tri druhy. Druhy sa ¢asto vyskytuji na
skladovanych obilnindch, ale vd’aka nizkej vitalite na bezne pouZivanych izola¢nych
médiach st Casto prehliadané. Byvaju tieZ nespravne identifikované.

Podrod Fumigati

Zoskupuje uniseridtne druhy s najmi hruskovitymi vezikulami. Farba konidii
Sedo zelena, modro zelena, oranzova (Klich, 2002). Sekcia Fumigati- sekcia bola
podrobena revizii na konci roku 2007 (Samson et al. 2007a) a autori k nej potvrdili
prislusnost’ 10 striktne anamorfnych druhov, 23 teleomorfnych a 4 dalSie teleomorfné
uviedli ako otazne. Dal§im vyznamnym prispevkom, ziroveni prinasajucim korekciu
tohto vypoctu, bolo popisanie druhu Neosartorya fumigata (O'Gorman et al., 2008),
teleomorfy klinicky vyznamného (De Hoog et al., 2000) druhu A. fumigatus.
A. fumigatus bol popisany v roku 1863 Freseniom abol povazovany za striktne
anamorfny (Samson et al.,, 2007a). Sekcia Clavati- uniseriatne druhy s najma
kyjakovitymi vezikulami. Farba konidii $edo zelena (Klich, 2002). Sekciu Clavati
z pévodného rovnomenného podrodu do podrodu Fumigati preradil Peterson (2008).

Taxonomickll reviziu sekcie priniesli Varga et al. (2007a); do sekcie patri
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5 anamorfnych al teleomorfny druh. VSetky druhy st acido- aalkali- tolerantné
a tvoria kyjakovité konidialne hlavice.

Podrod Circumdati

Druhy uniseriatne alebo biseriatne, so sférickymi az hruSkovitymi vezikulami
(Klich, 2002). Sekcia Circumdati- sekcia zoskupuje najmi biseriatne druhy (Klich,
2002), ktoré (s vynimkou A. robustus) tvoria zIté¢ az okrové konidie, sklerocia inej ako
Ciernej farby a produkujti najmenej jeden z tychto extrolitov: ochratoxiny, kyselinu
penicilovl, xantomegniny, meleiny (Frisvad et al., 2004a). Frisvad et al. (2004a)
popri popise siedmych novych druhov priniesli predbeznu reviziu sekcie s vyslednym
poc¢tom 19 anamorfnych ajeden teleomorfny druh. Niektoré druhy su vyuzivané
Vv priemysle, najmé na biotransformacie (Podl'a: Frisvad et al., 2004a). Sekcia Candidi-
farba konidii biela alebo takmer biela (Klich, 2002). Varga et al. (2007b) po
taxonomickej revizii zarad'uji do sekcie Candidi k povodne solitarnemu druhu
Aspergillus candidus dalsie tri: A. campestris, A. taichungensis a A. tritici.
Morfologické charakteristiky, vlastné sekcii Candidi su: pomaly rastice kolonie
S globéznymi, po celom povrchu biseridtne porastenymi konididlnymi hlavicami,
produkujiicimi biele az zltkasté konidie. Stopky konidioforov st hladké. Okrem dobre
vyvinutych konidioforov sa Casto tvoria atypické; malé, redukované, pripominajuce
penicilium, niektoré naopak s vel'kymi metulami. Konidie hladké alebo takmer hladké,
subglobdzne az vajcovité. Okrem druhu A. campestris byva pozorovana tvorba tmavo
sfarbenych sklerocii (Varga et al., 2007b). Sekcia Cremei- farba konidii hneda, zlta
alebo modro zelena (Klich, 2002). Peterson (2008) z nadbyto¢nej sekcie Wentii preradil
do tejto sekcie druh Aspergillus wentii Wehmer. Sekcia Flavi- farba konidii Zlto zelena
az olivovo hneda (Klich, 2002). Druhy rasti rychlo pri teplote 37 °C (Pildain et al.,
2008). Do tejto sekcie patri vacSina znadmych potencidlnych producentov aflatoxinov
(Frisvad et al., 2006b, Pildain et al., 2008, Horn et al., 2009a, b) a kyseliny kojovej
(Frisvad et Thrane, 2010, Kubatova, 2006, Pildain et al., 2008). Sekcia Nigri- stopky
konidioforov hladkostenné, farba konidii ¢ierna alebo bliziaca sa ¢iernej (Klich, 2002).
Samson et al. (2007b) uvadzaju celkovo 19 akceptovanych anamorfnych taxéonov
(4 uniseriatne, 15 biseriatnych). Cierne aspergily st vyznamné v potravinarskej
a medicinskej mykologii a biotechnologii (Varga et al., 2000. Zdroj: Samson et al.,
2007b). St vSak narocné na klasifikdciu a identifikdciu. Prehlad fenotypovych
a molekularnych identifika¢nych metdd a odporacania ich pouzitia priniesli Samson et

al. (2007b). Sekcia Terrei- hyalinne stopky konidioforov, Zltohnedé az oranzovohnedé
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konidie (Klich, 2002). Balajee et al. (2009) priniesli fylogeneticku Stadiu 94 izolatov
sekcie Terrei. Od A. terreus od¢lenili a popisali novy krypticky druh A. alabamensis.
V sekecii tiez uvadzaja dve variety druhu A. terreus: var. africanus a var. aureus, ktora
by podl'a autorov mala byt prehodnotena ako samostatny novy druh.

Podrod Nidulantes

Podrod zoskupuje biseriatne druhy (Klich, 2002). Sekcia Nidulantes- stopky
konidioforov kratke, ¢asto hnedé, farba konidii zelena, Casto su pritomné globdzne
Hiille bunky. Vac¢sina druhov ma sexualne Stadium, patriace do rodu Emericella Berk.:
kleistotécia tenkostenné, obklopené Hiille bunkami, askospory cCervené az purpurové
(Klich, 2002). Druhy rodu Emericella zrejme uprednostiiuju suché substraty a tepla
klimu (Samson et Mouchacca, 1974. Podla: Zalar et al., 2008). Su zrejme dobre
adaptované na teplé prostredia s nizkou vodnou aktivitou, st termotolerantné, ale
zriedka termofilné (Zalar et al., 2008). Sekcia Usti- hnedé stopky konidioforov, konidie
cervenkasté, hnedé alebo olivové (Klich, 2002). Do sekcie patri 7 anamorfnych
a1 teleomorfny druh. Vsetky s vynimkou A. pseudodeflectus tvoria viac alebo menej

Zasto nepravidelné, predizené Hiille bunky (Houbraken et al., 2007).

1.2.3.2  Polyfazické koncepcia druhu

Druhové diagnostikacia a poznanie Zivotného cyklu mikroskopickych hub je
zékladom pre ich d’alsi vyskum a vyuzitie (Fassatiova, 1979). Aj morfologicky podobné
ablizko pribuzné druhy sa moézu odliSovat’ v spektre produkovanych toxickych
metabolitov (Samson et al., 2006, Houbraken et al., 2007, Samson et al., 2007a, Varga
et al., 2007a, Nielsen et al., 2009 a dal$i). Napr. konstantné producenty velkych
mnozstiev ochratoxinu, Aspergillus westerdijkiae, A. ochraceus a A. steynii, produkuju
aj dalSie, druhovo Specifické extrolity. Tieto mo6Zzu mat’ synergicky ucinok, ako je to
napr. v pripade ochratoxinu A a kyseliny penicilovej (Frisvad et al., 2004a). Presna
druhova identifikacia mikroskopickych hub, osidlujiicich potraviny je preto dolezita.
Tradi¢na taxondmia aspergilov, zaloZzena na fenotypovych charakteristikach, poskytuje
vacsinou uspokojivé vymedzenie taxdnov. V niektorych sekciach sa vSak vyskytuje
vel'ka morfologicka variabilita (Samson et al., 2006). Priblizne pred 35 rokmi bola
V taxondmii mikroorganizmov zavedena polyfazickd koncepcia, ktorej cielom je
integracia roznych suborov udajov ainformécii: fenotypovych, genotypovych
a fylogenetickych. Polyfazicka koncepcia je ,zlatym Standardom® pre druhové

vymedzenie. Vyuziva kombinaciu multilokusovych sekvencnych dat, morfologické,
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fyziologické charakteristiky a ekologické udaje (Samson et Varga, 2009), priCom
V principe Ziadna z pouzitych metod by nemala byt’ zdoraziiovand nadmerne (Samson et
al., 2006). V najnovsich Stadiach boli druhy aspergilov definované na zaklade tejto
koncepcie. Pre Kklasifikaciu a identifikaciu aspergilov st aplikovateI'né nezavislé
pristupy: morfoloégia kombinovana s fyzioldgiou (vratane nutricnych charakteristik),
profilacia sekundarnych metabolitov a DNA sekvendcia. Tieto tri spdsoby druhovej
identifikacie aspergilov casto vedi k zhodnej diagnostikacii. Pre charakterizaciu
aspergilov sa odportc¢a kombinovat’ aspont dva z uvedenych sposobov v polyfazickej

koncepcii (Samson et Varga, 2009). Prvky polyfazickej koncepcie st na Obr. 2.

DNA
(ITS, p-tubulin,
kalmodulin, TEF )

Morfologia
(kolomia
a mikromeorfologia)

Fyziologia
(vplyv teploty,
utilizacia zdrojov
uhlika, CREA)

DRUH

Extrolity
(TLC, HPLC-DAD.
LC-MS/ME)

Genomika

(komparativna)

Ekologia
(hostitel,
geograficky pévod)

Genetika
(parovacie
testy, VCG&)

Obr. 2 Polyfazicka koncepcia druhu; upravené podl’a Samson et Varga (2009)

ITS- interny transkribovany medzernik (angl. Internal Transcribed Spacer); TEF-
aktivacny faktor transkripcie (angl. transcriptional enhancer factor); CREA- agar
S kreatinom a sachar6ézou; TLC- tenkovrstvovd chromatografia;, HPLC-DAD-
vysokotlakova kvapalinova chromatografia s detekciou sustavou dioéd; LC-MS/MS-
kvapalinova chromatografia s tandemovou spektrometriou mas; VCG- vegetativne

kompatibilné skupiny (angl. vegetative compatibility groups)
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1.2.4 Reprodukcia

Konidialne $tadium je v rode Aspergillus ¢astejsie ako teleomorfa. Mnohé druhy
stratili schopnost’ sexualnej reprodukcie (Geiser et al., 1996. Podl'a: Webster et Weber,
2007). Fenomén straty sexudlnej reprodukcie sa vyskytuje nezavisle v niekolkych
pripadoch v ramci radu Eurotiales (Webster et Weber, 2007). Geiser (2009) uvadza, Ze
teleomorfu vytvara priblizne tretina aspergilov atieto si az na par vynimiek
homothalické. Je mozné, Ze pri niektorych druhoch je sexudlna reprodukcia zatial
nepoznand v dosledku ich heterothalickosti- napr. teleomorfy potencidlne
aflatoxinogénnych druhov Aspergillus flavus a A. parasticus boli popisané az v roku
2009 (Horn et al., 2009a, Horn et al., 2009b). Horn et al. (2009b) uvadzaju, ze sexualna
reprodukcia sa v d’alsSom vyskume v sekcii Flavi moze ukazat' skor ako pravidlo, nez
ako vynimka. Dalej, teleomorfy niektorych druhov mézu typicky osidlovat’ substraty,
ktoré bezne nie su predmetom mykologickych rozborov (Frisvad, osobna komunikécia).
Zname teleomorfy, asociované s rodom Aspergillus, st v Tab. 1. Ich pocet odzrkadl'uje
uzasny stupen fylogenetickej a biologickej diverzity (Geiser, 2009). Bunky, ktoré pri
pohlavnom rozmnoZovani flziou vytvaraju dikaryotické S$tadium, sa nazyvaju
gametangia. Su to hyfy, ktoré nie s@, s vynimkou rodu Fennellia, diferencované na
jednozna¢né samcie a samiCie elementy (Wiley et Simmons, 1973. Podla: Geiser,
2009). Samcie gametangium sa nazyva anteridium, samicie askogonium (Samson et al.,
2002a). Pariace sa gametangia maju tendenciu vytvarat’ zvitky alebo prilnavo zamotané
hyfové struktary (Benjamin, 1955. Podla: Geiser, 2009). Karyogamiou jadier
gametangii vznikaji prototunikatne vrecka s viacsinou 8 askosporami (Geiser, 2009).
Vreckd su uzatvorené v dutine kleistotécia- globoznej, subglobdznej plodnice bez
otvoru (Samson et al., 2002a). Stena plodnice aspergilov je tvorena
mnohouholnikovymi bunkami (textura angularis). Po dozreti lyzuje, plodnica praska
a vrecka su uvolnené do prostredia. Prototunikatna stena vreciek pri dozreti askospor
mizne a askospory st uvolnené do prostredia (Obr. 3; De Hoog et al., 2000). Asexualna
reprodukcia je konidialna, fialidicka. Vo fialide sa polarizovany rastovy patern
mycelialnej hyfy konidioforu a fialidy meni za kvasinkovity (izodiametricky) rast
tvoriacich sa konidii (Webster et Weber, 2007). Z fixného konidiogénneho miesta sa
Vv bazipetalnej sukcesii tvoria enteroblastické konidie, kazda s novovznikajicou stenou,

do ktorej konidiogénna bunka neprispieva.
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Obr. 3 Organy aspergilov, charakteristické pre pohlavné rozmnozZovanie (De Hoog
et al., 2000, Samson et al., 2002a, Webster et Weber, 2007)
la- anteridium; 1b- askogénium; lc- pociatok tvorby plodnice (d- laterdlny pohlad;
e- Celny pohlad); 2a- vyvinuté kleistotécium; 2b- textura angularis kleistotecialnej
steny; 3a- ontogenéza vrecka; 3b- lyza jednoduchej steny vrecka a uvolnenie
zmaturovanych askospor; 4- laterdlny pohlad; 5- celny pohlad; A- SoSovicovita
askospora s hladkou ornamentikou bez hrebefiov a pozdiznej brazdy; B- $oSovicovita
askospora so stopou brazdy v ekvatoridlnej rovine; C, D- SoSovicovita askospora
sdvomi pozdiznymi hrebefimi v ekvatoridlnej rovine; E- $oSovicovitd askospéra

s drsnou ornamentikou a vyraznou brazdou v ekvatorialnej rovine

Dizka fialidy ostava pocas tvorby konidii nezmenena (Kendrick, 1971. Podl'a: Webster
et Weber, 2007). Narast prvej konidie vedie k poruseniu bunkovej steny fialidy blizko
jej vrcholu a zvysky prelomenej steny fialidy ostavaju ako ¢iapka okolo prvovytvorenej
konidie. Pred rozruSenim bunkovej steny fialidy sa zaklad4 vrstva materidlu bunkove;j
steny. Tato vrstva sa stdva vonkajSou vrstvou bunkovej steny konidie, vnatornd stena sa
vyvija neskor. Delenie jadra vo fialide pokracuje. Okolo dcérskeho jadra sa uklada
cytoplazma a bunkova stena, ¢im sa vytvara druha konidia, ktora je vytlatena cez

odlomeny vrchol fialidy.
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Obr. 4 Ontogenéza fialokonidii Aspergillus niger (Subramanian, 1971. Podl’a:
Webster et Weber, 2007)
1- mlada fialida; 2- mit6za vo fialide; 3- pociatok prvej konidie s dcérskym jadrom;
4- prelomenie steny fialidy a formacia novej vrstvy steny, ohranicujucej konidialnu
cytoplazmu; 5, 6- mitéza vo fialide a extrizia druhej konidie; 7, 8- d’alSia mit6za vo
fialide a formacia tretej konidie; 9- vntitorna stena konidie; 10- vonkajsia stena konidie;

11- isthmus; 12- odlomena stena fialidy

Druhi a kazda nasledné konidia sa od prvej odliSuju tym, Ze nie st obklopené zvySkami
rozrusene] bunkovej steny fialidy. Cytoplazma druhej konidie je v pocCiatku spojena
s cytoplazmou prvej cez cylindrickd zazeninu- isthmus. Toto cytoplazmatické
prepojenie konidii je prerusené vytvorenim vnuatornej vrstvy steny. Pretrvavanie
prazdneho isthmu sa oznacuje ako konektiva (Obr. 4; Webester et Weber, 2007). Kazda
fialida moze vytvorit’ 100 alebo viac spor, takZze suma konidii z jedného konidioforu

moze byt viac ako 10 000 (Adams et al., 1998. Podl'a: Webster et Weber, 2007).
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1.2.5 Morfologia

Rod Aspergillus zahffia predovsetkym rychlo rastiice vlaknité mikroskopické
huby, ktoré do piatich, ¢asto uz troch dni kultivacie vytvaraji farebné kolonie (Votava
et al.,, 2003). Kolonie maju vacSinou konzistenciu hustého porastu vzpriamenych
konidioforov (Samson et al., 2002a) av dosledku bohatej konidiogenézy rychlo
nadobtidaju pigmentaciu. Pigmentacia zrelych konidii je prinajmensom ciastocne
spdsobend melaninom (Webster et Weber, 2007).

Makromorfologické charakteristiky: farba konidii- U aspergilov najdeme
konidie takmer vsSetkych farieb. Tento znak je hlavnym pre klasifikaciu druhov do
podrodov. Farba mycélia- zvycajne biela; niektoré druhy vytvaraju odlisne sfarbené
mycélium. Exsudat- kvapky tekutiny, vznikajice na povrchu mycélia; mozu byt farebné
alebo bezfarebné. Reverz- spodnd strana kolonie; ma réznu farbu, Casto zavisla od

kultivaéného média. Rozpustny pigment- pigment difundujici do zivného média za

okraj kolonie (Klich, 2002); mé r6zne odtiene Zltej, Zltozelenej, zelenomodrej, hnedej az
Ciernosivej farby (Votava et al.,, 2003). Skler6cid- pevné masy hyf viac-menej
gulovitého alebo elipsovitého tvaru s obsahom spér (Klich, 2002). Mézu indikovat’
pritomnost’ pohlavného rozmnozovania (Dangeard, 1907. Podl'a: Thom et Raper, 1945,
Frisvad, osobna komunikacia). Geiser (2009) uvadza, ze sklerocia druhov, ako s
Aspergillus flavus a A. niger, by mali byt povazované za kleistotecialne primordia.
Kleistotécid- pohlavné §tadid vytvaraji plodnice typu kleistotécium bez prirodzen¢ho
otvoru s obsahom vreciek a askospor (Klich, 2002).

Mikromorfologické charakteristiky: nepohlavné rozmnoZovacie organy
(Obr. 5) rodu Aspergillus svojim tvarom pripominaju kropenic¢ku, podl'a ¢oho bol tento
rod pomenovany svojim objavitelom (lat. aspergillum- kropenicka na sviteni vodu;
Klich, 2002, Kubatova, 2006 a d’alsi). Stopka s konidiogénnou hlavicou vyrasta priamo
z0 substratového mycélia alebo zo vzdusnych hyf. Zvycajne je neseptovana a nevetvena
(Samson et al., 2002a). MdZe byt pomerne kratka (50 pum a menej), alebo aj niekol’ko
milimetrov dlhd (Klich, 2002). Je hyalinna, Zlto alebo hnedo sfarbena, s rdzne
ornamentovanou stenou (Malif, Ostry et al., 2003). V spodnej Casti, v mieste spojenia
s vegetativnou hyfou, méa zvyc€ajne tvar pismena T alebo L. Tato Cast’ sa vSeobecne
oznacuje ako nozna bunka napriek tomu, ze nie je samostatnou bunkou (Klich, 2002).
Apikalna cast’ stopky sa mechurovito rozsiruje do vezikula. Vezikulum moéze mat
roznu, charakteristicki velkost’ a tvar (napr. gul'ovity, lopatovity, kyjakovity; Klich,

2002). Vezikulum, fialidy, metuly (ak su pritomné) a konidie spolu tvoria konidialnu

28



hlavicu (Samson et al., 2002a). Ak fialidy vyrastaju priamo z vezikula, oznaCujeme
takéto hlavice ako uniseridtne. Ak sa medzi stenou vezikula a fialidami nachadza este
jedna vrstva buniek (nazyvaji sa metuly), oznaujeme hlavicu ako biseriatnu.
Dolezitym charakteristickym znakom, ktory odliSuje rod Aspergillus od niekolkych
blizsie pribuznych rodov je, Ze fialidy alebo metuly vyrastaju na vezikule simultanne
(Klich, 2002). Fialidy maju flaskovity tvar. Na vrchole su zazené do krcku, cez ktory

bazipetalne pucia konidie.

10 pm

f)

1

Obr. 5 Organy aspergilov, charakteristické pre nepohlavné rozmnoZovanie
(Webster et Weber, 2007)

1- uniseriatny konidiofor Eurotium repens slacovitou konididlnou hlavicou;
2-biseriatny konidiofor Emericella nidulans so stipcovitou konididlnou hlavicou;
3- subglobozne Hiille bunky Vv retazci; a- konidia; b- fialida; c- metula; d- vezikulum;
e- stopka konidioforu (1- s drsnou ornamentikou, 2- s hladkou ornamentikou); f- nozna

bunka

Konidie mézu byt gulovité, elipsoidné, hruskovité, alebo ovalne a maji hladky,
zdrsneny alebo ostnity povrch. Velmi ¢asto st medzi sebou spojené plazmatickymi
mostikmi (konektivami- pozn. autorky; Malit, Ostry et al., 2003). Konidie v suchych
retazcoch tvoria stipcovité, kompaktné alebo lacovité, rozptylené konidialne hlavice

(Samson et al.,, 2002a). Pri niektorych druhoch sa VvV mycéliu terminalne alebo
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interkalarne vytvaraju Hiille bunky (obalové bunky; nem. die Hiille- obal). Ako prvy ich
popisal Eidam (1883. Podl'a: Thom et Raper, 1945) podl'a ktorého su oznacované tiez
Eidamove bunky (Malit, Ostry et al., 2003). St S$pecializované Struktury, tvoriace sa
Vv niektorych skupinach aspergilov. Ich povod je otdzny, podobne ako aj ich funkcia.
Kedze pre jednotlivé taxonomické skupiny su jasne odliSiteI'né, maji diagnosticku
hodnotu. Thom et Raper (1945) d’alej uvadzaji, ze pri niektorych skupindch su to
abortované konidiofory s pdvodnou az Uplne zakrpatenou stopkou. Na zaklade stadii je
jednozna¢né, ze su pritomné okolo plodnic Aspergillus nidulans a mézu indikovat
prinajmenej zakrpateny prekurzor formécie plodnic, kdekol'vek sa objavia (Thom et
Raper, 1945). Geiser et al. (1996. Podl'a: Geiser, 2009) oznac¢uju Hiille bunky za relikty
sexudlneho rozmnoZovania. Hiille bunky st hrubostenné, maji gulovity, ovalny,
pretiahnuty, alebo lalo¢naty tvar (Malif, Ostry et al., 2003) a vyrazne odrazaji svetlo
(Klich, 2002). Pohlavné rozmnoZovacie organy (Obr. 3): plodnica- tvori ju gul'ovité
kleistotécium. Vrecka v plodniciach obsahuju vééSinou osem askospor vajcovitého,
ovalneho, alebo gulovit¢tho tvaru (Malif, Ostry et al., 2003). DoleZitym
mikromorfologickym znakom je tvar a textara buniek, tvoriacich stenu plodnice (Klich,
2002). Askospory moézu mat’ roznu farbu, velkost’ a ornamentaciu. Na ich povrchu,
respektive okolo nich mézeme rozlisit’ utvary oznacované ako kridla, hrebene, brazdy

a jazvy, ktoré su dolezitymi znakmi pri rozliSovani jednotlivych druhov (Klich, 2002).

1.2.6 Vyskyt

Aspergily patria medzi najpocetnejSie a najrozsirenejSie organizmy na zemi.
Aby sa prispdsobili réznym miestam, ktoré osidl'uju, vyvinuli si nespocetne vela
metabolitov (Klich, 2002). Patria medzi Casté kontaminanty (Samson et al., 2002a).
Prakticky vSetky bezné aspergily boli izolované aj z pol'nohospodarskych produktov
(Domsch et al., 1980, Pitt et Hocking, 1999, Samson et al., 2002a). Spolu s rodom
Penicillium maji velké zastGpenie na organickych zvySkoch na celom svete. Pri
skladovani substratov s nizkou vlhkostou, ako s napr. obilniny a krmiva zvierat, st

druhy tychto rodov zvycajne dominantné (Smith et Ross, 1991).

1.2.7 Antropocentricky vyznam

Rod Aspergillus je velmi doélezity z pohladov patogenity, mykotoxinov,
zékladov genetiky eukaryotickych organizmov a biotechnologického vyskumu (Samson
et al.,, 2006). Spolu srodom Penicillium patria medzi najvyznamnejSie rody

Vv biotechnologiach. Vyznamnej$im organizmom je len Saccharomyces cereviasiae.
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Aplikacie st rdznorodé: produkcia enzymov, primarnych a sekundarnych metabolitov,
priama kolonizacia a modifikacia potravin (Webster et Weber, 2007). Na konverziu
neldkavych a nestraviteInych ingrediencii na chutné a vyzivné potraviny sa pouzivaju
najmi v orientalnych krajinach (Subramanian, 1983. Podla: Kozakiewicz, 1989).
Z metabolitov, produkovanych zastupcami rodu Aspergillus, bolo odvodenych
mnozstvo antibiotik, antitumorovych a antifungalnych latok (Klich, 2002). Vyznamnym
pozitivnym ekonomickym prinosom rodu je vyuzivanie enzymov a kyselin,
produkovanych mnohymi druhmi. Dva z najdélezitejSich priemyselnych produktov st
amyldza akyselina citréonovda (Klich, 2002). Jong et Burmingham (1992)
zosumarizovali 147 americkych patentov, vyuzivajicich metabolity aspergilov,
schvalenych v obdobi rokov 1971-1991. Mnoh¢é d’alSie patenty boli registrované pred
a po tomto obdobi (Podl'a: Klich, 2002). Pozitivny ekonomicky prinos je v§ak viac ako
vyvazeny negativnymi strdnkami. Aspergily su pri¢inou znehodnocovania
pol'nohospodarskych produktov pred aj po zbere (Klich, 2002). St zodpovedné za rozne
sekundérne hniloby (rozkladanie) rastlin a potravin S naslednou moZznou akumuléciou
mykotoxinov. Na pol'nohospodarskych produktoch su casto nachddzané aflatoxin
produkujace druhy ako A. flavus a A. parasiticus a ochratoxinogénne druhy A. niger,
A. ochraceus a A. carbonarius (Perrone et al., 2007). Vyskyt toxickych metabolitov
aspergilov v potravinach a krmivach podlieha v mnohych krajinach prisnej kontrole
(Geiser et al., 2007). Niektoré druhy st l'udskymi a Zivoc¢iSnymi patogénmi (Klich,
2002), sposobuju aspergilozy (Geiser et al., 2007) a mnohé druhy st alergénne (Klich,
2002). Aspergiloza je konglomerat klinickych obrazov, najmi
U imunokompromitovanych pacientov, sposobenych alergickou reakciou, kolonizéciou
alebo infiltraciou tkaniv réznymi druhmi aspergilov. M4 tieto formy: aspergilom,
cerebralny aspergilom, invazivna; toxickd; astmatickd; infiltrativna alveolarna
a alergicka bronchopulmonarna aspergildoza. Niektoré aspergily, najmda A. flavus
a A. fumigatus, su Castymi pévodcami plucnych aspergildz: alergickych, invazivnych
alebo kombinicie oboch. Casto tiez sposobuju sinusitidy. Mnohé druhy si
termotolerantné a ich jednobunkové suché hydrofébne konidie st 'ahko vdychnutel'né
(De Hoog et al., 2000). Cerebralne infekcie su Casto spdsobované druhmi inymi ako
A. flavus a A. fumigatus (Pagano et al., 1996. Podla: De Hoog et al., 2000). Niektoré
osmotolerantné druhy, ako A. niger (komplex; pozn. autorky) a A. terreus, su pomerne
Casto izolované ako sekundarna infekcia Vv pripadoch vonkajSej bakterialnej otitidy.

Mikromycéty s klinickym vyznamom st podl’a prisluSného zdravotného rizika zaradené
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do styroch kategorii: GRAS (Generally Regarded As Safe- vo vSeobecnosti povazované
za bezpecné) a BSL (BioSafety Levels- stupne biologickej bezpe¢nosti) 1-3. Aspergily
nachadzame v skupinach GRAS, BSL-1 a BSL-2 (De Hoog et al., 2000).

1.2.8 Extrolity

Prakticky vSetky druhy aspergilov produkuju unikatnu kombinéciu roéznych
typov malych organickych zla¢enin, ako st polyketidy, neribozomalne peptidy,
terpenoidy, ako imnozstvo dalSich zlicenin zmieSaného biosyntetického povodu.
Niektoré ztychto zlucenin st dokonca unikdtne pre jediny druh. Skutocnost’, ze
sekundarne metabolity st dobrymi fenotypovymi charakteristikami na odliSenie druhov,
je podporena najnov§imi S$tadiami kompletnych sekvenacii gendémov dodlezitych
aspergilov, ukazujucich, Ze hlavné odli$nosti v genome medzi druhmi st Casto spojené
s mnozstvom a podobnostou génov pre syntézu polyketidov a neribozomalnych
peptidov (Galagan et al., 2005, Nierman et al., 2005, Pel et al., 2005. Podl'a: Samson et
Varga, 2009). Pri vldknitych mikroskopickych hubéach vratane aspergilov, sa gény,
zodpovedné za biosyntézu sekundarnych metabolitov, export a regulaciu transkripcie,
Casto nachadzaji v koregulovanych komplexoch. Lokalizacia vacSiny z tychto
komplexov bola zistena v subtelomérickych oblastiach, ktoré su casto spojené
s frekventovanymi zmenami v usporiadani genému a s deléciami (Galagan et al., 2005,
Nierman et al., 2005. Podl'a: Samson et Varga, 2009). DetailnejSie porovnania ukazali,
ze vacsina drah je novych a unikatnych pre kazdy organizmus (Nierman et Fedorova,
2008. Podla: Samson et Varga, 2009). Zda sa, Ze tvorba novych drah vytvara de novo
zoskupenie, duplikdciu segmentov a vzrastajucu rozdielnost’. Obohacovanie génov
sekundarnych metabolitov v subtelomérickych oblastiach aspergilov méze umoznovat
rapidnu reorganizaciu a evoluciu tychto génov v druhovo Specifickej forme (Carbone et
al., 2007. Podrl'a: Samson et Varga, 2009).

Frisvad et Nielsen (2009) uvadzaja ako extrolity:

¢ aristolity (sekundarne metabolity vratane toxickych a mykotoxinov),

% extracelularne enzymy,

¢ hydrofobiny.
Aristolity zahinaju sekundarne metabolity vratane toxickych a mykotoxinov (Kap.
1.2.8.1). Dalsie aristolity su Gasto rozpoznatelné ako difundujuce pigmenty, farby

reverzu koldnie a farby exsudatu. Zohravajii vyznamnu tlohu v taxonémii hib. Farby,

najma farby konidii, st ¢asto povazované za sucast’ morfologie. Tieto farby mozu byt
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rozdelené na melaninové a protein- melaninové komplexy, ktoré dodavajii konidiam
fyzicku silu, odolnost’, ochranu proti ziareniu a iné farbiva (a prchavé latky), ktoré casto
ucinkuji ako ekologické signaly (Wicklow, 1986. Podl'a: Frisvad et Samson, 2004).
Extracelularne enzymy moézu zohravat dolezitu ulohu v Specifickych asocidciach
jednotlivych druhov s habitatom (Filtenborg et al., 1996. Podl'a: Frisvad et Samson,
2004). Hydrofobiny su povrchovo aktivne proteiny, produkované vlaknitymi hubami.
Pre huby predstavuju Struktirne komponenty a zaroven ucinkuju v ich interakciach
s prostredim. Su dolezité napr. pri vzduSnom raste a pri prichytavani mycélia k pevnym
oporam. Spdsobuju hydrofobny charakter Struktar hub, napr. spor (Linder et al., 2005).
Monoméry hydrofobinov mézu byt toxické adrazdivé (Wosten, 2001). Kedze
hydrofobiny patria k molekuldm s najvyraznejSou povrchovou aktivitou a vytvaraji
amfipaticky film na akomkol'vek hydrofilno- hydrofébnom rozhrani, daju sa vyuzit’ na
premenu hydrofilnych povrchov na hydrofobne avice versa. Struktirou st to malé

proteiny, tvorené priblizne stovkou aminokyselin (Wosten et De Vocht, 2000).

1.28.1  Mykotoxiny a d’alSie toxické metabolity, produkované aspergilmi

Frisvad et al. (2006b) definujii mykotoxiny ako sekundarne metabolity
askomycét vratane hab sneznamym pohlavnym S$tddiom, o ktorych je zname, Ze
spdsobili, alebo je im pripisovany potencial spdsobit’ ochorenia u I'udi alebo stavovcov.
Labuda (2010) dopliia, 7e patologické zmeny su spdsobené uz malymi davkami, ktoré
sa do tela dostavaji prirodzenou cestou (potravou, inhal4ciou, resorbciou cez kozu).
Niektoré mykotoxiny st toxické akutne, niektoré chronicky, niektoré aj-aj. Je mozné, ze
mix mykotoxinov posobi synergicky alebo aditivne (Frisvad et al., 2007c). Toxiny
mikromycét su rozSirené po celom svete a patria medzi hlavné kontaminanty potravin
(Bhatnagar et al., 2002, Peshin et al., 2002). Ich vyskyt zavisi od geografickych
asezonnych faktorov, ako aj od pestovatel'skych, zberovych, skladovacich
a prepravnych spdsobov (Bhatnagar et al., 2002). Pocas skladovania obilnych zfn je rast
vlaknitych mikroskopickych hib a produkcia toxickych sekundarnych metabolitov
vysledkom kombindcie viacerych faktorov, ku ktorym patria pritomnost’ toxinogénneho
kmena huby (Votava et al., 2003), poskodenie rastlinného materidlu, teplota, vlhkost’,
plyny (O, aCO;), velkost inokula, doba skladovania, pritomnost’ inych
mikroorganizmov (Abramson, 1998, FAO, 2001), interakcie medzi rastlinami, hubami
a chemikaliami, pouzivanymi pri pestovani obilnin a pri ich skladovani (Moss, 1991,

Kozakiewicz, 2001). Mykotoxiny moézu byt pritomné v mycéliu a sporach
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mikroskopickej huby- intracelularne, alebo st vyluc¢ované do prostredia v okoli huby-
extracelularne (D'Mello et Macdonald, 1997). Aspergily spolu s fuzariami a peniciliami
tvoria skupinu hub, ktoré dobre rastd na potraviniach (Peshin et al.,, 2002) a su
najfrekventovanejSimi producentmi mykotoxinov v Eurépe (Creppy, 2002). Tieto huby
produkuju niekol’ko sto toxickych metabolitov (Peshin et al., 2002), ktoré sa nachadzaju
Vv potravinach a nepodliehaju degradacii pri beznom priemyselnom spracovani alebo
vareni, pretoze su termostabilné (Creppy, 2002). Neexistuje metdéda dekontaminace
mykotoxinov z potravin akrmiv, ktorou by sa =zni¢ili vSetky mykotoxiny bez
ponechania rezidui alebo metabolitov a zaroven by nebola zmenend nutricnd hodnota
potravin a krmiv (Peraica et al., 2002). V obilninadch sa mykotoxiny mézu tvorit’ pocas
rastu rastliny na poli, skladovania po zbere a v niektorych pripadoch aj pocas vyroby
a skladovania potravin (Cousin et al., 2005). Produkcii mykotoxinov v produktoch sa da
zabranit’ prevenciou rastu ich producentov (Betina, 1990). V zaujme ochrany obilnin
pred kontaminaciou mykotoxinmi je potrebné dodrziavat’ preventivne agrotechnické
opatrenia, ktoré zabranuju rastu vlaknitych mikroskopickych hub (Peraica et al., 2002).
Prevencia alebo inhibicia rastu pocas skladovania sa zvyCajne zabezpecuje
modifikaciou vnutorného prostredia v skladovych priestoroch (vlhkost, teplota, zlozenie
atmosféry). Vlhkost’ sa da znizit’ susenim eSte pred uskladnenim. Plynna atmosféra sa
da zmenit’ hermetickym skladovanim v kontajneroch s vysokou hladinou CO, a nizkou
hladinou O,. Pouziva sa aj chemicka inhibicia rastu hub pocas skladovania. Na tento
ucel sa vyuzivaji napriklad r6zne organické kyseliny (Betina, 1990). Ako je uvedené
vysSie, mnoh¢ aspergily maju druhovo alebo kmeniovo $pecificku potenciu produkovat’
mykotoxiny (Frisvad et Thrane, 2010, Frisvad et al., 2006b, Kubatova, 2006, Klich,
2002 adalsi). V Tab. 2 st uvedené niektoré toxické sekundarne metabolity tych
aspergilov, ktoré mozu byt izolované zo zrna pSenice v podmienkach mierneho
podnebného pasma. Aflatoxiny a ochratoxiny patria do skupiny piatich najdolezitejSich
mykotoxinov pre zdravie ludstva na celom svete (Pitt, 2000) aich vyskyt
V potravinovom ret’azci podliecha v mnohych Statoch systematickej kontrole. Aflatoxiny
su najvyznamnejSie mykotoxiny vobec (Frisvad, 1995). Su najlepSie preskimané
hubové polyketidové derivaty. Tvoria sa v metabolickych drdhach najmenej 12 druhov
rodu Aspergillus a7 druhov perfektnych rodov Emericella a Petromyces- 3, resp.
4 druhy (Frisvad et al., 2007c, Pildain et al., 2008, Zalar et al., 2008, Horn et al., 20093,
b). Ich produkcia zatial’ nebola zistena pri druhoch inych rodov (Frisvad et al., 2007c).
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Tab. 2 Vybrané toxiny aspergilov, asociovanych so zrnom psenice

DRUH

TOXICKE SEKUNDARNE METABOLITY

Aspergillus candidus Link*

terfenylinz, xantoascin®

Aspergillus clavatus Desm.*

patulin* ®, askladiol®, cytochalazin E* 3, tryptoquivaliny®

Aspergillus flavus Link*

kyselina kojovég, aflatoxin By* 3, kyselina aspergilovés,
kyselina 3-nitropropionova* ®, kyselina cyklopiazonova*

Aspergillus fumigatus Fresen.

gliotoxin* 3, verukulogén* 3 fumitremorgin A a B* 3
fumitoxinyg, fumigaklaviny* 3 tryptoquivaliny3

Aspergillus niger Tiegh.!

nafto-4-pyrény®, malforminy®, ochratoxin A* (niektoré
izolaty)”, fumonizin B,

Aspergillus ochraceus G. Wilh.!

kyselina penicilova* % ochratoxin A* 2, xantomegnin® 3
viomelein* 3, vioxantin* 3

Aspergillus oryzae
(Ahlb.) E. Cohn*

kyselina kojova®, kyselina cyklopiazonova* *, kyselina 3-
nitropropionova*

Aspergillus terreus Thom*

;3 , 3 e, 3 . e e 1, 3 ., 3
terein”, patulin*® °, citrinin* , citreoviridin* ~, teritrém*

Aspergillus tritici
B.S. Mehrotra & M. Basu*

terfenylin®

Aspergillus ustus
(Bainier) Thom & Church!

austamid* 3, austdiol* 3, austiny* %, austocystiny* ®

Aspergillus versicolor
(Vuill.) Tirab.!

sterigmatocystin* 3, nidulotoxin®

Aspergillus westerdijkiae
Frisvad & Samson'

ochratoxin A a B°, kyselina penicilovéﬁ, melein®,
4-hydroxymelein6, xanthomegnin6, viomelein®, vioxantin®

Emericella nidulans

sterigmatocystin* 3 nidulotoxin®, penicilin** 3

(Eidam) Vuill.!
Eurotium amstelodami fvscion®. echinulin®
L. Mangin® 4 .

Eurotium chevalieri L. Mangin*

fyscion®, echinulin®

Eurotium repens de Bary®

fyscion®, echinulin®

Eurotium rubrum
W. Bremer*

fyscion®, echinulin®

*mykotoxin sensu stricto; **nie je klasifikovany ako mykotoxin, nemal by sa vSak

vyskytovat’ v potravinach; 3Frisvad et Thrane, 2010; lautori taxénov st uvedeni

v stulade s udajmi v databaze hub Index Fungorum (2010); Samson et al., 2002a;
*Frisvad et al., 2007b; *Varga et al., 2007b; ®Frisvad et al., 2004a

Aflatoxiny su potencialne karcinogény, klasifikované v skupine 1, s G¢inkami na vsetky

druhy testovanych zvierat vratane vtakov a ryb (JECFA, 1997). NajsilnejSim a zaroven

najlepsie prestudovanym je aflatoxin By (JECFA 1997, JECFA 2001). Naraznikovym
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a hlavnym cielovym organom aflatoxinov je pecen (Cousin et al., 2005). V potravinach
su zvycajne produkované Styri komponenty, aflatoxin Bj, By, G; a Gy, pomenované
podla farby fluorescencie (B- angl. blue- modra; G- angl. green- zelenia) pod
ultrafialovym svetlom a relativnej pozicie na TLC platniach. Zatial' ¢o aflatoxiny
skupiny B a G sa prirodzene vyskytuji na rastlinich a rastlinnych produktoch,
aflatoxiny skupiny M (angl. milk- mlieko) st vo vSeobecnosti akceptované len ako
produkty hydroxylacie aflatoxinov B v traviacom trakte dobytka. Vyskytuju sa v mlieku
a mliecnych produktoch (JECFA 1997, JECFA 2001). Aflatoxiny M; a My s, hoci
porovnatel'ne v malych mnozstvach, produkované aj pri kultivacii Cistych kultar
aflatoxinogénnych kmenov (Stubblefield et al., 1970, Ramachandra et al., 1975, Dutton
et al., 1985). Karcinogénny potencial aflatoxinu M;j je v porovnani s potencialom
aflatoxinu B; priblizne o jeden stupen nizS§i (JECFA 2001). Hlavnymi zdrojmi
aflatoxinov v potravinach st Aspergillus flavus aA. parasiticus. A.flavus je
najcastej$im kontaminantom potravin aflatoxinmi v tropickych krajinach. Tento druh
ma afinitu zvlast ku kukurici, araSidom a semenam bavilnika. Zvyc€ajne produkuje
aflatoxiny skupiny B, avSak len asi 40 % zndmych izolatov je produkénych (Frisvad et
al.,, 2006b). Tancinova et al. (2007) preskrinovali na produkciu aflatoxinu B;
prostrednictvom tenkovrstvovej chromatografie spolu 415 izolatov aspergilov zo sekcie
Flavi, detegovanych vo vzorkach viacerych pol'nohospodarskych komodit na Slovensku
a z tohto poctu boli produkéné len 3 izolaty. Tie boli detegované v kimnej zmesi pre
hydinu, ktorad obsahovala sdjovy extrahovany Srot, importovany z oblasti JuZnej
Ameriky. Podobne v stadii Pieckova et Jesenska (2001) nebol v slovenskych
kukuriénych produktoch detegovany ziadny aflatoxinogénny izolat A. flavus.
A. parasiticus sa zvyCajne nachadza na araSidoch, na ostatnych potravinach je
zriedkavy. Produkuje aflatoxiny B aj G a prakticky vSetky zndme izolaty st
toxinogénne (Frisvad et al., 2006b). Viac ako 20 druhov rodu Aspergillus produkuje
ochratoxin A aniektoré z nich st zname prave ako pravidelné zdroje kontaminacie
potravin ochratoxinom (Frisvad et al., 2007a). Mykotoxin je klasifikovany ako
pravdepodobny l'udsky karcinogén v skupine 2B s nefrotoxickymi u¢inkami na vsetky
druhy testovanych zvierat. U¢inky na Pudsky organizmus je tazké stanovit’ a potvrdit
jednoznacne, rovnako ako aj dlho pozorovanu spojitost’ s Balkanskou endemickou
nefropatiou (JECFA, 2001. Podl'a: Frisvad et al., 2006b). Z aspergilov v skladovanych
cerealiach moze byt jeho zdrojom Aspergillus ochraceus (Pitt et Hocking, 1997.

Podr'a: Frisvad et al., 2006b) az A. ochraceus nedavno odc¢leneny samostatny druh
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A. westerdijkiae, ktory konstantne produkuje ochratoxin A vo velkych mnozstvach
(Frisvad et al., 2004a). Frisvad et al. (2007b) detegovali karcinogénny mykotoxin,
fumonizin B;, v troch kmenoch s kompletne sekvenovanym genomom a Vv ex typovej
kultare priemyselne vyznamného druhu Aspergillus niger. Fumoniziny boli dlho zname
vyluéne ako produkty rodu Fusarium. Z hl'adiska bezpe¢nosti potravin a krmiv patria
medzi najvyznamnejSie mykotoxiny. Produkcia kmenmi A. niger bola porovnavana
s produkciou kmeniom Fusarium verticillioides abol =zisteny odlisny regula¢ny
mechanizmus produkcie. Kmene A. niger najlepsie produkovali fumonizin na agarovom
médiu s nizkou vodnou aktivitou (Frisvad et al., 2007b). Fumoniziny su pri poziti
vysSiecho mnozstva akutne toxické na pecenn a oblicky. Primérnymi ochoreniami,
spOsobenymi fumonizinmi, su leukoencefalomal4cia koni a plucny edém oSipanych
(Cole et al., 2003). Niektoré¢ kmene Aspergillus niger produkuju zaroven fumonizin
a ochratoxin A. Potraviny osidlené takymito kmefimi by mohli byt kontaminované az
dvomi typmi karcinogénnych mykotoxinov (Frisvad et al., 2007b). Kyselina
cyklopiazonova sposobuje poskodenie organov u cicavcov (Frisvad et al., 2004b); vo
vel'kych koncentraciach méze sposobit’ fokalne nekrdzy vo vacsine vnltornych orgdnov
stavovcov a posobi tiez na kanaliky a organy nimi tvorené. Tento metabolit, ktorého
hlavnym zdrojom je A. flavus, mal pravdepodobne pridavny zavazny ucinok na svaly
a kosti moriakov, ktoré uhynuli v zndmom prvom pripade vyskytu ochorenia ,, Turkey-
X-disease“. Patulin je cytotoxicky a pravdepodobne Kkarcinogénny. Vykazuje
antibioticku farmaceuticku aktivitu (Frisvad et al., 2004). Je vo vSeobecnosti toxicky
(Samson et Frisvad, 2004) pre eukaryoticé aj prokaryotické organizmy. Toxické ucinky
na l'udi doteraz neboli presved¢ivo dokdzané. Sterigmatocystin je mozny karcinogén,
ktory potencidlne mdze spdsobovat’ ochorenia u l'udi, avSak jeho toxicita méze byt

limitovana nizkou rozpustnostou vo vode a gastrickych §tavach (Frisvad et al., 2006Db).
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2 Ciele prace

s Zékladny vyskum:

- mykologické analyzy zrna obilnin, najma pSenice, dopestovaného v réznych lokalitdch
Slovenska, scielom priniest prehl'ad o druhovom spektre aspergilov, aktualne
osidl'ujucich zrno obilnin slovenského povodu,

- in vitro testovanie izolatov relevantnych druhov na produkciu mykotoxinov:
aflatoxinu B; aGj, ochratoxinu A, patulinu, kyseliny cyklopiazonovej,
sterigmatocystinu a citrininu s cielom priniest’ informacie o mykotoxinogénnej potencii
slovenskych kmenov aspergilov.

< Studie izolatov:

- taxonomické Studie, reflektujuce aktuilne zmeny v taxonOmii aspergilov s cielom
zaznamenat’ nalezy druhov novych pre uzemie Slovenska,

- analyzy metabolického profilu vybranych izoldtov s cielom podrobnejsej
charakterizécie slovenskych kmenov.

¢ Dispozicia genofondu v domécich a zahrani¢nych zbierkach pre dalSiu moznu

pracu s izolovanym materialom.

38



3 Metodika prace a metody skumania

3.1 Biologicky material

Skiimanym biologickym materidlom boli vlaknité mikroskopické huby

rodu Aspergillus Fr.: Fr. aasociovanych teleomorfnych rodov, najmad rodov
Eurotium Link: Fr. a Emericella Berk., izolované zo 70 vzoriek zrna pSenice letnej
formy ozimnej (Triticum aestivum L.), 2 vzoriek zrna pSenice Spaldovej (Triticum spelta

L.) a 1 vzorky ja¢mena siateho (Hordeum vulgare L.).

3.1.1 Vysetrené vzorky zrna obilnin

Vzorky zrna pSenice ajacmena boli poskytnuté z obilnych skladov, dalej
Ministerstvom pddohospodarstva Slovenskej republiky (vzorky 11 az 22/ 2006)
a Ustrednym kontrolnym a ski$obnym ustavom polnohospodarskym (vzorky 9 az
13/ 2007 a7 az 11/ 2008; Tab. 3). Vzorky boli odobrané v réznych ¢asovych tisekoch
bezprostredne po zbere av priebehu skladovania. Nasledne boli do vykonania
mykologickych analyz skladované v laboratornych podmienkach. Vysetrené vzorky boli

odobrané zo zrna zozatého v rokoch 2006, 2007 a2008. Dostupné informacie

0 jednotlivych vzorkach su sumarizované v Tab. 3.

Tab. 3 Analyzované vzorky zrna pSenice a ja¢mena

¢islo druh lokalita zberu kraj sposob odroda
vzorky pestovania

1/2006 T.aestivum L. Velké Lovce Nitriansky K Arida
2/2006  T.aestivum L. Velké Lovce Nitriansky K Arida
3/2006 T.aestivum L. Oponice Nitriansky K Armelis
4/2006  T.aestivum L. Oponice Nitriansky K Armelis
5/2006 T.aestivum L. Oponice Nitriansky K AXis

6/ 2006  T.aestivum L. Oponice Nitriansky K AXis
7/2006  T.aestivum L. Oponice Nitriansky K AXis

8/ 2006  T.aestivumL. Velké Lovce Nitriansky K Hana
9/2006 T.aestivumL. Velké Lovce Nitriansky K Hana
10/ 2006 T. aestivum L. Oponice Nitriansky K Solara
11/2006 T. aestivumL. - - EKO -
12/2006 T. aestivumL. - - EKO -
13/2006 T.aestivumL. - - EKO AXxis
14/ 2006 T.aestivumL. - - EKO Capo
15/2006 T. aestivumL. - - EKO Josef
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(pokracovanie Tab. 3)

¢islo druh lokalita zberu kraj sposob odroda
vzorky pestovania

16/ 2006 H.vulgareL. - - EKO Epson
17/2006 T. spelta L. - - EKO Francenkorn
18/2006 T.aestivumL. - - EKO Capo
19/2006 T.aestivumL. - - EKO -

20/ 2006 T.aestivumL. - - EKO AXis
21/2006 T.aestivumL. - - EKO Josef

22/ 2006 T.aestivumL. - - EKO AXis
1/2007 T. aestivum L. Oponice Nitriansky K Banquet

2/ 2007  T.aestivum L. Oponice Nitriansky K Armelis
3/2007  T.aestivum L. Oponice Nitriansky K Armelis
4/2007  T.aestivum L. Oponice Nitriansky K Sana
5/2007 T.aestivum L. Oponice Nitriansky K Karolinum
6/ 2007  T.aestivum L. Oponice Nitriansky K AXis
7/2007  T.aestivum L. Velké Lovce Nitriansky K Hana

8/ 2007 T.aestivumL. Velké Lovce Nitriansky K Karolinum
9/2007  T.aestivum L. Bodorové Zilinsky KbF Anduril

10/ 2007 T. aestivum L. Bodorova Zilinsky KbF Evelina

11/ 2007 T. aestivum L. Bodorova Zilinsky KbF Ilias

12/ 2007 T. aestivum L. Bodorova Zilinsky KbF Mv Vekni
13/ 2007 T. aestivum L. Bodorova Zilinsky KbF Bosorka
14/ 2007 T. aestivum L. Oponice Nitriansky K Armelis

15/ 2007 T. aestivum L. Oponice Nitriansky K Sana

16/ 2007 T. aestivum L. Oponice Nitriansky K Banquet
17/ 2007 T. aestivum L. Oponice Nitriansky K Karolinum
18/ 2007 T. aestivum L. Oponice Nitriansky K AXis

19/ 2007 T. aestivum L. Velké Lovce Nitriansky K Hana

20/ 2007 T.aestivum L. Velké Lovce Nitriansky K Karolinum
21/ 2007 T. aestivum L. Poprad Presovsky EKO Torysa

22/ 2007 T.aestivum L. Senec Bratislavsky EKO Saturnus
23/ 2007 T.aestivum L. Komarno Nitriansky EKO Mv Suveges
24/ 2007 T. spelta L. Stara Cubovia Presovsky EKO Ceralio

25/ 2007 T.aestivum L. Galanta Trnavsky EKO AXis

26/ 2007 T.aestivum L. Senec Bratislavsky EKO Arida, Venistar
27/ 2007 T.aestivum L. Senec Bratislavsky EKO Venistar, Josef
28/ 2007 T.aestivum L. Dunajska Streda  Nitriansky EKO -

29/ 2007 T. aestivum L. Nitra Nitriansky EKO -

30/ 2007 T.aestivum L. Martin Zilinsky EKO -

1/2008 T.aestivum L. Kolarovo Nitriansky K Alfa
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(pokracovanie Tab. 3)

¢islo druh lokalita zberu kraj sposob odroda
vzorky pestovania

2/2008 T.aestivumL. Trnava Trnavsky K -
3/2008 T.aestivumL. Trnava Trnavsky K -
4/2008 T.aestivum L. Dolna Krupa Trnavsky K -
5/2008 T.aestivum L. Poprad Presovsky K Alacris
6/2008 T.aestivum L. Poltar Banskobystricky K Hana
7/2008 T.aestivumL. Belusa Trenciansky KbF Baroko
8/ 2008 T.aestivumL. Belusa Trenciansky KbF Etela
9/2008 T.aestivumL. Belusa Trenciansky KbF Anduril
10/ 2008 T. aestivum L. Belusa Trenciansky KbF llias
11/2008 T. aestivum L. Belusa Trenciansky KbF Bosorka
12/ 2008 T. aestivum L. PD Sokolce Nitriansky K Margaret
13/2008 T. aestivum L. Smizany Kosicky K -

14/ 2008 T. aestivum L. Smizany Kosicky K -

15/ 2008 T. aestivum L. Smizany Kosicky K -

16/ 2008 T. aestivum L. Matejovce Presovsky K -
17/2008 T. aestivum L. Spisské Bystré Presovsky K -

18/ 2008 T.aestivum L. Turgianske Teplice Zilinsky K Driffter
19/ 2008 T. aestivum L. Liptovsky Mikula§ Banskobystricky K Rheia C1
20/ 2008 T.aestivum L. Podturefi Zilinsky K Ilias
21/2008 T.aestivum L. Zavada Banskobystricky K Atrium

T.- Triticum; H.- Hordeum; K, EKO, KbF- zrno dopestované: K- takzvane konvenéne;
EKO- takzvane ekologicky na farmach, ktoré maju tento Statt priznany Ministerstvom
podohospodarstva Slovenskej republiky; KDbF- takzvane konvenéne bez pouzitia

fungicidnej ochrany
3.2 Mykologické analyzy
3.2.1 Izolacia aspergilov zo zrna obilnin

3.21.1  Endogénne osidlenie

ZloZenie endogénnej mykocenozy bolo stanovené metdodou priameho ukladania
povrchovo vysterilizovanych zfn na agarové platne (Samson et al., 2002b, Hocking et
al.,, 2006). Viac ako 300 kusov makroskopicky morfologicky bezchybnych,
neposkodenych psSenicnych zin bolo povrchovo vysterilizovanych dvojminitovym
posobenim 0,4 % roztoku chloraminu a nasledne oplachnutych sterilnou destilovanou

vodou. Zrna vysuSené na sterilnom filtraCnom papieri boli nésledne v pocte 7 alebo
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8 uloZzené¢ na povrch platni s DRBC (agar s dichléoranom, Bengalskou cervenou
a chloramfenikolom; Merck, Nemecko; 100 zfn), DYSG (agar s dichloranom,
chloramfenikolom, kvasni¢nym extraktom a glycerolom; Lund et Frisvad, 2003;
100 zfn) a DCPA (agar s dichléoranom, chloramfenikolom a peptonom; Burgess et al.,
1988; 100 zin) a kultivované 5-7 dni vtme, pri teplote 25+1°C. Dichléran
(2, 6-dichloro-4-nitroanilin; Fluka Chemika, Svajéiarsko) bol do DYSG a DCPA
pridavany po autokldvovani rozpusteny v etanole (Burgess et al., 1988)

a chloramfenikol (Penta, Ceské republika) pred naliatim médii do Petriho misiek.

3.21.2  Osidlenie povrchu a mykocendza zomletého zrna

Mykocen6za povrchu zrna a mykocendza zomletého zrna boli stanovené
platiovou zriedovaciu metédu (Samson et al., 2002b, Hocking et al., 2006). Ako
riediaci roztok bola zvolena sterilnd peptonova voda (Stevlikova et al., 2001).
Propaguly z 20 g homogenizovanych celych, resp. zomletych (ETA 0010, Ceska
republika; 2 min) zin boli trepanim (horizontalna trepacka, 30 min) uvolnené do 180 ml
riediaceho roztoku s 0,02 % pridavkom Tween 80. Riedenia prvého az treticho stupia
boli v trojndsobnom opakovani v objeme 0,1 ml povrchovo inokulované na platne
sDRBC aMEA (agar so sladinovym extraktom; Biomark™, India). Kultivacia

prebiehala 5-7 dni v tme, pri teplote 25 £ 1 °C.

Po uplynuti kultivaénej doby boli zizolovanych zmesnych kultar
mikroskopickych hub jedince s mikroStruktirami, charakteristickymi pre aspergily

prenesené na identifika¢né média.

3.2.2 ldentifikacia aspergilov do irovne rodov a druhov

.....

Pouzité prvky polyfazickej koncepcie su vyznacené farebne na Obr. 2 (Kap. 1.2.3).

Zakladné identifikaéné média: CYA (Czapkov agar s kvasni¢nym extraktom)-

kultivacia v tme, pri teplotach 25 a37 = 1 °C a CY20S (Czapkov agar s kvasni¢nym
extraktom a 20 % sacharézy; Klich, 2002)- kultivacia v tme, pri teplote 25 + 1 °C.
Podla potreby boli dalej zvolené kombindcie kultivaénych médii a teplot (vzdy
s toleranciou + 1 °C; Tab. 4). Kultivacia prebiehala v tme, 7—14 dni.

Diagnosticka literattra (zoradena podl'a roku vydania):

- rod Aspergillus: Pitt et Samson (1990), Klich (2002), Samson et al. (2002a), Frisvad et
al. (2004a), Kubatova (2006), Samson et al. (2007a), Varga et al (2007a, b),
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- rod Emericella: Klich (2002), Samson et al. (2002a), Kubatova (2006),
- rod Eurotium: Blaser (1974/ 75), Pitt (1985), Pitt et Hocking (1999).

Znaky hodnotené po kultivécii: makromorfologické a mikromorfologické

charakteristiky (Kap. 1.2.5). Priemer kolonii bol merany pravitkom. Na makroskopicka
fotodokumentaciu bol pouzity fotoaparat Olympus Camedia C-5000 (Obr. 7, 18- 1)
a skener HP Scanjet G4010 (Obr. 13 a 16). Obr. 10, 11, 14, 20 A a 22 boli odfotené
v BioCentre DTU, Lyngby, Dansko a Obr. 20 B a C v RomerLabs Division Holding,
Tulln, Rakuasko. Mikrostruktury boli pozorované vo vitdlnych preparatoch
s laktofenolom (Stevlikova et al., 2001) mikroskopom Olympus BX51. Dokumentacia
a meranie mikro$truktar boli robené programom QuickPhoto Camera 2.3, fotoaparatom
Olympus SP- 500 UZ, pre Aspergillus parasiticus MD 502 programom Micro Image,
mikroskopom Oplympus Provis AX70 a fotoaparatom Olympus F 1.8.

Tab. 4 Kultiva¢né média a teploty pouZivané pre identifikaciu aspergilov

50

selkcia kultivaéné média teplota [°C]
Aspergillus, g. Eurotium CYA, CYAS20, CY208S, CY408 25,30, 37
Restrieti CYA, CYAS. CYAS20, CY20S, CY40S, CZ, MEA 25,30, 37
Fumigati CREA, CYA., CZ, MEA, OA. YES 10. 25, 37,
Clavati CYA, YES 25,37
Circumdati CREA, CYA. MEA, YES 25,37
Candidi CYA, CZ, MEA, OA, YES 25,37
Cremei CREA, CYA. MEA, YES 25,37
Flavi CYA. CZ, 5/2 agar, YES 25,37.42
Nigri CYA, YES 25, 37
Terrei CYA, YES 25,37
Nidulantes CYA 25, 37

g.- rod; CREA- agar s kreatinom a sachar6zou (Samson et al., 2002a); CY20S- Czapkov
agar s kvasniénym extraktom a 20 % sachardzy; CY40S- CY20S, modifikované
zvySenim obsahu sachardzy na 40 %; CYA- Czapkov agar s kvasniénym extraktom;
MEA- agar so sladinovym extraktom (Klich, 2002); CYAS- Czapkov agar
s kvasni¢nym extraktom a5 % NaCl (Frisvad et Samson, 2004); CYAS20- CYAS,
modifikované zvySenim obsahu NaCl na 20 %; CZ- Czapkov agar (s pridavkom roztoku
stopovych prvkov); OA- agar s extraktom z ovsenych vlociek; YES- agar s kvasnicnym
extraktom a sachar6zou (s objemom destilovanej vody zvysenym na 1000 ml; Samson
et al., 2002a); 5/2 agar- agar s 5 % V8 dzusu a 2 % agaru (Giorni et al., 2007)
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3.3 Kultivacné analyzy

3.3.1 Detekcia aflatoxin produkujucich kmenov

3.3.1.1  Detekcia parami amoniaku

Identifikacna metdda podla Saito et Machida (1999): izolaty boli jednobodovo
naockované do stredu 90 mm plastovych Petriho misiek na YES a kultivované v tme,
pri teplote 25 + 1 °C. Na 4. den kultivacie boli misky obratené hore dnom a do vrchnaka
bolo pridanych 200 pl 25 % roztoku amoniaku (Lachema, Ceska republika). Nésledne
bola zaznamenana farebna reakcia na spodnej strane koldnii. Reverz kolonii

s vyprodukovanymi aflatoxinmi sa zafarbi na ruzovo (Kubatova, 2006).

3.3.1.2  Fluorescencna detekcia na agare s kokosovym extraktom

Detekcia podla Davis et al. (1987), Giorni et al. (2007): izolaty boli
jednobodovo naockované do stredu 60 mm plastovych Petriho misiek na CEA (agar
s kokosovym extraktom) a kultivované obratene v tme pri teplote 26 £ 1 °C. Na 5. den
kultivdcie bola v miskdch na spodnej strane sledovana pritomnost modro

fluoreskujtcich prstencov pod dlhovinnym UV Ziarenim (365 nm).

3.3.1.3  Detekcia na selektivnom médiu pre Aspergillus flavus/ A. parasiticus
(AFPA)

Detekcia podl'a STN 56 0087 (ISO 7954): izolaty boli trojbodovo naockované
do 60 mm plastovych Petriho misiek na AFPA (Samson et al., 2002a) a hodnotené po
48 hod kultivacii v tme pri teplote 30 = 1 °C. A. flavus a A. parasiticus produkujt
kyselinu aspergilovd, resp. neoaspergilovl, ktora vytvara so solami Fe®' farebny
komplex feriaspergilin, resp. ferineoaspergilin, ktoré po kultivacii za konStantnych

podmienok sposobuju zafarbenie reverzu rastticich kolonii na ZltooranZovo az hrdzavo.

3.3.2 Ruzové zafarbenie konidii anizaldehydom

Murakami (1971) pouzil metddu na klasifikdciu mikromycét, produkujicich
kyselinu kojovu. Izolat bol naockovany do 200 ml Erlenmeyerovych baniek so 100,
resp. 50 ml Czapkovho bujonu (Samson et al., 2002a, bez agaru) s pridavkom 0,05 %
anizaldehydu (p-metoxybenzaldehyd; Sigma-Aldrich, Co., USA) a kultivovany v tme,
pri teplote 30° C. Pritomnost’ ruzového zafarbenia konidii bola pozorovana denne po

dobu Styroch tyzdiov.
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3.4 Analyzy extrolitov

St sucastou polyfazického pristupu k druhovej identifikacii a zaroven poskytuju
informacie o toxinogenite testovanych izolatov. Vysledky skriningov boli posudzované
v zmysle prac Samson et al. (2002a), Frisvad et al. (2006b), Frisvad et al. (2004a),
Samson et al. (2007a, b), Varga et al. (2007a, b), Nielsen et al. (2009), Frisvad et
Thrane (2010). Vysledky HPLC-DAD (Kap. 3.3.2) boli konzultované s prof. Frisvadom
(BioCentrum DTU, Dansko) a vysledky LC-MS/ MS (Kap. 3.3.3) s DI Dr. Sulyokom
(IFA- Tulln, Rakusko).

3.4.1 Tenkovrstvova chromatografia (TLC)

Reprezentativne izolaty potencialne toxinogénnych druhov boli in vitro
testované na produkciu vybranych mykotoxinov metdédou TLC podla Samson et al.
(2002b) s modifikaciou podla Labuda et Tancinova (2006). Kultivacia pre skrining
kyseliny cyklopiazonovej a sterigmatocystinu prebichala na CYA, pre skrining
aflatoxinov B; a Gy, citrininu, ochratoxinu A a patulinu na YES 7 a viac dni v tme, pri
teplote 25 + 1 °C. Z kolonii boli spolu s kultivaénym médiom vyrezané 3 vyseky, kazdy
S plochou priblizne 5 x 5 mm. Vyseky boli extrahované 5 min v 500 pl roztoku
chloroform:metanol (2:1, v/v) na Vortexe G-560E (Scientific Industries, Bohemia),
resp. -Genie 2 (Mo Bio Laboratories, Inc., Bohemia). Tekuté fazy metabolickych
extraktov jednotlivych izolatov a Standardy skrinovanych mykotoxinov (Sigma,
Nemecko) boli v mnozstvach 50, resp. 30 ul nanesené na chromatograficku platiu
(Macherem-Nagel, Nemecko) a vyvijané v roztoku toluén:etylacetat:kyselina mravcia
(5:4:1, v/v/v). Vizualizacia aflatoxinov; ochratoxinu; sterigmatocystinu a citrininu
prebichala priamo pod UV svetlom (365 nm; Skvrny: modrd a zelenomodra;
modrozelena; cCervenkastd a Zltozelend s chvostom), vizualizacia kyseliny
cyklopiazonovej pod dennym rozptylenym svetlom po postriekani Ehrlichovym
¢inidlom (fialovd Skvrna s chvostom). Patulin bol viditelny na dennom svetle po
postrickani 0,5 % roztokom MBTH (metylbenzotiazolum hydrochlorid; Merck,

Nemecko) a naslednom zahriati na 130 °C na 8 min (ZItooranzova §kvrna).

3.4.2 Vysokotlakova kvapalinova chromatografia s detekciou ststavou diod
(HPLC-DAD)
Extrolity reprezentativnych izolatov druhového spektra boli analyzované

metédou HPLC-DAD podla Frisvad et Thrane (1987), s minoritnymi modifikéciami
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podl'a Smedsgaard (1997) v BioCentre DTU (Dansko) pod vedenim prof. Frisvada.
Kmene boli kultivované 14 a viac dni na CYAS v tme, pri teplote 25 + 1 °C. Z kultar
bolo vyrezanych 5 vysekov (cork borer) a extrahovanych v 500 pl roztoku
etylacetat:dichlérmetan:metanol (3:2:1, v/v/v) s1 % pridavkom kyseliny mravcej
ultrasonikaciou, po dobu 60 min. Tekuté fazy boli prenesené do ¢istych HPLC vialiek
a extrakéné ¢inidlo volne odparené. Nasledne boli vzorky znovu extrahované 500 pl

metanolu ultrasonikaciou po dobu 10 min a pred analyzou mikrofiltrované.

3.4.3 Kvapalinova chromatografia s tandemovou spektrometriou mas (LC-

MS/MS)

Kultivacia pre skrining izolatov zo sekcie Nigri prebichala na CY20S 7 dni
Vv tme, pri teplote 25 = 1 °C. Z kolénii boli spolu s kultivaénym médiom vyrezané
3 vyseky, kazdy s plochou priblizne 5 x 5 mm. Vyseky boli extrahované 5 min v 500 pl
roztoku chloroform:metanol (2:1, v/v) na vortexe. Po vol'nom odpareni extrak¢ného

¢inidla boli vzorky poslané na analyzu DI Dr. Sulyokovi (IFA- Tulln, Rakusko).

Stacionarna kultivacia pre analyzu kmena Aspergillus parasiticus MD 502
a porovnavanych kmenov Aspergillus flavus NRRL 3251, A. sekcia Flavi I, A. sekcia
Flavi II; kmene boli poskytnuté zo zbierky firmy Romer Labs Division Holding GmbH,
Tulln (Rakusko), prebiehala na modifikovanom tekutom médiu AetM (Adye et Mateles;
Johnson et al., 2008) 7 dni v tme, pri teplote 25 + 1 °C. Velkost’ pouzité¢ho inokula na
50 ml média bola 2 x 10" konidii. Extrolity boli z média extrahované ekvivalentnym
objemom etylacetatu na horizontdlnej trepacke (100 rpm, 1 hod). 100 pl filtratu
(injekéna striekaCka s vatovou vrstvou) etylacetatovej fazy bolo vol'ne odparenych
a znovu rozpustenych v 1000 pl roztoku acetonitril:voda (1:1, v/v). Pred analyzou bol
extrakt znovu prefiltrovany (Acrodisc® CR 4 mm Syringe Filters). Detekcia
a kvantifikacia extrolitov bola vykonand DI Dr. Sulyokom (IFA- Tulln, Rakusko).

Statistické parametre boli vypogitané pomocou programu Microsoft Office Excel 2007.

Praca bola rieSena v ramci projektov VEGA 1/3456/06, KEGA 3/5080/07, GA
SPU 739/05330 a ACM-2009-00405.
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4 Vysledky prace a diskusia

4.1 Osidlenie vySetrenych vzoriek aspergilmi

Zo zatvy roku 2006 bolo analyzovanych celkovo 22 vzoriek. Zrno 10 vzoriek
psenice letnej bolo dopestované tzv. konvenéne v Nitrianskom kraji. Dalsich 10 vzoriek
zrna pSenice letnej a singuldrne vzorky zrna pSenice Spaldovej a jaémena siateho bolo
poskytnutych Ministerstvom pddohospodarstva Slovenskej republiky; obilniny boli
pestované tzv. ekologicky, lokality odberu neboli Specifikované (Tab. 3). Spolu
14 vzoriek bolo osidlenych minimalne jednym druhom rodu Aspergillus a/alebo
minimalne jednym druhom asociovanych teleomorfnych rodov, ¢o sa prejavilo
jednopocetnou alebo viacnasobnou izolaciou daného druhu pouzitymi metddami.
Negativny vysledok analyzy osidlenia zrna aspergilmi bol zaznamenany vo vzorkach
2/ 2006, 3/ 2006, 4/ 2006, 7/ 2006, 8/ 2006, 9/ 2006, 10/ 2006 a 12/ 2006. Druhové
zastupenie a celkové pocty izolatov jednotlivych aspergilov, detegovanych v ana
analyzovanom zrne jednotlivych pozitivnych vzoriek, su uvedené v Prilohe 1 (Tab. 33,
Tab. 34, Tab. 35, Tab. 36, Tab. 37, Tab. 38, Tab. 39, Tab. 40, Tab. 41, Tab. 42, Tab. 43,
Tab. 44, Tab. 45, Tab.46). Vo vzorkach bolo zistené spektrum 12 taxénov rodu
Aspergillus, 1 rodu Emericella a 6 rodu Eurotium (zoradené podl'a frekvencie vyskytu;
Tab. 5): Aspergillus flavus, Eurotium amstelodami, E. chevalieri, Aspergillus niger
komplex, A. fumigatus, Eurotium repens, Eurotium sp., Aspergillus clavatus, A. tritici,
A. versicolor neuréena skupina, A. westerdijkiae, Eurotium rubrum, Aspergillus
ochraceus sensu lato, A. sydowii, A. tubingensis, A. versicolor skupina Il, Aspergillus
sp., Emericella nidulans, Eurotium cristatum.

Zo Zzatvy roku 2007 bolo analyzovanych 30 vzoriek. Zrno 15 vzoriek pSenice
letnej, povodom v Nitrianskom Kraji, bolo dopestované tzv. konvenéne a 3 vzoriek tzv.
ekologicky; zmo 5 vzorieck pdévodom v Zilinskom kraji bolo dopestované tzv.
konvenéne, bez pouzitia fungicidnej ochrany. Tzv. ekologicky bolo dopestované zrno
3vzoriek v Bratislavskom  asingularnych  vzoriek v Trnavskom, PreSovskom
a Zilinskom kraji. Tzv. ekologicky bolo dopestované aj zrno singularnej vzorky p3enice
Spaldovej z PreSovského kraja (Tab. 3). Celkovo 28 vzoriek bolo osidlenych minimalne
jednym druhom rodu Aspergillus a/ alebo minimalne jednym druhom asociovanych
teleomorfnych rodov, ¢o sa prejavilo jednopocetnou alebo viacnasobnou izolaciou

daného druhu pouzitymi metédami. Negativny vysledok analyzy osidlenia zrna
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aspergilmi bol zaznamenany vo vzorkach 2/ 2007 a 3/ 2007. Druhové zastupenie
a celkové pocty izolatov jednotlivych aspergilov, detegovanych v a na analyzovanom
zrme jednotlivych pozitivnych vzoriek, si uvedené v Prilohe 1 (Tab. 47, Tab. 48,
Tab. 49, Tab. 50, Tab. 51, Tab. 52, Tab. 53, Tab. 54, Tab. 55, Tab. 56, Tab. 57, Tab. 58,
Tab. 59, Tab. 60, Tab. 61, Tab. 62, Tab. 63, Tab. 64, Tab. 65, Tab. 66, Tab. 67, Tab. 68,
Tab. 69, Tab.70, Tab.71, Tab.72, Tab.73, Tab.74). Vo vzorkach bolo zistené
spektrum 16 taxonov rodu Aspergillus, 1 rodu Emericella a 8 rodu Eurotium (zoradené
podla frekvencie vyskytu; Tab. 5): Eurotium repens, Aspergillus sp., Eurotium
amstelodami, Aspergillus flavus, Eurotium sp., E. rubrum, E. herbariorum skupina,
Aspergillus fumigatus, Eurotium chevalieri, Aspergillus niger komplex, A. versicolor
neuréena skupina, Eurotium herbariorum/ rubrum, Aspergillus sydowii, A. tritici,
Emericella nidulans, Aspergillus ochraceus sensu lato, A. candidus sensu lato,
A. clavatus, A. cf. melleus, A. restrictus, A. terreus, A. tubingensis, A. versicolor skupina
I1, A. westerdijkiae, Eurotium appendiculatum.

Zo zatvy roku 2008 bolo analyzovanych celkovo 21 vzoriek zrna pSenice letne;.
Zrmo 5 vzoriek, povodom v Trenc¢ianskom kraji, bolo dopestované tzv. konvenéne bez
pouzitia fungicidnej ochrany. Tzv. konvencne bolo dopestované zrno 3 vzoriek
poévodom v Zilinskom, 3 v Kog8ickom, 3 Vv PreSovskom,3 v Trnavskom,
2 v Nitrianskom a 2 v Banskobystrickom kraji (Tab. 3). Celkovo 18 vzoriek bolo
osidlenych minimalne jednym druhom rodu Aspergillus a/ alebo minimalne jednym
druhom asociovanych teleomorfnych rodov, ¢o sa prejavilo jednopocetnou alebo
viacnasobnou izolaciou daného druhu pouzitymi metodami. Negativny vysledok
analyzy osidlenia zrna aspergilmi bol zaznamenany vo vzorkach 9/ 2008, 10/ 2008
a19/2008. Druhové zastipenie a celkové poéty izolatov jednotlivych aspergilov,
detegovanych v a na analyzovanom zrne jednotlivych pozitivnych vzoriek, sii uvedené
V Prilohe 1 (Tab. 75, Tab. 76, Tab. 77, Tab. 78, Tab. 79, Tab. 80, Tab. 81, Tab. 82,
Tab. 83, Tab. 84, Tab.85, Tab.86, Tab.87, Tab.88, Tab.89, Tab.90, Tab.91,
Tab. 92). Vo vzorkach bolo zistené spektrum 14 taxonov rodu Aspergillus, 1 rodu
Emericella a 11 rodu Eurotium (zoradené podla frekvencie vyskytu; Tab. 5): Eurotium
amstelodami, Aspergillus flavus, Eurotium sp., Aspergillus sp., Eurotium herbariorum
skupina, E. repens, E. rubrum, E. chevalieri, Aspergillus candidus sensu lato, Eurotium
herbariorum/ rubrum, Aspergillus fumigatus, A. niger komplex, A. tritici, A. versicolor

neurend skupina, A. clavatus, A. sydowii, A. wentii, A. ochraceus sensu lato,

48



A. parasiticus, A. versicolor skupina 11, A. westerdijkiae, Emericella nidulans, Eurotium
cf. amstelodami, E. amstelodami/ chevalieri, E. cf. chevalieri, E. herbariorum/ repens.
Zachytené druhy st vlastné skladovanej pSenici, st z nej popri d’alSich druhoch
celosvetovo viac alebo menej Casto referované, ako je sumarizované v pracach
Kozakiewicz (1989), Singh et al. (1991), Pitt et Hocking (1999), Filtenborg et al.
(2002), Malif, Ostry et al. (2003), Frisvad et al. (2006b), Varga et al. (2007a). Podobne
Jesenska (1987) uvadza, ze v mukach a krupici slovenskej proveniencie sa vyskytujua
rovnaké druhy a rody mikroskopickych hub ako v cerealnych produktoch inych Statov,
pri¢om uvadza porovnania s ndlezmi v Australii, USA a ZSSR. Zriedkavymi druhmi su
Eurotium cristatum (Kap. 4.3) a E. appendiculatum- Blaser (1974/ 75) ho zaradil do
skupiny E. echinulatum a uvadza, ze druhy tejto skupiny osidl'uju chlieb ainé
potraviny; rasti vSak pomaly aj v optimdlnych podmienkach, preto st zachytené len
zriedkavo. Zaznamov druhov Aspergillus tritici a A. westerdijkiae je malo v dosledku
ich nedavnej deskripcie po odéleneni od kryptickych druhov A. candidus (Varga et al.,
2007a) a A. ochraceus (Frisvad et al., 2004a). A. tubingensis je naro¢né diagnostikovat’
morfologickymi  a fyziologickymi metédami. Je pravdepodobné, ze byva
diagnostikovany ako A. niger (Schuster et al., 2002). Izolaty tzv. ¢iernych aspergilov,
pri ktorych nebol analyzovany kompletny metabolicky profil, st podla odporucania
Samson et Varga (2009) identifikované ako Aspergillus niger komplex. Podobne,
izolaty sekcie Circumdati bez analyzy metabolického profilu su uvedené ako
Aspergillus ochraceus sensu lato. Druhy sekcie Candidi, ktoré neboli kultivované pri
diferenciacnej teplote 37 °C, st uvedené ako A. candidus sensu lato. Izolaty druhu
Aspergillus versicolor st uvadzané ako ,,skupina II* a ,,neuréena skupina®. Je mozné, ze
V buducnosti budu tieto skupiny rozdelené na dva samostatné druhy (Frisvad, osobna
komunikacia). Skratka cf. (lat. confer) pri izolatoch A. cf. melleus, Eurotium cf.
amstelodami, E. cf. chevalieri znamena neistotu v diagnostikacii a druh, na ktory sa
1zolat najviac podoba. Podobne boli v pripade neistoty rozhodnutia diagnézy medzi
tromi, resp. dvomi druhmi pouzité oznacenia E. herbariorum skupina, resp. Eurotium
herbariorum/ rubrum, E. herbariorum/ repens a E. amstelodami/ chevalieri.
E. herbariorum skupina zoskupuje v predkladanej praci pravdepodobne najmi druhy
Eurotium repens a E. rubrum a s ovel’a mensim podielom E. herbariorum, pripadne iné
druhy zo skupiny sensu Blaser (1974/ 75). Urcity podiel izolatov ostal z dovodov

kontaminacie identifikovany do urovne rodu (Aspergillus sp., Eurotium sp.).
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Tab. 5 Frekvencia vyskytu aspergilov vo vzorkach zrna pSenice letnej (Triticum aestivum L.), pSenice Spaldovej (Triticum spelta L.)

a jatmena siateho (Hordeum vulgare L.) slovenského povodu, Zatva rokov 2006, 2007 a 2008. Taxény st uvedené v abecednom poradi.

Frekvencia vyskytu [%0]

2006-

rok zberu 2006 2007 2008 2008

¢ast’ zrna | povrch | zomleté | vnatro | spolu povrch | zomleté | vnitro | spolu | povrch | vnitro | spolu spolu

taxon zrno (N=22) Zrno (N=30) (N=21) | (N=73)
Aspergillus candidus s. I. 3,3 3,3 3,3 19 9,5 23,8 6,85
Aspergillus clavatus 9,1 9,1 3,3 3,3 4,8 9,5 9,5 6,85
Aspergillus flavus 13,6 27,3 36,4 20 6,7 30 40 28,6 42,9 57,1 42,47
Aspergillus fumigatus 13,6 13,6 10 10 6,7 23,3 9,5 4,8 14,3 17,81
Aspergillus cf. melleus 3,3 3,3 1,37
Aspergillus niger komplex 9,1 4,5 9,1 18,2 6,7 6,7 13,3 9,5 9,5 14,3 15,07
Aspergillus ochraceus s. I. 4.5 4,5 3,3 3,3 6,7 4,8 4,8 5,48
Aspergillus parasiticus 4,8 4,8 1,37
Aspergillus restrictus 3,3 3,3 1,37
Aspergillus sydowii 4,5 4,5 3,3 3,3 3,3 10 9,5 9,5 6,85
Aspergillus terreus 3,3 3,3 3,3 1,37
Aspergillus tritici 45 45 91 3,3 6,7 6,7 10 14,3 14,3 10,96
Aspergillus tubingensis 45 45 3,3 3,3 2,74
Aspergillus versicolor! 4,5 4,5 3,3 3,3 48 48 411
Aspergillus versicolor? 9,1 91 10 6,7 13,3 14,3 4,8 14,3 15,07
Aspergillus wentii 9,5 9,5 2,74
Aspergillus westerdijkiae 9,1 9,1 3,3 3,3 4,8 4,8 5,48
Aspergillus sp. 4,5 4,5 16,7 6,7 30 43,3 38,1 19 47,6 32,88
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(pokracovanie Tab. 5)

Frekvencia vyskytu [%0]

2006-
rok zberu 2006 2007 2008 2008
¢ast’ zrna | povrch | zomleté | vnitro | spolu povrch | zomleté | vnitro | spolu | povrch | vnitro | spolu spolu
taxon zrno (N=22) Zrno (N=30) (N=21) | (N=73)
Aspergillus 455 9,1 36,4 63,6 43,3 30 53,3 80 71,4 52,4 71,4 73,97
Emericella nidulans 4,5 4,5 3,3 3,3 10 10 4,8 4,8 6,85
Emericella 4,5 4,5 3,3 3,3 10 10 4,8 4,8 6,85
Eurotium amstelodami 22,7 45 18,2 22,7 16,7 3,3 40 43,3 14,3 61,9 61,9 45,21
Eurotium cf. amstelodami 4,8 4,8 2,74
Eurotium amst./ chevalieri 4,8 4,8 1,37
Eurotium appendiculatum 3,3 3,3 1,37
Eurotium chevalieri 9,1 22,7 22,7 3,3 3,3 13,3 16,7 4,8 28,6 28,6 21,92
Eurotium cf. chevalieri 4,8 4,8 1,37
Eurotium cristatum 45 45 1,37
Eurotium herbariorum skup. 3,3 10 26,7 26,7 47,6 47,6 23,29
Eurotium herb./ rubrum 13,3 13,3 4,8 19 19,0 10,96
Eurotium repens 13,6 13,6 6,7 10 50 50 4.8 33,3 33,3 34,25
Eurotium herb./ repens 4,8 48 1,37
Eurotium rubrum 9,1 9,1 6,7 30 30 33,3 33,3 24,66
Eurotium sp. 4,5 9,1 9,1 13,6 10 36,7 36,7 33,3 52,4 57,1 35,62
Eurotium 22,7 13,6 27,3 27,3 30 16,7 70 73,3 33,3 81 81,0 61,64
aspergily 63,6 93,3 85,7

s. |.- sensu lato; cf.- canfer; *skupina Il; “neuréena skupina; sp.- speciés; amst.- amstelodami; skup.- skupina; herb.- herbariorum; N- celkovy

pocet vzoriek
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Tab. 6 Aspergily v endogénnej mykocenéze vySetreného zrna obilnin bez ohPadu

na izolaéné médium

pocet izolatov

% infik. zfn

taxon rok | 2006 | 2007 | 2008 spolu

Aspergillus candidus sensu lato 1 2 3 0,02
Aspergillus clavatus 2 2 0,01
Aspergillus flavus 8 69 587 664 4,43
Aspergillus fumigatus 4 1 5 0,03
Aspergillus cf. melleus 1 1 0,01
Aspergillus niger komplex 2 3 5 10 0,07
Aspergillus ochraceus sensu lato 1 1 0,01
Aspergillus parasiticus 1 1 0,01
Aspergillus sydowii 1 2 0,01
Aspergillus tritici 8 9 0,06
Aspergillus tubingensis 1 2 0,01
Aspergillus versicolor neuréena skupina 1 1 0,01
Aspergillus wentii 3 3 0,02
Aspergillus westerdijkiae 2 1 3 0,02
Aspergillus sp. 34 85 119 0,79
Aspergillus 15 124 687 826 5,51
Emericella nidulans 3 4 0,03
Emericella 3 4 0,03
Eurotium amstelodami 24 61 101 186 1,24
Eurotium cf. amstelodami 2 2 0,01
Eurotium amstelodami/ chevalieri 3 3 0,02
Eurotium appendiculatum 9 9 0,06
Eurotium chevalieri 11 5 59 75 0,5
Eurotium cf. chevalieri 4 4 0,03
Eurotium cristatum 4 4 0,03
Eurotium herbariorum skupina 132 141 273 1,82
Eurotium herbariorum/ rubrum 4 10 14 0,09
Eurotium repens 4 90 50 144 0,96
Eurotium repens/ herbariorum 4 4 0,03
Eurotium rubrum 2 44 84 130 0,87
Eurotium sp. 5 184 90 279 1,86
Eurotium 50 529 548 1127 7,51
aspergily 66 656 1235 1957 13,05
pocet vySetrenych zin 4600 | 6100 | 4300 15000

infik.- infikovanych; cf.- confer; sp.- species
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Podobne, najma pri slede viacerych vzoriek, bohato osidlenych aspergilmi, bola
izolatov, reflektujtica ich variabilitu, a zvySné izolaty boli zaznamenané na Grovni rodu.
Preto je pravdepodobné, ze identita takto zaznamenanych izolatov je zhodna s identitou
niektorého druhu zo spektra, detegovaného v konkrétnej vzorke. Alternativne rieSenie-
typizacia izolatov, t. j. zoskupenie kolonii do skupin podl'a makroskopického vzhl'adu
a inokulacia reprezentativnych izolatov, ktorych identita je nésledne priznana celej
skupine- sa pri aspergiloch, najméa eurdciach, ukazala nepresna.

Ked'Ze pri pouzitej metode vySetrenia vnutorného osidlenia zfn bolo na kazdom
médiu vySetrenych 100 kusov ztn, v Tab. 32 az 91 mozno detegované pocty izolatov
povazovat’ s minimdlnymi odchylkami (pripady izolacie viac ako 1 kolonie z 1 zrna)
zaroven za percentd infikovanych zfn. V Tab. 6 je toto percento vyjadrené pre
jednotlivé taxény bez ohl'adu na rok zberu zrna a izolatné médium. Jesenska (1987)
sumarizuje vysetrenia 8250 povrchovo vysterilizovanych obilnych zin po uskladneni
apo zatve roku 1979 v Slovenskej socialistickej republike. Spolu 964 zin bolo
pozitivnych na aspergily, ¢o predstavovalo 11,69 % osidlenie. Vo vzorkach Zatvy rokov
2006-2008 bolo v 15000 vysetrenych povrchovo vysterilizovanych zrnach zistené
13,05 % osidlenie aspergilmi. Celkovy pocet izolatov druhu A. flavus bol v analyzach,
publikovanych Jesenskou (1987) 46, ¢o tvorilo 0,56 % frekvenciu vyskytu. Vo
vzorkach Zzatvy rokov 2006-2008 bolo zistené 4,43 % endogénne osidlenie tymto
druhom (Tab. 6).

Nizky pocet izolatov v zomletom zrne mohol byt spdsobeny pouzitim
nevhodného homogenizatora. Pri mleti boli pravdepodobne v ddsledku vysokého stupnia
homogenizacie a vzniku zahriatia propaguly pritomné v a na zrne poskodené.

Délezitejsia ako pocet izolatov toho- ktorého druhu, je identita a zistené pritomné
spektrum. Pri vzniku podmienok pre germindciu, rast arozmnozovanie ddjde

ku zniZeniu kvality zrna, adekvatnemu prisluSnym mikromycétam.

4.2 Potencialny vplyv detegovanych taxonov na kvalitu a bezpe¢nost’
Zrna
Taxony su zoradené podla frekvencie vyskytu (Tab. 5).
s Taxony s frekvenciou vyskytu > 13,7 % (detegované v pocte vzoriek > 10)

Eurotium amstelodami (45,21 %)- Pitt et Hocking (1999) sumarizuju zaznamenanu

produkciu chléranizolov, ktoré moézu spdsobit neziaduci zépach v potravinach
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transportovanych v kontajneroch (Hill et al., 1995) a izoprénu, ktory sposobil
nepriaznivy zapach v pekdrenskom vyrobku (Berenguer et al, 1991). Druh je
rezistentny voci kyseline sorbovej a sorbatu draselnému pri aplikacii v pekarenskych
vyrobkoch s vychodiskovym pH blizkym neutralnemu (Marin et al., 2003) a relativne
rezistentny voci kyseline propionovej (Magan et al., 1993. Podrla: Pitt et Hocking,
1999). Klicivost' zrna psenice, skladovaného 2 mesiace pri vlhkosti 16,0-16,4 %
ateplote 25 °C, klesla po umelej inokulacii zmesnou kultarou E. amstelodami,
Aspergillus candidus (sensu lato; pozn. autorky) aA. restrictus z90 na 27 %
(t.j.063%; Papavizas et Christensen, 1960. Podla: Kozakiewicz, 1989).
E. amstelodami zvysilo obsah volnych mastnych kyselin v zrne kukurice (Nagel et
Semeniuk, 1947). Eurdcid boli zaznamenané ako pri¢ina aspergilozy vtikov (Saez,
1961. Podla: Kozakiewicz, 1989). Aspergillus flavus (42,47 %)- bezne osidl'uje zrna
obilnin (Samson et al., 2002a). Je najcastejSim druhom, ktory moze sposobovat’ ich
kontaminaciu aflatoxinmi (Cotty et al. 1994, Cotty 1997. Podrla: Perrone et al., 2007).
Zo vsetkych izolatov A. flavus je schopnych produkovat aflatoxin B; len asi 40 %
a vyskyt produkénych izolatov sa viaze s tropickymi a subtropickymi krajinami. Okrem
aflatoxinov moéze tento druh produkovat aj dalsie mykotoxiny, Kkyselinu
3- nitropropionovu a kyselinu cyklopiazonovu (Frisvad et al., 2006b). A. flavus ma
schopnost’ rast ako nedeStruktivny patogén (alebo komenzal) v pletivach réznych
rastlin, je schopny rast’ pri beznych skladovych teplotach vyssich ako chladnickovych
a pri nizkej vodnej aktivite. Je teda schopny rast’ v akejkol'vek komodite pri zhorSenych
predzberovych, zberovych a skladovacich podmienkach (Pitt et Hocking, 1999).
V stadii Nagel et Semeniuk (1947) sposobil spolu s druhom Penicillium chrysogenum
40 % stratu organického materidlu za 4 tyZdne a bol tieZ pri¢inou zvySené¢ho obsahu
mastnych kyselin v zrne kukurice. Spolu s drunmi A. fumigatus a A. niger (komplex-
pozn. autorky) su najvyznamnej$imi aspergilmi, spdsobujicimi zavazné ochorenia
u rizikovych skupin l'udi (Kozakiewicz, 1989, DeHoog et al., 2000). A. flavus bol tiez
pri¢inou aspergilozy vtakov (Ainsworth et Austwick, 1955. Podl'a: Kozakiewicz, 1989).
Druh je producentom vitaminov riboflavinu, tiaminu avitaminu C (Podla:
Kozakiewicz, 1989). Tento pozitivny aspekt je prevaZzeny mnozstvom negativnych.
Eurotium repens (34,25 %)- bola zaznamenana produkcia chloranizolov, ktoré mozu
sposobit’ neziaduci zapach v potravinach transportovanych v kontajneroch (Hill et al.,
1995. Podla: Pitt et Hocking, 1999). Produkuje pachnuce zluCeniny vratane
3-metyl-1-butanolu, 1-oktén-3-olu a 3-oktanénu (Sinha et al., 1985. Podla: Pitt et
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Hocking, 1999). Eurotium rubrum (24,66 %)- kli¢ivost' zrna pSenice, skladovaného
1 mesiac pri vlhkosti 17,0-17,2 % ateplote 25 °C, klesla po inokulacii zmesnou
kultarou E. rubrum, Aspergillus candidus (sensu lato; pozn. autorky) a A. restrictus
z93 na 25 % (t. j. 0 68 %; Papavizas et Christensen, 1960. Podl'a: Kozakiewicz, 1989).
Eurotium herbariorum skupina (23,29 %)- vid’ Eurotium repens a E. rubrum. Izolaty
st rezistentné voci kyseline sorbovej a sorbatu draselnému pri aplikacii v pekarenskych
vyrobkoch s vychodiskovym pH blizkym neutrdlnemu (Marin et al., 2003). Izolaty
E. herbariorum skupiny tvorili 60 % mykocendzy zrna pSenice s ,,chorym® alebo
poskodenym klickom, ¢o sa prejavilo diskoloraciou pSeni¢ného embrya (Milner et
Geddes, 1946. Podla: Kozakiewicz, 1989). Poskodené embrya sa pri mleti zrna javia
ako cierne Skvrny. Chlieb upeceny z takejto miky ma men$i objem anepriaznivy
zapach (Sorger-Domenigg et al., 1955. Podla: Kozakiewicz, 1989). Tato druhova
skupina bola tiez zodpovedna za zvySenie obsahu volnych mastnych kyselin v zrne
kukurice (Nagel et Semeniuk, 1947). Eurotium chevalieri (21,92 %)- bola
zaznamenand produkcia izoprénu, pri¢iny neziaduceho zapachu v pekarenskom vyrobku
(Berenguer et al., 1991. Podla: Pitt et Hocking, 1999). Druh je rezistentny voci kyseline
sorbovej asorbatu  draselnému  pri  aplikacii v pekarenskych  vyrobkoch
s vychodiskovym pH blizkym neutralnemu (Marin et al., 2003). Aspergillus fumigatus
(17,81 %)- producent tremorgénnych toxinov (Samson et al., 2007a). Termofil (Pitt et
Hocking, 1999), primarne osidl'ujiici rozkladajicu sa vegetaciu; spdosobuje v nej
spontanne zahrievanie (Cooney et Emerson, 1964. Podl'a: Pitt et Hocking, 1999). Druh
bol Casto izolovany z ,.horucich miest v zrne skladovanom na kanadskych farmach
(Wallace et Sinha, 1962. Podl'a: Kozakiewicz, 1989). O klinickej relevantnosti druhu
vid’ A. flavus. Spolu s druhmi Emericella nidulans a Aspergillus niger (komplex; pozn.
autorky) je Casto pri¢inou aspergilézy vtakov (Ainsworth et Austwick, 1955. Podla:
Kozakiewicz, 1989). Infekcia mladych vtikov je zvycajne fatdlna, dospelé vtaky
prezivaju, no v stupnujiicej sa oslabenej kondicii. Je spajany s mykotickou aborciou
U hospodarskych zvierat (Austwick et Venn, 1962. Podla: Kozakiewicz, 1989).
Aspergillus niger komplex (15,07 %)- xerofil (Pitt et Hocking, 1999). V studii Nagel et
Semeniuk (1947) sposobil spolu s druhom Penicillium chrysogenum 40 % stratu
organického materialu za 4 tyZzdne a bol tiez pri¢inou zvySeného obsahu mastnych
kyselin v zrne kukurice. Sposobil tiez pokles pH zo 6,0 na 3,4. O klinickej relevantnosti
vid® A. flavus. O aspergilézach vtakov vid A. fumigatus. A. niger (komplex, pozn.

autorky) je producentom vitaminov biotinu, tiaminu a riboflavinu (Podl'a: Kozakiewicz,
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1989), tento pozitivny aspekt je prevazeny negativnymi. Aspergillus versicolor
neurcena skupina (15,07 %)- Aspergillus versicolor je hlavny zdroj pachnucich
prchavych zla¢enin v zaplesnivenom zrne (Abramson et al., 1983, Sinha et al., 1988,
Borjesson et al., 1992. Podl'a: Pitt et Hocking, 1999) a hlavny zdroj sterigmatocystinu
Vv potravinach (Frisvad et al., 2007).

% Taxény s frekvenciou vyskytu < 13,7 % (detegované v pocte vzoriek < 10)
Aspergillus tritici- schopnost’ rast’ pri teplote 37 °C indikuje druh ako moznu pri¢inu
klinickych pripadov, pripisovanych v minulosti druhu A. candidus (Varga et al., 2007b).
Eurotium herbariorum/ rubrum- vid® Eurotium herbariorum skupina a Eurotium
rubrum. Aspergillus candidus sensu lato je xerofilny druh (Pitt et Hocking, 1999),
schopny rast’ na skladovanom obili s 15 % obsahom vlhkosti (Lacey et Magan, 1991.
Podla: Varga et al., 2007b) a zdvihnt’ vlhkost’ zrna na 18 a viac % a teplotu na 55 °C.
Je odolny vo¢i kyseline propionovej, pouzivanej ako konzervans skladovanych obilnin
(Miller et al., 1981. Podla: Pitt et Hocking, 1999) aje tolerantnej$i voci nizkym
koncentraciam kyslika ako védcsina aspergilov (Magan et Lacey, 1984. Podla: Pitt et
Hocking, 1999). O znizeni kli¢ivosti skladovaného zrna pSenice vid’ E. amstelodami
a E. rubrum. Spolu s Eurotium herbariorum skupinou sa podiel'a na diskoloracii
pSenicného embrya (Papavizas, 1957. Podla: Kozakiewicz, 1989). Bol tiez
zaznamenany ako pricina zvySenia obsahu volnych mastnych kyselin v kukurici (Nagel
et Semeniuk, 1947). A. clavatus- produkuje prchavé latky s vyraznym zapachom,
pripominajucim kvaseni kapustu. Moze spdsobit’ zvySovanie teploty a spontdnne
zahrievanie sladu (Flannigan et al., 1984, Flannigan, 1986. Podl'a: Pitt et Hocking,
1999). Je alergén (Andersen et Nielsen, 2008) a povodca ochorenia, oznacovaného ako
sladovnikove pl'uca (Riddle et al., 1968, Flannigan, 1986. Podla: Pitt et Hocking, 1999).
Emericella nidulans- nepravdepodobny kontaminant potravin (Frisvad et al., 2006b). Je
marginalny termofil (Lacey, 1980. Podl'a: Pitt et Hocking, 1999) a zaroven xerofil, ¢o je
nezvyCajnd kombinacia (Pitt et Hocking, 1999). O aspergilozach vtikov vid’
A. fumigatus. Je spajany s mykotickou aborciou u hospodarskych zvierat (Austwick et
Venn, 1962. Podla: Kozakiewicz, 1989). Druh bol detegovany ako pdovodca plicnych
1ézii u kona a somara (Tscherniak, 1928, Pinoy et Masson, 1915. Podl'a: Kozakiewicz,
1989). Aspergillus ochraceus sensu lato- ako uvadzaji Frisvad et al. (2004a), ako
A. ochraceus boli v studiach identifikované Casto druhy A. westerdijkiae a A. steynii.

Tieto druhy st najdolezitejsimi zo sekcie Circumdati, predstavujiicimi riziko produkcie
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ochratoxinu A Vv potravinach. Kym A. ochraceus produkuje vicsie alebo mensie
mnozstva ochratoxinu, ale nie konstantne, A. westerdijkiae a A. steynii si konstantnymi
producentmi ochratoxinu. Izolaty tychto druhov s Casté a vicSina z nich produkuje
vel’ké mnozstva ochratoxinu A. Dipaulo et al. (1994. Podla: Pitt et Hocking, 1999)
opisali pripad rendlneho zlyhania nésledkom inhalacie ochratoxinu A, pritomného
Vv sypke uzatvorenej nieckol’ko mesiacov a zaplesnivenej A. ochraceus (sensu lato- pozn.
autorky). A. westerdijkiae- konStantny producent velkych mnozstiev ochratoxinu
A (Frisvad et al., 2004a). A. versicolor skupina I1- vid’ A. versicolor neuréena skupina.

% Taxény s frekvenciou vyskytu = 1,37 % (detegované v singularnych

vzorkach)

Aspergillus cf. melleus- nekonstantny producent stopovych mnozZstiev
ochratoxinu (Frisvad et al., 2004a). A. parasiticus- vsetky zname izolaty produkujt
aflatoxiny skupiny B a G (Frisvad et al., 2006b). Izolaty ¢asto produkuji aflatoxiny
v ovela vyssich koncentraciach ako izolaty A. flavus (Pitt, 1993. Podl’a: Pitt et Hocking,
1999). A. restrictus- o0 zniZzeni kli¢ivosti skladovanej pSenice vid® E. amstelodami
a E. rubrum. Izolaty druhu zvysili obsah volnych mastnych kyselin v pokusne
skladovanom zrne pSenice (Christensen et Linko, 1963. Podl'a: Kozakiewicz, 1989).
Druh bol povodcom plucnych 1ézii u kralika (Marsalek et al., 1960. Podla:
Kozakiewicz, 1989). A. terreus- termofil (Pitt et Hocking, 1999). Je spajany
s mykotickou aborciou u hospodarskych zvierat (Austwick et Venn, 1962. Podla:
Kozakiewicz, 1989). Bol povodcom plicnych 1ézii u vtakov (Ainsworth et Austwick,
1955, Saez, 1961. Podla: Kozakiewicz, 1989). A. wentii- xerofil (Pitt et Hocking,
1999). Eurotium amstelodami/ chevalieri- vid® E. amstelodami aE. chevalieri.
E. cf. chevalieri- vid® E. chevaleiri. E. herbariorum/ repens- vid" E. herbariorum
a E. repens.

Pri detegovanych druhoch Aspergillus restrictus, A. sydowii, A. wentii, Eurotium
appendiculatum aE. cristatum nebola dosial popisana produkcia toxickych
metabolitov. Ostatné detegované taxony su potencialne producenty najmenej jedného
toxického metabolitu (Tab. 2). Schopnost’ produkovat mykotoxiny aflatoxin B;, G,
ochratoxin A, kyselinu cyklopiazonovii, sterigmatocystin a patulin v in Vvitro
podmienkach bola pri reprezentativnych izolatoch relevantnych druhov testovand TLC
metodou. In vitro produkcia d’alSich metabolitov bola pri vybranych izolatoch
skrinovana metédami HPLC-DAD alLC- MS/ MS. Zistend schopnost, resp.

neschopnost’” produkovat’ toxické metabolity je uvedena v tabulkach vysledkov
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mykologickych analyz v Prilohe 1 (Tab. 36, Tab. 37, Tab. 39, Tab. 40, Tab. 41, Tab. 42,
Tab. 43, Tab. 44, Tab. 45, Tab. 46, Tab. 47, Tab. 48, Tab. 50, Tab. 51, Tab. 52, Tab. 55,
Tab. 62, Tab. 63, Tab. 64, Tab. 68, Tab. 69, Tab. 70, Tab. 73, Tab. 74, Tab. 75, Tab. 76,
Tab. 79, Tab. 80, Tab. 83, Tab. 84, Tab. 85, Tab. 86, Tab. 87) a znazornena na Obr. 6.

CPA F
Zilinsky kraj

CPA+

PreSovsky kraj
CPA

Trenciansky kraj

CPA+
CPA+

Kosicky kraj

Banskobystricky kraj
Afs

Br

Nitriansky kraj
OTA 3xSC
CPA+ CPA

Obr. 6 Producenty mykotoxinov sensu stricto, detegované vo vzorkach s pévodom

v jednotlivych krajoch Slovenska (mapa: Mapy krajov, 2010)

PAT- patulin CPA- kyselina cyklopiazonovd; OTA-  ochratoxin  A;
SC- sterigmatocystin; F- mykotoxiny, produkované druhom Aspergillus fumigatus;
Afs- aflatoxiny; + pravdepodobny producent; cervenou farbou st zvyraznené
mykotoxiny, produkované endogénnymi izolatmi; ¢iernou mykotoxiny, produkované

izolatmi, detegovanymi na povrchu zrna a v zomletom zrne

Potencia produkovat toxicky metabolit indikuje moznu kontaminaciu zrna.
Toxiny moZzu byt pritomné aj vnevyklicenych propagulach mikromycét,
nachadzajtcich sa na a/ alebo vzrne (Wicklow et Shotwell, 1983. Podla: Pitt et
Hocking, 1999). Diverzita mykocendzy zrna je nielen druhova, ale aj rodova (Jesenska,
1987, Frisvad, 1995, TanCinova et Labuda, 2006). Jednotlivé toxiny moézu mat
synergicky ucinok (Frisvad et al., 2004a). Mnohé mykotoxiny mézu byt produkované
vo velkych mnozstvach v laboratornych podmienkach, ale nie nevyhnutne
Vv potravinach, krmivach alebo inych substratoch (Frisvad et al., 2007c). V obilninach,
ktoré nie st viditelne infikované hubami vo velkych mnozstvach, by mali byt
relevantnymi metodami zistené len nizke alebo velmi malé mnoZstvd mykotoxinov

(Frisvad, osobna komunikécia).
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4.3 Stadium izolitov jednotlivych taxonomickych skupin

Druhy st zoradené v zmysle vnutrorodového c¢lenenia rodu Aspergillus podla
Peterson (2008; Tab. 1). Autori taxénov a nazvy anamorf, uvedenych pri detegovanych
teleomorfnych druhoch, su v stlade s Index Fungorum (2010).

Podrod Aspergillus

Sekcia Aspergillus- rod Eurotium Link: Fr.- v 73 analyzovanych vzorkach zrna
obilnin bolo v 45 vzorkach zrna pSenice zaznamenanych spolu 1324 teleomorfnych
izolatov, morfologicky zaradenych do 6 druhov, 1 druhovej skupiny a 5 pomocnych
taxonov. Urcity podiel izolatov bol identifikovany na arovni rodu (Tab. 7). V désledku
homothalickosti rodu Eurotium boli kolonie izolatov tvorené vzdy teleomorfou
a anamorfou, ktorych podiely varirovali.

Zaznamenané taxony v poradi podl'a frekvencie ich vyskytu (Tab. 5):

¢ Eurotium amstelodami L. Mangin (anamorfa: Aspergillus vitis Novobr.),

< E. repens de Bary (anamorfa: Aspergillus repens (Corda) Sacc.),

% E. rubrum W. Bremer (anamorfa: Aspergillus ruber Thom & Church),

¢ E. herbariorum skupina,

¢ E. chevalieri L. Mangin (anamorfa: Aspergillus chevalieri L. Mangin),

% E. herbariorum/ rubrum,

< E. appendiculatum Blaser (anamorfa: Aspergillus appendiculatus Blaser),
E. cristatum Raper & Fennell (anamorfa: Aspergillus cristatus Raper & Fennell)
Malloch & Cain, E. herbariorum/ repens, E. cf. amstelodami, E.cf. chevalieri,
E. amstelodami/ chevalieri.

Zrelé zrno potravindrskej pSenice, komodita s nizkou vodnou aktivitou,
predstavuje substrat prirodzene osidlovany xerofilnymi eurdciami. Vzacnym nalezom je
izolacia zriedkavého druhu E. appendiculatum zo vzorky pSenice Spaldovej (Tab. 68;
Blaser, 1974/ 75; Hocking et Pitt, 1999). Druhy E. appendiculatum a E. cristatum
(Tab. 43) dosial’ neboli publikované na tizemi Slovenska (Tab. 30).

Eurotium appendiculatum

Druh popisal Blaser (1974/ 75) podla izolatu z idenej klobasy s pdvodom v Stéfa
(Svajéiarsko). Podla charakteru rastu druh zaradil do nim vytvorenej skupiny
E. echinulatum. SoSovicovité askospory, velké 6,2 + 0,7 x 4,8 + 0,5 pum, maju
Vv ekvatoridlnej rovine brazdu anepravidelné hrebene s nitovitymi hyalinnymi

priveskami, dlhymi 1-3,5 pm.
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Tab. 7 Izolaty rodu Eurotium zo zrna psSenice, zberanej v rokoch 2006-2008 na Slovensku, bez ohP’adu na izola¢né médium

rok: 2006 2007 2008 spolu

osidlenie zrna:| vnatro | povrch | zoml.z. | spolu | vnatro | povrch | zoml.z. | spolu | vnatro | povrch | spolu |2006-2008
taxon: sl DD B 0 I D O 0 A D O 0 D D D )0 I D D e D M4 M D D0 2 D Y . D))
E. amstelodami 4 12415 | 8 1 1 5 3311|615 8 1 1 12|70 |13 |101| 3 | 27| 13 |128| 30 | 231
E. appendiculatum 119 119 1 9
E. chevalieri 51112 | 4 51154 |5 |1]1]1]1 716 |5 ]1|3] 6 |94)|16] 116
E. cristatum 1| 4 1| 4 1 4
E. repens 3] 4 314 ]115]9 |2 |7 |3]9]15|106] 7 |50 |1 | 1|6 |51]24]|161
E. rubrum 2 | 2 2 |29 |42 |8 9 |52 | 7 | 84 7 | 84|18 | 138
E. cf. amstelodami 2 | 2 2 | 2| 2 2
E. cf. chevalieri 1] 4 1141 4
E. herbariorum sk. 8 |[132] 1 | 9 | 3 | 6 | 8 |148] 10 |14 10 [141| 18 | 289
E. herb./ repens 1] 4 1141 4
E. herb./ rubrum 4 | 4 4 144 (10| 1 1 11| 9 15
Eurotium sp. 2 5 1 1 2 3 3 9 | 11 |184| 2 7 11 1191|111 |90 | 7 |59 | 12 |149| 26 | 349
Eurotium 6 |50 5 (13| 3 | 4 6 | 67|20 (529| 8 |40 | 5 | 17 | 22 |586| 17 |584| 7 |123| 17 |671| 45 | 1324

zoml. z.- zomleté zrno; + pozitivne vzorky; Y. sucet izolatov; E.- Eurotium; cf.- confer; sk.- skupina; herb.- herbariorum; sp.- speciés
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Tab. 8 Charakteristiky rastu Eurotium appendiculatum MD 257 na médiach

so zniZenou vodnou aktivitou

det| 5 | 7. | 14,

teplota | médium | priemer [mm]

25°C |CY20S | 30 | 37 | 52 |askospoéry zmaturované na 9. deni

CY40S | 55 | 72 | 75 |askospoéry zmaturované na 7. deni

CYAS20 <5| 9 len anamorfa; na 14. den bol pozorovany zaciatok
tvorby plodnic
30°C |CY20S 0 0 |absencia rastu a germinacie
CY40S 23 | 79 askospory na 7 den pezmaturované; anamorfa
takmer absentuje na 7. aj 14. den
CYAS20 + |13 len anamorfa; na 14. deni bol pozorovany zaciatok
tvorby plodnic
37°C |CY20S 0 0
CY40S 0 0
CYAS20 0 0

CY20S- Czapkov agar skvasniénym extraktom a20 % sacharozy (Klich, 2002);
CY40S- CY20S, modifikovany zvySenim obsahu sacharézy na 40 %; CYAS20-
Czapkov agar skvasnicnym extraktom a5 % NaCl (Frisvad et Samson, 2004),

modifikovany zvy$enim obsahu NaCl na 20 %; + pritomnost’ rastu

Pitt (1985) dava E. appendiculatum do pozicie synonyma pre druh E. echinulatum
Delacr., tvoriaci najvacsie askospory vrode Eutorium. Priveskoviti ornamentiku
askospor vysvetl'uje defektnou prilnavostou hrebenov k telu askospory- javom, ktory je
prilezitostne pozorovany pri inych askomycétach. V Index Fungorum (2010) je uvedené
ako samostatny platny druh. Odhliadnuc od rozdielnych nazorov na taxonomické
zaradenie, izolacia je zriedkava. Blaser (1974/ 75) uvadza, ze druhy skupiny
E. echinulatum osidl'uji chlieb a iné potraviny. Rasti vSak pomaly aj v optimalnych
podmienkach a tato slaba vitalita vysvetl'uje ich zriedkavy zachyt. V Tab. 8 je tempo
rastu izolatu MD 257 na médiach so zniZenou vodnou aktivitou. Makroskopicka
a mikroskopicka fotodokumentacia je na Obr. 7, Obr. 8, Obr. 9. V porovnani
s ostatnymi izolovanymi druhmi, izolaty E. appendiculatum vytvarali po 5 dnoch
kultivacie mohutné biele mycélium, pripominajice rod Fusarium. Na médiu CY40S bol
rast najrychlej$i, mycélium na 7. dent kultivacie prerastalo 90 mm Petriho misku.

Zaujimavou fyziologickou vlastnost'ou bola absencia rastu na CY20S pri teplote 30 °C.
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Obr. 7 Makroskopicky vzhPad Eurotium appendiculatum MD 257, 7. a 14. den kultivacie

1- CY40S (Czapkov agar s kvasni¢nym extraktom a 20 % sachardzy; Klich, 2002, modifikovany zvySenim obsahu sachardzy na 40 %),
kultivacia v tme, pri teplote 25 °C, 7. den; 2- CY40S, kultivacia v tme, pri teplote 25 °C, 14. den; 3- detail kolonie: Czapkov agar s kvasni¢nym
extraktom a 5 % NaCl (Frisvad et Samson, 2004), modifikovany zvySenim obsahu NaCl na 20 %, kultivacia v tme, pri teplote 30 °C, 14. den;
4- detail kolonie: CY40S, kultivacia v tme, pri teplote 30 °C, 14. den; 5- reverz: CY40S, kultivéacia v tme, pri teplote 25 °C, 14. den
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pohlad in situ: 1- konidialna hlavica s retazcami konidii; 2- kleistotécia; pohlad
V preparate s laktofenolom: 3- nezrelé kleistotécia, mierka= 200 pm; 4- konidia;

5- vezikulum s fialidami; 6- kleistotécium, mierka= 50 um
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Obr. 9 Mikromorfologia Eurotium appendiculatum MD 257, 2. ¢ast’

1- zrelé Kkleistotécium: a- uvolnené vrecka s askosporami, b- lyza steny plodnice
a uvolnenie vreciek, c- stena plodnice, mierka = 50 um; 2- vrecka s askosporami:
a- lyza steny vrecka a uvol'nenie askospor, mierka = 20 um; 3- askospory: a- vo vrecku,
b- uvolnené, mierka = 20 um; 4- spory: a- konidia, b a c- askospory, lateralny a celny

pohl'ad, d- privesky, mierka = 10 pm

Eurotium cristatum
Druh je niekedy zamienany s E. amstelodami. Askospory E. cristatum su vsak
0 nie¢o vidsie (dizka, vratane hrebefiov, do 6 pm) a nestvisle ornamentované jemnymi

thlicami. Kleistotécid si obklopené zltymi hyfami (Pitt et Hocking, 1999). Uvedeni
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autori tento druh izolovali zriedkavo, z prehriateho jahodového pyré a filipinskych
arasidov a Paride et al. (2001) popisuje izolat z vlhkej zatravnenej pody pri jazere Kara
Kuri v Cine. Makroskopickd a mikroskopicka fotodokumentacia izolatu MD 13 je
Vv praci Milova (2010).

Eurotium repens, E. rubrum, E. herbariorum skupina

Eurotium repens de Bary a E. rubrum W. Bremer patria medzi najbeznejSie sa
vyskytujuce druhy rodu Eurotium Link:Fr. (Pitt et Hocking, 1999). Spolu
s E. herbariorum Link st blizko pribuzné (Pitt et Hocking, 1999; Klich, 2002)
a navzajom podobné. Patria do skupiny E. herbariorum (Blaser 1974/ 75). Od dalsich
frekventovanych druhov, E. amstelodami a E. chevalieri (Pitt et Hocking, 1999, Klich,
2002, Samson et al., 2002a), sa odlisuji ako ornamentikou askospor, tak aj absenciou
rastu pri teplote 37 °C (Butinar et al., 2005). Nazory autorit na delimitéciu a samostatni
identitu E. repens, E. rubrum a E. herbariorum boli rozdielne uz v minulosti (Domsch
et al., 1980. Podla: Klich, 2002; Blaser, 1974/ 75, Pitt, 1985) a rozdielnymi ostavaju
doposial. Podl'a Pitta (osobnd komunikacia) su vSetky tri druhy platné; vyskyt
E. rubrum je casty v porovnani so zriedkavejSim druhom E. herbariorum. Podla
Frisvada (osobna komunikacia) je existenciu separatnych druhov E. rubrum
a E. herbariorum potrebné preskumat. V Index Fungorum (2010) st vSetky tri uvedené
ako samostatné druhy. Podobna a malo vyrazna ornamentika askospor st'azuje druhovl
identifikdciu vysSie vymenovanych druhov. Na ndjdenie pomocného kultivaéného
identifika¢ného znaku, odliSujiceho tieto druhy, bola zamerand Cast’ experimentalnej
prace sizolatmi skupiny E. herbariorum. Sledovanie tempa rastu na médiach so
znizenou vodnou aktivitou (CY20S, CY40S, CYAS, CAYS20) pri simultinnom pouziti
teplot 25 a 30 °C bolo nadviazanim na sériu kultivacii v BioCentre DTU pod vedenim
prof. Frisvada. Cast’ experimentov prebichala v spolupraci s Ing. Veronikou Milovou.
V jej praci (2010) je bohata dokumentéicia vzhl'adu, tempa rastu a mikrometrickych
charakteristik viacerych MD izolatov eurdcii. Ich Cisla su v citovanej a predkladanej
praci zhodné. Izolaty boli po 7 ditoch kultivéacie na zéklade makroskopicky pozorovane;j
podobnosti (vel'kost’ kolonie, intenzita sporulacie, vysledné zafarbenie) na CY20S pri
25 a30 °C zaradené do dvoch skupin. Skupinu 1 tvorili izolaty spolu s kmetiom
E. repens MD 86. Rast a sporulacia na CY20S boli porovnateI'ne intenzivne pri oboch
teplotach. Kolonie pokryvali takmer cely povrch 90 mm Petriho misiek. Farba kolonii
bola po 14 dioch kultivacie tmavo zelena, na miestach s plodnicami svetlo zlta (Obr.

10). Izolaty boli identifikované ako E. repens. Skupinu 2 tvorili izolaty spolu
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s kmenom E. rubrum MD 123. Rast a sporulacia na CY20S boli pri sledovanych
teplotach rozdielne. Pri teplote 25 °C bol rast v porovnani so skupinou 1 slabsi, kolonie
boli menSie, sporuldcia dobra. Pri teplote 30 °C rastli izolaty skupiny 2 vel'mi slabo,
vel'kost’ kolonii bola mensSia ako 1 cm a sporuldcia bola pozorovana len v strede kolonii.
Kolonie Casti izolatov z tejto skupiny boli po 14 dioch kultivacie zafarbené na ¢erveno.
Tieto izolaty boli identifikované ako E. rubrum. Izolaty bez pritomnosti ¢ervenych
ploch v koloniach boli zaradené do pomocnej skupiny E. herbariorum/ rubrum. Uréity
podiel izolatov vytvaral pri kultivacnej teplote 25 °C po 7 dioch stredne vel'ké a dobre
vysporulované koloénie a pri teplote 30 °C boli koldnie o nieCo mensie, ale intenzivne
vysporulované. Po 14 ditoch mali kolénie hnedooranzové a hnedocervené plochy. Tieto
izolaty boli rovnako zaradené do pomocnej skupiny E. herbariorum/ rubrum (Obr. 10,
Obr. 11). Na médiu CY40S boli izolaty kultivované pri teplote 37 °C. Maly podiel
izolatov vytvaral na 14. den malé, pavucinové, nevysporulované kolonie. Na médiu
CYAS pri teplote 25 °C bola pozorovana tvorba purpurového pigmentu malym
podielom izoldtov druhu E. repens. Na médiu CYAS20 vytvéarali izolaty vo
vSeobecnosti nepravidelné kolonie. Pri teplote 25 °C bola sporulacia vel'mi slaba. Rast
a sporulacia boli pri vSetkych izolatoch najlepsie pri teplote 30 °C. Pri teplote 37 °C bol
zaznamenany rast 12 z 13 izolatov E. repens (11-14 mm) a 2 z 10 izolatov pomocnej
skupiny E. herbariorum/ rubrum (2; 7 mm).

V Tab. 9 je sumarizované tempo rastu izolatov druhov rodu Eurotium,

zaznamenavané priebezne pocas Studia.

Tab. 9 Tempo rastu izolatov druhov rodu Eurotium zo pSenice slovenského povodu

priemer kolénii CY20S na 7. dei kultivacie [mm]
teplota: 25°C
Studované Pitt et Hocking 30 °C 37°C

taxon: izolaty (1999)
E. amstelodami 37 (33; 43) 30-45 * 38 (35; 42)
E. appendiculatum 37 0 0
E. chevalieri 43 (30, *) 45-65 * 36 (23, %)
E. cristatum 34 24 0
E. repens 49 (41, *) 45-65 41 (23, %) (0)
E. rubrum 36 (28; 47) 35-60 24 (12; 40) (0)
E. herbariorum skupina | 34 (25; 44) 0 (0)]

CY20S- Czapkov agar s kvasni¢nym extraktom a 20 % sacharozy (Klich, 2002); *tri
kolonie pokryvali cely povrch 90 mm Petriho misky; E.- Eurotium
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)
P

MD 399: CY20S 25°C. 8d CY20S 30°C.7d

N 5

MD 450: CY20S 25°C. 8d CY20S 30°C.7d

Obr. 10 Eurotium repens Obr. 11 Eurotium herbariorum/ rubrum

CY20S- Czapkov agar s kvasnicnym extraktom (Klich, 2002); d- defi; MD 189- vzorka 13/ 2007, vnutro zrna; MD 450- vz. 5/ 2008, vnttro zrna;
MD 154- vz. 12/ 2007, vautro zrna; MD 399- vz. 30/ 2007, vnutro zrna
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Tab. 10 Extrolity eurocii izolovanych zo zrna pSenice slovenského povodu (zber rokov 2006-2008), detegované metodou HPLC-DAD

extrolity

Eurotium amstelodami

Eurotium chevalieri

Eurotium repens

Eurotium rubrum

MD 95

MD 180

MD 443

MD 91

MD 212

MD 284

MD 189

MD 239

MD 292

MD 331

MD 450

MD 120

MD 119

MD 154

MD 399

auroglaucin

+

antrachinony

antrachinony?

asperentiny A

cervené antrachinony

cervené metabolity

echinulin

epiheveadrid

epiheveadrid A

flavoglaucin

neoechinulin A

fyscion

,,glabrinol*

oranzove metabolity

questin

cf. questin

questin?

HPLC-DAD- vysokotlakova kvapalinova chromatografia s detekciou sustavou dioéd (Frisvad et Thrane, 1987, s minoritnymi modifikaciami

podla Smedsgaard, 1997); MD 95yzorka 17/ 20086, povrch zrna; MD 180y/7. 18/ 2007, vnutro zrna; M°*®vz. 5/ 2008, vnutro zrna; M° *'vz. 20/ 2006,

MD 212 MD 284, MD 189 MD 239

vnutro zrna; vz. 30/ 2007, vnutro zrna; vz. 1/ 2008, vnutro zrna; vz. 13/ 2007, vnltro zrna; vz. 23/ 2007, vnutro zrna;

MD2%2y;7. 25/ 2007, vntitro zrna; M°*vz. 1/ 2008, vnutro zrma; MP*%vz. 5/ 2008, vnutro zrna; MP %%z, 8/ 2007, vnatro zrna; MP 1%z, 11/ 2007,

MD 154 MD 399

vnutro zrna; vz. 12/ 2007, vnutro zrna; vz. 30/ 2007, vnutro zrna
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Tab. 11 Atoxinogenita eurdcii izolovanych zo zrna psenice slovenského povodu (zber rokov 2006-2008), potvrdena TLC metédou

druh izolat aflatoxin B, | sterigmatocystin
MD 95, MD 180, MD 354, MD 200, MD 443 i ]
Eurotium amstelodami MD 93, MD 26

Eurotium cf. amstelodami MD 503 - i

MD 97, MD 91, MD 212, MD 272, MD 284, MD 514

Eurotium chevalieri MD 92, 1. MD 98,2

Eurotium cristatum MD 13 i

Eurotium repens MD 165, MD 164, MD 171, MD 173, MD 189, MD 239, MD 332, MD 292 _ _

Eurotium rubrum MD 120 - -

Eurotium herbariorum skupina | ™P %01 MP 302 MD 309, MD 310, MD 228 - -

TLC- tenkovrstvova chromatografia (Samson et al., 2002b, s modifikaciou podla Labuda et Tancinova, 2006); MP %y zorka 17/ 2006, povrch
zrna; MP 1807 18/ 2007, vnutro zrna; MD354\,7. 28/ 2007, vnutro zrna; MD 200,,; 30/ 2007, povrch zrna; MD443y/7. 5/ 2008, vnutro zrna; MD 937 13/
2006, vnutro zrna; M° %vz. 20/ 2006, vnutro zrna; M'°>®vz. 12/ 2008, vnutro zrna; M° ¥'vz. 17/ 2006, povrch zrna; MP *'vz. 20/ 2006, vnutro zrna;
MD 2127, 30/ 2007, vnutro zrna; MP 2"?vz. 1/ 2008, povrch zrna; MD 284,71/ 2008, vnutro zrna; P vz, 16/ 2008, vnutro zrna; MP %vz. 17/ 20086,
povrch zrna; Yz, 17/ 2006, vnutro zrna; MD 98,27, 19/ 2006, vnutro zrna; MD13yz. 19/ 2006, vnutro zrna; MD 185z, 11/ 2007, zomleté zrno; MD 164,
MD 1737 13/ 2007, zomleté zrno; MP *"tvz. 13/ 2007, povrch zrna; MD 189,713/ 2007, vnutro zrna; MP?*vz. 23/ 2007, vnutro zrma; MP 3%z, 24/
2007, vnutro zrna; “'° *vz. 25/ 2007, vnutro zrna; “'° **°vz. 8/ 2007, vniitro zrna; MP 30 MP 302 M 309 MBSI07 54/ 2007, vniitro zrna; M° vz, 30/

2007, vnutro zrna
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Butinar et al. (2005) analyzovali metabolické profily izolatov Eurotium amstelodami,
E. chevalieri, E. herbariorum, E. rubrum a E. repens rozneho povodu. Vsetky
produkovali echinulin, neoechinulin A-D, fyscion, flavoglaucin, auroglaucin,
dihydroauroglaucin a tetrahydroglaucin. E. repens dalej produkovalo asperentin
a E. rubrum ¢ervené antrachinony. V stadii Slack et al. (2009) produkovali izolaty
druhov E. amstelodami, E. rubrum aE. herbariorum rovnaké spektra metabolitov:
neoechinulin A a B, epiheveadrid, flavoglaucin, auroglaucin, izotetrahydroglaucin,
echinulin, preechinulin, questin. Izolaty E. herbariorum produkovali tieZz kladosporin
a metabolity podobné kladosporinu. Vysledky uvedenych studii sa liSia v produkcii
asperentinov (syn. kladosporinu)- v prvej studii boli producentmi kmene E. repens,
v druhej E. herbariorum. Extrolity reprezentativnych izolatov zo pSenice slovenského
povodu st uvedené v Tab. 10. Analyzy boli vykonané na rovnakom pracovisku ako
v stadii Butinar et al. (2005), slovenské izolaty vsak boli kultivované na CYAS a kmene
uvedenej Stadie na CY20S. Je pravdepodobné, Ze pouzité kultivaéné médium ukazalo
limitované spektrum metabolitov (Kap. 4.4). Izolat E. repens MD 292 produkoval
cervené antrachinony, ktoré v Studii Butinar et al. (2005) produkovali len kmene druhu
E. rubrum. Vsetky skrinované kmene v §tudii Slack et al. (2009) produkovali velké
mnozstvd uvedenych metabolitov, s vynimkou vyrazne mensich mnoZstiev
epiheveadridu, vyprodukovaného kmefimi E. rubrum. Ako dalej uvadzaji autori,
chemotypy kozmopolitnych eur6cii sa javia byt nezavislé od regionu a povodu. Hanson
(2008) sumarizuje vyskum pigmentov eurodcii autormi Raistrick et al; auroglaucin je
oranzovo-&erveny pigment. Cervené pigmenty eurécii niekedy krystalizuju na mycéliu
v tvare ihlic. KryStaly boli pozorované v mycéliu niektorych izolatov Eurotium rubrum
Obr. 12. Ako sumarizuju Frisvad et al. (2006a), eurdcia boli publikované ako
producenty aflatoxinov, sterigmatocystinu, ochratoxinu A a citrininu. Tieto Uidaje vSak
boli zroznych pri¢in mylné a produkcia uvedenych mykotoxinov eurdciami sa
relevantnymi metdédami dosial’ nepotvrdila. Negativne boli aj vysledky skriningu spolu
38 izolatov 5 druhov a 2 pomocnych taxénov eurocii v predkladanej praci (Tab. 11).
Sekcia Restricti- zo sekcie bolo zo 73 analyzovanych vzoriek zrna obilnin len
v jednej vzorke zrna pSenice detegovanych spolu 7 izolatov, patriacich do druhu
Aspergillus restrictus G. Smith (Tab. 12). Je pravdepodobné, ze pri pouziti d’alSicho
izolatného média s vyrazne znizenou vodnou aktivitou, by bolo vo vzorkéich

zachytenych viac izolatov zo sekcie (Pitt et Samson, 1990, Klich, 2002).
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Obr. 12 Krystaly pigmentov na mycéliu Eurotium rubrum MD 328 (vzorka 24/

2007, povrch zrna) in situ a v preparate

Aspergillus restrictus

Druh je velmi rozSireny asohladom na nenapadny habitus pomerne casto
diagnostikovany na obilnindch a inych suSenych potravinach (Pitt et Hocking, 1999).
Spolu s blizko pribuznym druhom A. caesiellus Saito tvoria na rozdiel od
A. penicillioides cylindrické konidie, ktoré pri dozreti ostavaju cylindrické alebo
nadobudaju sudkovity tvar. Dolezitym rozliSujicim fyziologickym znakom je tempo
rastu na CY20S pri 25 °C; A. restrictus vo vSeobecnosti dosahuje za 7 dni menej
(16-20) a A. caesiellus viac (20-30) ako 20 mm. A. restrictus nerastie pri 37 °C,
niektoré izolaty A. caesiellus maji pomaly (do 6 mm za 7 dni na CY20S pri 25 °C) rast.
Drsné konidie A. restrictus st mensie (45,5 um) ako ihlicovito ornamentované konidie
A. caesiellus (4; 5-6; 9 um). HruSkovité vezikula A. restrictus (10—15 pum v priemere)
st porasten¢ fialidami len v apikdlnej hemisfére (Pitt et Samson, 1990). Druh je
negativne fototrofny (Welty et Christensen, 1965). Zistené priemery kolonii
reprezentativneho izolatu MD 184 na rdznych kultivacnych médiach su uvedené v Tab.
13. Zistené mikroskopické znaky: priemer vezikula 10 (8; 12) um, Sirka konidioforu
pod vezikulom 4-5 um, fialidy dlhé 7-9 um rastiice na vrchnej Casti vezikula, konidie
sudkovité¢ a drsné, dlhé 4 asSiroké 3 pm. Boli pozorované nerovné (pokrutené)
arozdvojené (tvoriace 2 vezikuld) konidiofory, tiez septovanost’ stopky konidioforov.

Druh produkuje cytotoxin restriktocin (Brandhorst et Kenelay, 1992).
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Tab. 12 Izolaty rodu Aspergillus zo zrna pSenice a jaémena, zberanych v rokoch 2006-2008, bez ohl’adu na izola¢né médium

rok 2006 2007 2008 spolu

osidlenie zrna| wvnatro | povrch | zoml.z. | spolu vnutro | povrch | zoml.z. | spolu vnutro povrch spolu 2006-2008
taxon il BT N D) . D D I D N D S . D D e D0 i 0 D A D M M. D Y M. D Y . D)
A. candiduss. I. 101 ]1]1 11222 ]|4]3" |5 |36 |35
A. clavatus 2 | 3 2 | 3 1] 3 1131221 1 2 3 5 9
A. flavus 6 |8 |2 [3|1|1|8|12|9(69|6 |6 | 2|6 |12]81| 9 |587| 6 |110°| 11 |697"| 31 | 790"
A. fumigatus 3] 3 313|243 |53 |5 |7 |14]1]1]|2 3 3 4 |13 ] 21
A. cf. melleus 111 171 1 1
A. niger komplex 2 |22 3|11 ]4]6|2]|3 3 4 2 | 5 5 3| 10 | 11| 22
A. ochraceuss. |. 11 11111 1 2 | 2 1 8 8 4 11
A. parasiticus 111 1 1 1 1
A. restrictus 117 1 1 7
A. sydowii 1 1 1 1 1 1 1 6 2 7 2 2 2 2 5 10
A. terreus 1|2 1 1 1] 3 1 3
A. tritici 11111 2 | 2|28 |13 3 | 46 2 | 23 | 2|23 | 7|71
A. tubingensis 1|1 11111 1 2 2
A. versicolor 1. sk. 111 (11 111 1 1 1 1 1 3 3
A. versicolor n. sk. 2 | 3 2 | 3 318|234 |11|1|1]4 3 7 9 21
A. wentii 2 | 3 2 3 2 3
A. westerdijkiae 2 | 2 2 (2111 111 1 2 1 2 4 5
Aspergillus sp. 11 1] 1|9 |34|5|55/|2[10[13|99| 4 |8 | 8 | 97" | 9 |182"| 23| 282"
Aspergillus 8 |15|10 |18 | 2 | 3 |14 |36 |16 [124| 12 |126| 9 | 35 | 24 |285| 12 |678| 15 | 288" | 16 | 966 | 54 | 1287

zoml. z.- zomleté zrno; + pozitivhe vzorky; Y sucet izolatov; A.- Aspergillus; s. I.- sensu lato; cf.- confer; sk.- skupina; n.- neuréena; sp.- specieés;

"pocet nie je uplny

72




Tab. 13 Priemer kolénii A. restrictus MD 184 na 8. den kultivacie

teplota|  25°C 3°Cc | 37°C

kultivacné médium priemer kolonii [mm]
CY20S 16 11,11, 14 0
CY40S 16, 17 12,14 0
CYAS 10, 10, 12 5,9,10 0
CYA20S 7,8,8 9,911 0
Ccz 5,6,6

CYA 8, 12 0
MEA 7,8,8

YES 6,7,8

OA 6,7,7

CYA- Czapkov agar s kvasni¢nym extraktom; CY20S- Czapkov agar s kvasni¢nym
extraktom a20 % sachardzy; MEA- agar so sladinovym extraktom (Klich, 2002);
CY40S- CY20S modifikovany navySenim sacharézy na 40 %; CYAS- Czapkov agar
s kvasniénym extraktom a5 % NaCl (Frisvad et Samson, 2004); CYAS20- CYAS
modifikovany navySenim NaCl na 20 %; CZ- Czapkov agar (s pridavkom roztoku
stopovych prvkov); OA- agar s extraktom z ovsenych vlo¢iek; YES- agar s kvasni¢nym

extraktom a sachar6zou (Samson et al., 2002a)

Podrod Fumigati

Sekcia Fumigati- v 73 analyzovanych vzorkach zrna obilnin bolo v 13 vzorkach
zrna pSenice zaznamenanych spolu 21 anamorfnych izolatov, morfologicky zaradenych
do druhu A. fumigatus Fresen. (Tab. 12).

Aspergillus fumigatus

Po roku 1993 boli popisané auznané za platné Styri podobné druhy:
A. fumisynnematus (1993), A. fumigatiaffinis, A. lentulus, A. novofumigatus (2005). Ich
makro- a mikro- morfologické charakteristiky sa navzajom prekryvaji a svetelnou
mikroskopiou je naro¢né ich odlisit" (Samson et al., 2007a). Z izolatov aspergilov,
uchovavanych v zbierke, bolo vybranych celkovo 9 reprezentativnych, pochadzajicich
zo 6 roznych vzoriek (Tab. 14) a tie boli morfologicky a fyziologicky studované podla
Samson et al. (2007a). Mikromorfologia bola sledovana na 7. den kultivacie na MEA.
Izolaty hojne vytvarali tmavozelené konidiofory s hruskovitym vezikulom, uniseridtne
porastenym fialidami v hornych dvoch tretindch plochy. Konidie boli drobné, gul'ovité
(pri  niektorych izolatoch okrem nich aj elipsovit¢), ornamentované dobre

pozorovate'nymi ostiami. Mikrometrické charaktiristiky st uvedené v Tab. 14.
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Tab. 14 Fyziologické a morfologické charakteristiky izolatov druhu Aspergillus fumigatus zo zrna psenice slovenského povodu

fyziologia mikromorfologia [um]

CYA |CYA |CREA konidie priemer fialidy | Sirka konidioforu
MD |10°C |50°C |rast | produkcia kyselin vezikula pod vezikulom
28 - + slaby slaba 2(2;3)x3(2;3) 17 (10; 29)
56 - + slaby ziadna 3(2;3);2(2;3)x3(3;4) [22(18;25) |[6(57) |57
57 - + slaby ziadna 3(2;3) 20(18;24) |54, 7) |6(4;8)
153 - + slaby ziadna 2(2;3) 21 (17;27) |6(5;7) |6 (4;6)
162 - + slaby Ziadna 3(2;3) 20 (16; 31)
233 - + slaby slaba 2(2;3);2x3 19 (15;24) [6(5;7) |5(4;6)
366 - + slaby slaba 3(2;3) 16 (11;25) |6(5;7) |6(4T7)
408 - + slaby slaba 2(2;3)x3(2;3) 17 (13; 20)
466 - + slaby slaba 3(2;3) 19 (15;25) |7(6;7) |7(5;12)

MD 28- vzorka 19/ 2007, povrch zrna; MD 56, MD 57- vz. 17/ 2006, povrch zrna; MD 153- vz. 7/ 2007, povrch zrna; MD 162- vz. 15/ 2007,
povrch zrna; MD 233, 408- vz. 30/ 2007, vnutro; MD 366- vz. 30/ 2007, zomleté zrno; MD 466- vz. 5/ 2008, povrch zrna; CYA- Czapkov agar

S kvasni¢nym extraktom (Klich, 2002); CREA- agar s kreatinom a sachar6zou (Samson et al., 2002a); - absencia rastu; + zaznamenany rast

P

Obr. 13 Purpurovy pigment kultary Aspergillus fumigatus MD 233 (CYA, 25 °C, 7 dni)
MD 233- vzorka 30/ 2007, vnutro zrna; CYA, 25, 7d- kultivaicia na Czapkovom agare skvasniénym extraktom (Klich, 2002)
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Vsetky izolaty rastli a sporulovali veI'mi dobre na CYA, CZ, MEA, YES, OA pri
teplotdich 25 a37 °C. Kolonie boli matné, tmavozelené az tyrkysové, na povrchu
s jemnou vrstvou sivych hyf. Biely sterilny lem bol dobre viditelny na YES. Tvorba
hnedocerveného pigmentu (Obr. 13) bola pozorovana pri vSetkych izolatoch
s vynimkou MD 56 a vyrazna bola najma na CYA 37, CZ a CYA. Rast na CREA bol
slaby, pavuéinovy a pri 5 izolatoch bola pozorovana slaba produkcia kyselin. Ziaden
Z izolatov nerastol pri 10 °C (pritomnost’ inokula bola potvrdena néaslednou inkubéciou
pri laboratornej teplote) a vsetky rastli pri 50 °C (Tab. 14).

Tab. 15 Extrolity produkované slovenskymi izolatmi Aspergillus fumigatus

metdda | extrolit: izolat: MD 56 MD 408 MD 233 MD 366

HPLC- | 3-0-metyl-stlochrin + + +
DAD | cf. fischerin
fumagilin +i + +

fumigaklavin +

fumigaklavin C

fumigatin A

fumiquinazolin

fumiquinazolin A +

fumitremorgin A + + +

fumitremorgin A/ verukulogén +

fumitremorgin B +
kyselina helvolova + +
pseurotin A + +
TR-2/ fumitremorgin C + +
trypacidin + + +
verukulogén? +

HPLC-DAD- vysokotlakova kvapalinova chromatografia s detekciou sustavou diod
(Frisvad et Thrane, 1987, s minoritnymi modifikaciami podla Smedsgaard, 1997);

MD 56- MD 408, MD 233VZ.

+ vysledok skriningu pozitivny; vzorka 17/ 2006, povrch zrna;
30/ 2007, vanutro zrna; MD 386y, 30/ 2007, zomleté zrno; Stopy

Velkost’ kolonii varirovala od 1 do 5 cm a farebnost’ od krémovej po svetli olivovo
zelent. Pritomnost’ len cielového inokula bola overend mikroskopicky. VSetky zistené
charakteristiky izolatov su v sulade s druhom A. fumigatus sensu Samson et al. (2007a).
Vynimkou je ornamentika konidii- nami pozorovana ostnitd vS. hladka az mierne
zdrsnend. Niektoré charakteristiky sa prekryvaji s popisom vysSie vymenovanych

podobnych druhov. Pomocnym znakom pre identifikaciu 5 izolatov bola zistena slaba
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produkcia kyselin na CREA; produkcie kyselin su schopné len A. fumigatus (slabo)
a A. fumigatiaffinis (dobre). Urcujucim znakom, veducim k diagnostikacii druhu
A. fumigatus Fres., bola schopnost’ izolatov rast’ pri teplote 50 °C a neschopnost’ rast’ pri
10 °C (Tab. 14). Ostatné uvedené druhy st naopak schopné rast’ pri 10 °C a neschopné
rast’ pri 50 °C. Pri 4 izolatoch bol analyzovany metabolicky profil (Tab. 15). Najdené
aristolity fumagilin, fumitremorginy, trypacidin, pseurotin A, 3-0-metyl-salochrin
a fumiquinazoliny su typické pre A. fumigatus a 4 podobné druhy ich neprodukuju.
Posledné dva uvedené metabolity su v sekcii Fumigati produkované len druhom
A. fumigatus. Fischerin a TR-2 toxin produkuje v sekcii Fumigati Neosartorya fischeri
a fumigatiny N. ferenczii (Samson et al., 2007a). Produkcia mykotoxinu gliotoxinu
nebola zistena pravdepodobne v dosledku pouzitia nevhodnych kultivaénych
podmienok (Pena et al., 2009). Fumigatin A je pigment, jeho farba sa v alkalickom
prostredi meni zo zltohnedej na vyrazne purpurovu (Hanson, 2008). Ako je spomenuté
vyS$§ie, purpurova pigmentacia (Obr. 13) bola pozorovana pri kultivaciach vsetkych
izolatov okrem MD 56.

Sekcia Clavati- v 73 analyzovanych vzorkach zrna obilnin bolo v 5 vzorkach
zrna pSenice zaznamenanych spolu 9 anamorfnych izolatov, morfologicky zaradenych
do druhu A. clavatus Desm. (Tab. 12).

Aspergillus clavatus

Spolu tri izolaty (Tab.47) boli uréené do druhu podla pozorovanych
morfologickych znakov. Reprezentativne izolaty zvySnych 4 pozitivnych vzoriek boli

popri morfoldgii skrinované TLC metddou na in vitro produkciu patulinu (Tab. 16).

Tab. 16 Extrolity slovenskych izolatov Aspergillus clavatus

metoda | extrolit izolat | MD 21 MD 47 MD 407 ZB 62

TLC patulin -
HPLC- | kotanin
DAD LN

LN 2

orlandin

+

siderin

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

tryptoquivaliny

tryptoquivalon A +

TLC- tenkovrstvova chromatografia (Samson et al., 2002b, s modifikaciou podla
Labuda et Tancinova, 2006); HPLC-DAD- vysokotlakova kvapalinovd chromatografia

s detekciou sustavou diod (Frisvad et Thrane, 1987, s minoritnymi modifikaciami podl'a
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(pokracovanie Tab. 16) Smedsgaard, 1997); - negativny vysledok; + pozitivny
vysledok; MP#vzorka 13/ 2006, povrch zrna; M°*vz. 17/ 2006, povrch zrna; P vz,
1/ 2008, povrch zrna; %2 %2vz. 2/ 2008, vnutro zrna

Pri singularnom izolate (Tab. 37) produkcia nebola potvrdena. Negativny vysledok
V tomto pripade mdze poukazovat’ na dve mozné reality: a) izolat je neproduktivny, ¢o
indikuje diagnézu A. clavatonanicus, podobného druhu A. clavatus; b) potencial izolatu
produkovat’ patulin je pod hranicou detegovatel'nosti pouzitej metddy. Reprezentativne
izolaty vzoriek 2/ 2008, 17/ 2006 a 1/ 2008 produkovali patulin. Mykotoxin okrem
A. clavatus produkuju v sekcii Clavati A. giganteus a A. longivesica. Ako je naznacené
Vv ich pomenovani, od A. clavatus sa lisSia mohutnej$imi rozmermi fertilnych hyf (Varga
et al., 2007a). Metabolicky profil reprezentativnych izolatov z dvoch poslednych
uvedenych vzoriek bol doplneny HPLC-DAD analyzou (Tab. 16). Bola detegovana
produkcia kotaninov, ktoré spolu s patulinom tvoria jedine¢ni kombinaciu pre druh

A. clavatus (Varga et al., 2007a).

Podrod Circumdati

Sekcia Circumdati- v 73 analyzovanych vzorkach zrna obilnin bolo
v 7 vzorkach zrna pSenice a singularnej vzorke jaCmena siateho zaznamenanych spolu
17 anamorfnych izolatov, zaradenych do druhov (v poradi podla frekvencie vyskytu;

Tab. 5, Tab. 12):
¢+ Aspergillus ochraceus sensu lato; Aspergillus westerdijkiae Frisvad & Samson,

s Aspergillus cf. melleus Yukawa. Vyskyt teleomorfnych druhov nebol zaznamenany.

Aspergillus westerdijkiae

Druh bol popisany v roku 2004. Morfologicky je podobny blizko pribuznému
druhu A. ochraceus, hoci nie je schopny rast’ pri teplote 37 °C. OdliSujucimi znakmi st
sklerocia: A. westerdijkiae tvori biele az krémové a A. ochraceus ruzové az
vinovocervené, purpurové (Frisvad et al., 2004a). Zo skimanych kmenov (Tab. 17, Tab.
18,) sa makromorfologickymi charakteristikami druhovej diagnéze priblizuje MD 370.
MD 299 morfologicky pripomina A. ostianus. Produkuje vyrazny pigment, ¢o je
Vv rozpore s diagnézou A. westerdijkiae. V porovnani s ostatnymi kmefimi ma vyrazne
menSie vezikulum (velkost' spada do spodnej hranice diagnézy A. westerdijkiae)
a konidie rozneho tvaru, ¢o je v sekcii Circumdati typické pre A. ostianus (Klich, 2002).
MD 2, 18 a 370 tvorili ruzové sklerocid, ktoré sa neskor vyfarbili do purpurova, ¢o je

typické pre A. ochraceus (Frisvad et al., 2004a). MD 299 tvoril biele sklerocia. Pri
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vSetkych uvedenych kmenoch absentoval rast pri teplote 37 °C. Nezvycajna kombinacia
uvedenych znakov kmenimi MD 2, 18 a 370 mdze indikovat’ kmene prechodné medzi
A.ochraceus aA. westerdijkiae. HPLC-DAD analyzou bola zistena produkcia
metabolitu NB1 kmenmi MD 2, 299 a 370 (Tab. 19), ¢o indikuje druh A. westerdijkiae
(Frisvad et al., 2004a, Frisvad, osobna komunikacia). MD 18 nebol skrinovany na
produkciu NB1, preto je zaradeny ako A. ochraceus sensu lato. TLC metédou bola
zistena produkcia ochratoxinu A pri prediZeni kultivanej doby zo $tandardnej 7 (14) na
29 dni. Ako je uvedené vySSie, podla Frisvad et al. (2004a) je A. westerdijkiae
konstantnym producentom vel'kych koncentracii ochratoxinu. Pri kmeni MD 299 nebol
ochratoxin A TLC metdédou detegovany ani po prediZenej kultivacii na médiu YES.
V pozicii vizualizacie ochratoxinu A sa vizualizoval tmavy, ¢ervenohnedy pigment.
HPLC-DAD analyzou nebola zistend produkcia ochratoxinov pri Ziadnom testovanom
kmeni, pretoze na skrining bolo pouzité nevhodné médium CYAS. Ak by sa potvrdila
neschopnost” kmenia MD 299 produkovat’ ochratoxiny, kmeni by mohol byt vyuzity na
vel'koprodukciu aspergamidov. Aby sa vSak vylucila potencia izoldtu, patriaceho do
sekcie Circumdati, produkovat ochratoxin, je potrebné pouzit’ viacero rastovych
podmienok a kultivaénych médii (Frisvad et al., 2004a).

Aspergillus cf. melleus

Kment MD 390 pri prvotnej izol4cii tvoril ¢ierne sklerocia. Bol povazovany za
bielu mutaciu A. flavus, ktory sa pocetne vyskytoval vo vzorke (Tab.74) abol
izolovany aj z rovnakého zrna ako MD 390. Pri d’alsich kultivaciach sa vSak tento znak
neprejavil. Cierne sklerocia v sekcii Circumdati vytvara len A. robustus, ktory je
v mnohych aspektoch odliSny od ostatnych druhov sekcie a vykazuje tiez pozitivny
fototrofizmus. Netvori ochratoxin A (Frisvad et al., 2004a), ¢o je v rozpore s vysledkom
TLC (Tab. 19). Izolat bol podl'a morfologie a fyziologie na odporucanie prof. Frisvada
predbezne oznaceny ako A. cf. melleus.

Aspergillus ochraceus sensu lato

Cast’ izolatov zo sekcie bola pri izolacii morfologicky uréena ako A. ochraceus.
Ako uvadzaju Frisvad et al. (2004a), druhy A. ochraceus a A. westerdijkiae su blizko
pribuzné a v roznych stadiach boli casto identifikované ako A. ochraceus; viacero
publikacii sa tykalo druhu A. westerdijkiae a nie A. ochraceus sensu stricto. Napr. aj
prvy kmen so zistenou produkciou ochratoxinu A bol neskor reidentifikovany ako
A. westerdijkiae. S ohl'adom na mozné riziko nepresnej identifikacie su izolaty, pri

ktorych nebola urobena HPLC-DAD analyza, uvedené ako A. ochraceus sensu lato.
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Tab. 17 Fyziolégia a makromorfologia izolatov sekcie Circumdati zo slovenskej pSenice

CYA25 ‘ MEA25 ‘ YES25 ‘ CYA37 CREA25 farba kolénie CYA%
priemer kolonie, maximalna | rast | tvorba obverz reverz exsudat sklerocia
izolat namerana hodnota [mm] kyselin
A. westerdijkiae 50 51 62 0 | velmi - svetloruzovy, tmavobordovy, bezfarebny ruzové
MD 2 slaby c. ruzovofialovy c. svetloruzovy
A. ochraceuss.l. | 50 50 76 0 | velmi - svetloruzovy, tmavobordovy, bezfarebny ruzové
MD 18 slaby c. ruzovofialovy c. svetloruzovy
A. westerdijkiae 46 49 73 0 | velmi - svetloruzovy, ¢ervenohnedy, cervenohnedy | biele
MD 299 slaby c. okrovy az Zltohnedy ruzovohnedy pigment
A. westerdijkiae 46 63 63 0 | velmi - svetloruzovy, tmavobordovy, svetlozlty ruzové
MD 370 slaby c. okrovy c. svetloruzovy
A. cf. melleus 41 41 65 22 | vel'mi - svetlo krémovy, svetly zlatisty zlatozlty (¢ierne?)
MD 390 slaby c. 2ty
A. westerdijkiae 57 47 0 jasny alebo krémovo hnedy, bez svetlozIté, neskor
CBS* svetlo ZIty pigmentu svetlooranzové

A.- Aspergillus; s. .- sensu lato; MD 2,7 0rka 22/ 2006, vnutro zrna; M° ®vz. 16/ 2006, vnutro zrna; MP *®vz. 25/ 2007, vnutro zrna; MP ¥vz.

1/ 2008, povrch zrna; P 3%®vz. 30/ 2007, vnutro zrma; “®%°A. westerdijkiae CBS 112803 (Frisvad et al., 2004a); ©¥A**Czapkov agar z kvasniénym

extraktom (Klich, 2002), kultivacia pri teplote 25

°C: MEA25

agar so sladinovym extraktom (Klich, 2002), kultivacia pri teplote 25

OC; YESZSagar

s kvasni¢nym extraktom a sachar6zou (Samson et al., 2002a), kultivacia pri teplote 25 °C; CYA37Czapkov agar z kvasnicnym extraktom (Klich,

2002), kultivacia pri teplote 37

CREA25
OC;

agar s kreatinom a sachar6zou (Samson et al., 2002a), kultivacia pri teplote 25 °C; c.- centralne
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CYA257d

MEA257d

Obr. 14 Vzhl’ad kolénii slovenskych izolatov druhov sekcie Circumdati v porovnani s typovym kmerfiom druhu Aspergillus westerdijkiae

CYA 25 7d- Czapkov agar s kvasni¢nym extraktom, kultivacia pri teplote 25 °C, 7 dni; MEA 25 7d- agar so sladinovym extraktom (BioCentrum
DTU), kultivacia pri teplote 25 °C, 7 dni; MD 2- Aspergillus westerdijkiae, vzorka 22/ 2006, vnutro zrna; MD 370- A. westerdijkiae, vz. 1/ 2008,
povrch zrna; MD 299- A. westerdijkiae, vz. 25/ 2007, vnutro zrna; MD 390- A. cf. melleus, vz. 30/ 2007, vnutro zrna; A, B- A. westerdijkiae CBS
112803 (Frisvad et al., 2004a)
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Tab. 18 Mikromorfologia izolatov sekcie Circumdati zo slovenskej pSenice, MEA 25 7d

vel'kost’ [um] vzhl'ad

izolat konidie vezikulum vezikulum metuly | konidie stopka hlavica
konidioforu

A. westerdijkiae | 3 (2;3) x 3 (3; 4) | sirka: 32 (25; 44) | gul'ovité, drsné gulovité, (elipsovité), drsna, Zltohneda | lacovita,
MD 2 hemisférické drsné hnedoruzova
A. ochraceus 3x3(3;4) Sirka: 31 (18; 46) | gul'ovité, drsné gulovité, (takmer drsna, zltohneda | lucovita,
s.|. MD 18 (hemisférické) gulovité), drsné hnedoruzova
A. westerdijkiae | 4 (3;5) x 5 (4;7) | dizka: 18 (14; 29) | gulovité drsné rozne: vajcovité, vyrazne drsna, lac¢ovita, vyrazne
MD 299 Sirka: 18 (12; 28) elipsovité, gulovité, drsné | (Z1to)hneda ZItohneda
A. westerdijkiae | 3 (3; 4) x 3 (3; 4) | sirka: 30 (22; 36) | hemisférické, drsné gulovité, drsné drsna, Zltohneda | lacovita,
MD 370 (lopatovité), gulovité hnedoruzova
A. cf. melleus | 3x 3 (3;4) dizka: 27 (31; 31) | hemisférické, gul'ovité, hladké drsna, svetlozlta | licovita,
MD 390 (lopatovité), gul'ovité hnedoruzova

Sirka: 29 (25; 33)

A. westerdijkiae
CBS*

2,5-3 (2,3; 3,1) X
2,3-2,8(2,2: 3,1)

(16) 20-35 (42)

gul'ovité az
lopatovité

prevazne gul'ovité,
zdrsnené

drsna, bezfarebna
az zlta

MEA 25 7d- agar so sladinovym extraktom (Klich, 2002), kultivacia pri teplote 25 °C, 7 dni; A.- Aspergillus; s. I.- sensu lato; MP ?vzorka
22/ 2006, vnutro zrna; MD18y7. 16/ 2006, vnutro zrna; MD 297, 25/ 2007, vnutro zrna; MD 370y,7. 1/ 2008, povrch zrna; MD 3%y7. 30/ 2007, vnutro

zrna; “®5"A. westerdijkiae CBS 112803 (Frisvad et al., 2004a)
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Obr. 15 Mikromorfolégia izolatov Aspergillus westerdijkiae zo slovenskej pSenice

1- konidiofory in situ MD 370; konidialna hlavica: 2- MD 18, 3- MD 299; 4- drsnost” stopky konidioforu MD 2; 5- gul'ovité drsné konidie MD
370; 6- drsné konidie roznych tvarov MD 299
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Tab. 19 Extrolity produkované izolatmi sekcie Circumdati

metoda

extrolit

A. westerdij

kiae

A. melleus

A. ochraceus s. I.

MD 2

MD 299

MD 370

MD 390

MD 18 MD 158

TLC

ochratoxin A

+ -

HPLC-
DAD

aspergamidy

aspergamid A

cirkumdatin A

+ |+ |+ |+ |+
+ |+ [+ |+
+ |+ [+ |+ |+

cirkumdatin C

4-hydroxymelein +

kyselina penicilova

NB1

viomelein

vioxantin

xantomegnin + +

TLC- tenkovrstvova chromatografia (Samson et al., 2002b, s modifikdciou podla
Labuda et Tancinova, 2006); HPLC-DAD- vysokotlakova kvapalinovd chromatografia
s detekciou sustavou diod (Frisvad et Thrane, 1987, s minoritnymi modifikaciami podl'a
Smedsgaard, 1997); A.- Aspergillus; s. I.- sensu lato; - vysledok skriningu negativny;
+ vysledok skriningu pozitivny; “P *vzorka 16/ 2006, vnatro zrna; M° ?vz. 22/ 20086,

MD 299 MD 370 MD 390,

vnuatro zrna; vz. 25/ 2007, vnutro zrna; vz. 1/ 2008, povrch zrna; VZ.

30/ 2007, vnitro zrna; M'° **®vz. 8/ 2007, povrch zrna

Sekcia Candidi- v 73 analyzovanych vzorkach zrna obilnin bolo v 11 vzorkach

zrna pSenice zaznamenanych spolu 106 anamorfnych izolatov, morfologicky
zaradenych do sekcie; 71 izolatov bolo identifikovanych ako A. tritici B. S. Mehrotra
& M. Basu a 35 izolatov ako A. candidus sensu lato (Tab. 12).

Aspergillus tritici

Druh bol ako samostatny platny uznany v roku 2007. Dovtedy bol vicSinou
autorov povazovany za synonymum A. candidus. Hlavnymi diagnostickymi znakmi,
zaroven odliSujicimi tieto dva druhy, su rast na CYA teplote 37 °C (A. tritici 7-12 mm/
7 dni, A. candidus 0 mm/ 7 dni) a krémové resp. viac zltkasté kolonie a septovana
stopka konidioforu A. tritici (Varga et al., 2007b). Pre potvrdenie, resp. vyvratenie
diagn6zy bolo spolu 8 reprezentativnych kmenov zo 6 vzoriek zrna pSenice
morfologicky a fyziologicky Studovanych v stlade s citovanou publikaciou. Vysledky
st zaznamenané v Tab. 20 a Tab. 21. Pri izolate MD 52 boli pozorované hemisférické

vezikula a zdrsnena stopku konidioforu; pri izolate MD 230 hemisférické aj predizené
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vezikula a prevazne uniseriatne konidialne hlavice. Izolaty MD 230 a MD 496 tvorili
svetlo ruzové, neskor tmavnuce sklerdcia. Septovanie stopky konidioforov bolo dobre

viditeIné na CYA a tiez priamo v Petriho miske pri mensej magnifikacii.

Tab. 20 Mikrometrické charakteristiky izolatov druhu Aspergillus tritici zo

slovenskej pSenice v porovnani s charakteristikami typového kmena

konidie vezikulum Sirka konidioforu
MD dizka x $irka pod vezikulom
[nm]
0 3(3;4);3x4 |22(12;28)x19 (11;25) |6 (4;7)
52 3(2;3) sirka: 22 (20; 26) 6 (6;7)
20 13(2;4) 24 (20; 25) x 23 (19; 26) | 8 (6; 10)
266 13(3;4);2x3 |20(13;25)x18(12;25) |5(2;7)
1 13(2;3) 23 (21; 25) x 22 (20; 24) | 8(7;9)
32 13(2;3) 25 (21; 35) x 23 (20; 32) | 7 (6; 9)
36 13(2;3):2x3 | 25(24; 26) x 24 (20; 28) | 7 (7;8)
4% 13(2:3);2x3 | 26(21;30) x 25 (20;29) | 9(8;9)
CBS" 127-35 Sirka: 4,8-11 4-8

MD 8y zorka 9/ 2006, vnutro zrna; “° *2vz. 17/ 2006, povrch zrna; MP #%vz. 22/ 2007,

vnutro zrna; MD 266 MD 371, MD 372

MD 376

vz. 20/ 2007, zomleté zrno;
MD 496

vz. 30/ 2007, vnUtro zrna;
vz. 30/ 2007, zomleté zrno; vz. 4/ 2008, povrch zrna; “®%"Aspergillus tritici

CBS 266.81 (Varga et al., 2007b)

Pri izolatoch MD 6 a MD 371 bolo HPLC-DAD metdédou analyzované spektrum
tvorenych extrolitov. MD 371 produkoval kampestrin A aoba izolaty terfenylin
a xantoascin. Terfenylin produkovali v §tudii Varga et al. (2007b) vSetky druhy sekcie
Candidi. Xantoascin v8ak na médiach CYA a YES produkovali len kmene druhu
Aspergillus candidus Link. Vsetky studované MD izolaty sa od diagnézy A. tritici
vyrazne odliSovali rozmermi vezikula (Tab. 20); v tomto znaku sa prekryvali s popisom
druhov A. campestris a A. candidus (Varga et al., 2007b). M6zZe teda opét’, podobne ako
Vv pripade izolatov A. westerdijkiae, ist’ o prechodné kmene medzi druhmi A. candidus
a A. tritici.
Aspergillus candidus sensu lato
Spolu 34 izolatov sekcie Candidi zo 6 vzoriek, ktoré neboli kultivované pri

diferenciacne;j teplote 37 °C, st uvedené ako A. candidus sensu lato.
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Obr. 16 Koloénie izolatov Aspergillus tritici zo slovenskej pSenice

1- MD 372, kultivacia na Czapkovom agare s kvasni¢nym extrakom (CYA; Klich,
2002) v tme, pri teplote 25 °C: a- obverz, b- reverz; 2- MD 372, kultivacia na CYA

v tme, pri teplote 25 °C: a- obverz, b- reverz
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Tab. 21 Makromorfologia a fyziologia izolatov Aspergillus tritici zo slovenskej pSenice v porovnani s charakteristikami typového kmena

o cz25 ‘ CYA25 ‘ MEA25 ‘ YES25 ‘ 0A25 ‘ CYA37 ‘ CREA25 farba kolénie €225
priemer kolonie (najvacsia namerana hodnota) [mm] produkcia kyselin obverz reverz

6 17 24 28 42 24 35 15 vel'mi slaba svetla krémova svetlozlta

52 15 25 22 39 18 20 17 - svetla krémova pastelovo zIta
230 16 22 23 34 29 20 10 - svetld krémova svetlozlta
266 16 22 24 39 24 18 20 vel'mi slaba svetla krémova svetlozlta
s7 12 27 21 32 19 24 16 - svetla krémova svetlozlta
§12 17 23 22 38 19 28 16 vel'mi slaba svetla krémova svetlozlta
376 16 14 22 34 20 16 15 - svetla krémova svetlozlta
496 17 24 21 31 18 20 15 - svetla krémova svetlozlta

©BS" | 18-23 | 16-29 | 11-17 | 18-41 | 13-25 | 7-21 | slaby rast - biela az svetlo krémova | svetlozlta, neskor svetlohneda
M MD 52 MD 230, MD 266, MD 371, MD 372

D6y zorka 9/ 2006, vnitro zrma; vz. 17/ 2006, povrch zrna; vz. 22/ 2007, vnuatro zrna; vz. 20/ 2007, zomleté zrno; VZ.

30/ 2007, vnutro zrna; M° *"®vz. 30/ 2007, zomleté zrno; M° “*®vz. 4/ 2008, povrch zrna; “®%"Aspergillus tritici CBS 266.81 (Varga et al., 2007b);

CZZSCzapkov agar (Samson et al., 2002a), kultivacia pri teplote 25 °C; CYAZSCzapkov agar z kvasni¢nym extraktom (Klich, 2002), kultivécia pri

MEA25 YES25

teplote 25 °C; agar so sladinovym extraktom (Klich, 2002), kultivacia pri teplote 25 °C;

A2
OC; OA25

agar s kvasnicnym extraktom a sachar6zou

(Samson et al., 2002a), kultivacia pri teplote 25 agar s extraktom z ovsenych vlo¢iek (Samson et al., 2002a), kultivacia pri teplote 25 °C;

CREA25
OC;

CYA37Czapkov agar z kvasni¢nym extraktom (Klich, 2002), kultivacia pri teplote 37 agar s kreatinom a sachar6zou (Samson et al.,

2002a), kultivacia pri teplote 25 °C; - absencia sledovaného znaku
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Obr. 17 Mikromorfologia izolatov Aspergillus tritici zo slovenskej pSenice

1- in situ pohl'ad na konidiofor so septovanou stopkou; 2- konididlna hlavica;
3- konidie; 4, 5- redukované konidiofory, mierka = 50 um; 6- vel'ké metuly niektorych

konidialnych hlavic, mierka = 20 pm; 7- sklerdcia in situ, mierka = 1000 pm
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Sekcia Cremei- v 73 analyzovanych vzorkach zrna obilnin boli v 2 vzorkach
zrna pSenice zaznamenanych 2 zaznamenané 3 anamorfné izolaty morfologicky
zaradené do druhu Aspergillus wentii Wehmer (Tab. 12).

Aspergillus wentii

Druh poévodne patril do samostatnej sekcie Wentii: konidie zltohnedé alebo
olivovo zelené (Klich, 2002). Morfologické a fyziologické charakteristiky izolatu ZB 77
st uvedené v Tab. 22. Zistena velkost’ konidii bola v porovnani s diagnézami sensu
Klich (2002) a Samson et al. (2002a) menSia o 1 az 2 um. Podobnu charakteristiku
slovenskych izolatov zistil vo svojich Studiach aj Labuda (osobna komunikacia). Izolat
MD 475 vytvaral konidie Standardnej velkosti. Izolaty ZB 77 (vzorka 3/ 2008, vnutro
zrna) aMD 475 (vzorka 6/ 2008, vnitro zrna) boli TLC metdédou skrinované na
produkciu aflatoxinu Bi, Gji, kyseliny cyklopiazonovej a ZB 77 aj na produkciu
ochratoxinu A, sterigmatocystinu a patulinu. Vysledok skriningu bol negativny, ¢o je
v stlade s literatirou (Samson et al., 2002b). Frisvad et al. (2004a) uvadza, ze produkcia
ochratoxinu A druhom, publikovana Varga et al. (1996), bola dosledkom nespravnej

identifikacie alebo kontaminacie kmenov.

Tab. 22 Morfologické a fyziologické charakteristiky Aspergillus wentii ZB 77

MAKROMORFOLOGIA MIKROMORFOLOGIA

priemer kolonie/ 7. defi [mm] velkost’ [um]

CYA 25 31; 31; 31 konidie 3(2;4)x3(3;4)
MEA 25 22;22; 25 vezikulum 28 (21; 48) x 26 (17; 48)
YES 25 34;40;56  dizka x $irka

CYA 37 0 vzhlad

CREA/7d vezikulum gulovité/ predizené
rast slaby konidie:

produkcia kyselin ~ dobra tvar gulovité

vzhlad kolonie/ CYA 25/ 7. defi  ornamentika drsné

obverz biely stopka konidioforu:

reverz ZIty ornamentika hladka

exsudat medovy farba hyalinna

sklerdcia - hlavica svetla zltohneda

CYA- Czapkov agar s kvasni¢nym extraktom; MEA- agar so sladinovym extraktom
(Klich, 2002); YES- agar skvasniénym extraktom a sacharézou; CREA- agar
S kreatinom a sachar6zou (Samson et al., 2002a); 25- kultivacia pri teplote 25 °C;

37- kultivacia pri teplote 37 °C
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Sekcia Flavi- v 73 analyzovanych vzorkach zrna obilnin bolo v 31 vzorkach
zrna pSenice zaznamenanych spolu viac ako 790 anamorfnych izolatov morfologicky
zaradenych do druhu Aspergillus flavus Link a singularny izolat Aspergillus parasiticus
Speare (Tab. 12).

Aspergillus flavus

Bol  najfrekventovanej§im  druhom  rodu  Aspergillus  adruhym
najfrekventovanejSim aspergilom (Tab. 5). Vopraci boli Studované izolaty
s morfologickymi charakteristikami druhu metédou TLC priebezne skrinované na
produkciu kyseliny cyklopiazonovej, aflatoxinu B; a G; (Tab. 23). Aflatoxin G; nie je
produktom druhu A. flavus (Samson et al., 2002a), jeho skrining bol pouzity ako
diagnosticky chemotaxonomicky znak na vylucCenie taxonov, ktoré mykotoxin
produkuju. Vlastnosti a potencia spolu 17 izolatov: MD 1 (vzorka 15/ 2006, vnutro
zrna), MD 10 (vzorka 18/ 2007, vnutro zrna), MD 17 (vzorka 22/ 2006, vnutro zrna),
MD 27 (vzorka 19/ 2007, vnutro zrna), MD 29 (vzorka 19/ 2006, vnutro zrna), MD 31
(vzorka 20/ 2006, vnutro zrna), MD 81 (vzorka 6/ 2007, vnutro zrna), MD 161 (vzorka
11/ 2007, povrch zrna), MD 297 (vzorka 25/ 2007, vnutro zrna), MD 312 (vzorka
24/ 2007, vnutro zrna), MD 341 (vzorka 26/ 2007, povrch zrna), MD 381, MD 384, MD
386, MD 388 (vzorka 30/ 2007, vnutro zrna), MD 421 (vzorka 24/ 2007, povrch zrna)
a MD 424 (vzorka 29/ 2007, zomleté zrno) boli Studované v nadviznosti na publikdciu
Giorni et al. (2007). Izolaty boli kultivované na AFPA médiu. Makro- a mikro-
morfologické znaky izolatov boli hodnotené po 7 diloch kultivacie na médiu CZ
a konfrontované so Samson et al. (2002a). Tvorba sklerocii bola zaznamenana po
7 ditoch kultivacie na 5/2 agare. Produkcia kyseliny cyklopiazonovej bola analyzovana
TLC metodou a produkcia aflatoxinov TLC metddou a kultivaénymi metodami:
fluorescen¢nou detekciou na CEA a rychlou identifikanou metdodou aflatoxin
produkujicich kmenov parami amoniaku (Kap. 3.3.1.2, Kap. 3.3.1.1). Pri vSetkych
17 studovanych izolatoch bola na zaklade kultivaénych, makro- a mikro-
morfologickych a chemickych znakov potvrdena diagnéza druhu Aspergillus flavus
Link. Farba kolonii na CZ bola travovo zelend, pri izoldtoch MD 81, MD 297, MD 312,
MD 384, MD 421 a MD 424 7lta s plochami zelenej. Reverz bol krémovozlty az Zlty,
pri izolatoch MD 1, MD 10, MD 17 a MD 341 bezfarebny. Vo vSetkych izolatoch
prevladali biseriatne konidialne hlavice. Boli pozorované drsné stopky konidioforov; pri
MD 81, MD 386 a MD 388 mal urcity podiel konidioforov septovanu stopku. Konidie

mali drsni ornamentiku. Farba mikroStruktar bola v odtieioch Zltozelenej. Vsetky
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Studované kmene vytvarali na AFPA svetlejsi alebo tmavsi Zltooranzovy reverz. Tvorba
sklerocii na 5/2 agare nebola pozorovana, ale s vynimkou MD 312 vsetky kmene tvorili
skler6cia na médiu CZ. Pritomnost’ mladych, menej vyraznych sklerécii, bola zistovana
preparac¢nou ihlou. Pri 7 zo 16 testovanych kmenov bola TLC metédou potvrdena in
vitro produkcia kyseliny cyklopiazonovej; 4 kmene CPA neprodukovali apri
5 kmetioch bol vysledok skriningu neisty. Pri ziadnom zo 17 testovanych kmenov
nebola v podmienkach in vitro metédou TLC zistena produkcia aflatoxinu B;.
Negativne boli aj vysledky pouzitych kultivacnych metod (Tab. 23). Tieto vysledky su
vsulade s vysledkami slovenskych autorov Tancinova et al. (2007) a Pieckova et
Jesenska (2001), ktori pri mykologickych vysetreniach komodit domaceho pdvodu
nezaznamenali vyskyt aflatoxin produkénych kmenov ztaxonomickej skupiny
Aspergillus sekcia Flavi.

Aspergillus parasiticus

Singularny izolat bol detegovany vo vzorke 6/ 2008. TLC metddou bola zistena
produkcia aflatoxinov skupiny B a G azarovein nebola zistena produkcia kyseliny
cyklopiazonovej. Zisteni kombinaciu metabolitov maji druhy A. parasiticus,
A. bombycis, A. nomius (Peterson et al., 2001), A. arachidicola (Pildain et al., 2008)
a A. toxicarius (Frisvad et al., 2006b), ktory je v Index Fungorum (2010) vedeny ako
synonymum A. parasiticus. Tieto druhy je naro¢né odlisit’ a 'ahko moze dojst’ k ich
nespravnej identifikacii (Frisvad et al., 2006b). Ked'Ze izolat dobre rastol pri teplote
42 °C, druh A. bombycis bol pri diagnostikovani vyluceny (Peterson et al., 2001).
A. nomius (Kurtzman et al., 1987), A. arachidicola (Pildain et al., 2008) a A. toxicarius
(Samson, 1979) tvoria uniseridtne aj biseriatne konidialne hlavice, A. parasiticus
prevazne uniseriatne; Klich (2002) uvadza podiel biseridtnych do 20 %. Izolat MD 502
tvoril na MEA pri teplote 25 °C pri niektorych kultivaciach prevahu uniseriatnych, pri
niektorych biseriatnych hlavic. A. nomius vytvara nedeterminované, vertikalne
predizené sklerocia (Kurtzman et al., 1987); v §tadii Peterson et al. (2001) vytvaralo
sklerocia 16 z 28 (t. j. 43 %) kmenov. Pri A. arachidicola nebola pozorovana tvorba
sklerdcii a v pripade A. parasiticus tvoril sklerocia 1 zo 4 kmenov (Pildain et al., 2008).
Druh A. toxicarius popisal Murakami (1971). Studoval spolu 6 kmefiov a uvadza, ze
skler6cia su zvycajne tvorené. MD 502 netvoril sklerécia na pevnom, ani tekutom
médiu a to ani po niekol’kych tyzdnoch kultivacie. Autor odc¢lenil A. toxicarius od
A. parasiticus na zaklade tvorby prevazne biseriatnych konididlnych hlavic a absencie

ruzoveho zafarbenia konidii p- anizaldehydom.
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Tab. 23 In vitro toxinogenita izolatov Aspergillus flavus zo zrna pSenice slovenského povodu, skrinovana TLC metodou

izolat aflatoxin B; | aflatoxin G; | Kyselina cyklopiazonova
1; MD 1; 2; MD 48; MD 20; MD 31; MD 89; _ _ +
MD 10 _ i o
MD 398; MD 469; MD 490 _ ] +
MD 27; MD 421; MD 386; MD 388 > * +
MD 29; 3; MD 507; MD 506 ] ] N
MD 312; MD 297; MD 424; MD 381; MD 384 > K N

MD 30, MD 40; MD 17; 4; MD 59; 5; 6; 7; MD 467; MD 473; MD 505; MD 508; MD 509

MD 81; MD 161; MD 341 * *

MD 82

TLC- tenkovrstvova chromatografia (Samson et al., 2002b, s modifikaciou podl'a Labuda et Tan¢inova, 2006); - vysledok negativny; + vysledok
pozitivny; +7 vysledok zhodny s vysokotlakovou kvapalinovou chromatografou s detekciou sustavou diod (Frisvad et Thrane, 1987,
s minoritnymi modifikaciami podla Smedsgaard, 1997); - vysledok zhodny s detekciou parami amoniaku (Saito et Machida, 1999)
a fluorescencnou detekciou na agare s kokosovym extraktom (Davis et al., 1987, Giorni et al., 2007); £ vysledok neisty; lyzorka 11/ 2006, vnutro
zrna; M b %vz. 15/ 2006, vnitro zrma; M° *®vz. 18/ 2006, zomleté zrmo; M° *'vz. 20/ 2006, vnitro zrna; M° ®vz. 7/ 2007, vautro zrna; M° vz,
18/ 2007, vnutro zra; MP 3%z, 1/ 2008, povrch zrna; MD489y7 11/ 2008, vnutro zrna; M°*Pvz. 12/ 2008, vnatro zrna; M° 2’vz. 19/ 2007, vnutro
zrna; MP%?Yyz. 24/ 2007, povrch zrna; MP 386 MP 388y, 30/ 2007, vnitro zma; M° *vzorka 19/ 2006, vnutro zrna; 3vz. 21/ 2006, povrch zrna; MP
507\z. 13/ 2008, povrch zrna; MD 508y, 13/ 2008, vniitro zra; MP32vz. 24/ 2007, vnttro zrna; P ?"vz. 25/ 2007, vnutro zrna; M° ***vz. 29/ 2007,

zomleté zrno; MP38LMD 384, 30/ 2007, vnttro zrna; MP *°vz. 17/ 2006, vnutro zrna; MP “*vz. 19/ 2008, povrch zrna; MD17.4y7. 22/ 2006, vnutro

zrna,; MD39.5.6y7. 1/ 2007, zomleté zrno; MDTy7. 4/ 2007, vnutro zrna; MD 467y, 5/ 2008, vnutro zrna; MD 473y, 6/ 2008, vnutro zrna; MD 5057

13/ 2008, vnutro zrna; MD 508y, 14/ 2008, vnutro zrna; MD 509y, 15/ 2008, vnutro zrna; MD8ly ;. 6/ 2007, vnutro zrna; MD 161\, 11/ 2007, povrch

MD 341 MD 82

zrna; vz. 26/ 2007, povrch zrna; vz. 6/ 2007, vnutro zrna
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Metodika autora bola s opakovanim pouzita pri izolate MD 502. V 1. sérii boli Styri 200
ml Erlenmeyerove banky so 100 ml neautoklavovaného média inokulované priblizne
2 x 10° konidiami v 1 ml destilovanej vody. Po 2 bankach bolo pozorované oranzové

zafarbenie konidii po 2 tyzdinoch kultivacie, v d’alSich 2 na 28. den kultivacie (Obr. 18).

Obr. 18 Aspergillus parasiticus MD 502 na 28. den kultivacie podl’a Murakami

(1971) v porovnani s vysledkom autora metodiky

1- MD 502 s plochami oranzovych konidii; 2- vysledky testu ruzového zafarbenia

konidii podl'a Murakami (1971), oznac¢ené autorom ako pozitivne

Toto zafarbenie sa neskOr vytratilo a konidie nadobudli tmavozelenu farbu, ¢o je
v stlade s Murakami (1971). V kontrolnej 2. sérii boli Styri 200 ml Erlenmeyerove
banky s 50 ml autokldvovaného média (p- anizaldehyd bol pridany po autoklavovani)
inokulované konididlnou masou, nanesenou bakteriologickym ockom. Koloénie rastli
vel'mi pomaly a konidiogenéza bola slabd. Vytvorené konidie boli tmavozelené. Na
zaklade prvej série bol vysledok hodnoteny ako pozitivny a druh A. toxicarius bol
vylaceny. Na MEA vytvaral izolat MD 502 konidiofory s drsnou stopkou a vezikulom

porastenym v hornej polovici aZ po celej ploche. Konidie mali vyrazni drsni

92



ornamentiku a bola vidite'na vnutorna a vonkajsia stena (Obr. 19). Velkost' konidii bola
52 (4,5 6) x 4,9 (4,3; 54) ym, dizka fialid 9,5 (7,1; 12,4) um, vezikulum bolo
gulovité, siroké 37,5 (24,9; 59) a dlhé 34,1 (20,6; 55,1) um. Tieto znaky sa pri vyssie
uvedenych druhoch prekryvaja (Murakami, 1971, Kurtzman et al., 1987, Peterson et al.,
2001, Klich, 2002, Samson et al., 2002a, Pildain et al., 2008). Farba mycélia bola na
CYA, MEA a Cz s p- anizaldehydom tmavozelena a nezhnedla ani po niekolkych
tyzdnoch kultivacie, ¢o by mohlo vylucit’ druh A. nomius. Pildain et al. (2008) uvadzaju,
7e kolonie A. arachidicola nie su také tmavé zelené ako koldnie A. parasiticus.
A. arachidicola ma negativnu reakciu na AFPA (Pildain et al., 2008). MD 502 bol na
AFPA testovany s opakovanim, reakcia bola pozitivna, t. j. kolonie vytvarali
Zltooranzovy reverz, ¢o by malo vylacit druh A. arachidicola. Reverz kolénii bol na
7. den kultivacie na CYA Zlto oranzovy aZz ruzovy, na CY20S zlty. Na CYA bol
pozorovany bezfarebny exsudat. Tieto charakteristiky su zhodné s diagnézou
A. parasiticus sensu Klich (2002). Vzhl'ad kolonii na viacerych kultivaénych médiach je
na Obr. 20. Na obrazku je vidiet' vplyv roznej kvality pouzitych komponentov médii na
makromorfologiu; rozdielny vzhlad kolénii na YES bol pravdepodobne sposobeny
réznym stupniom kvality pouzitého kvasni¢ného extraktu. Priemery kolonii na 7. den
kultivacie v tme: CYA 25 °C 53 mm, CYA 37 °C 55 mm, CYA 42 °C 21 mm, CY20S
25 °C 48 mm, MEA 25 °C 61 mm, YES 25 °C 69 mm. A. nomius je
z poI'nohospodarskych komodit izolovany len zriedka; Casto je izolovany z miftveho
alebo chorého hmyzu; druhovy nazov bol odvodeny od samotarskej vcely Supinatky
(Nomia melanderi), ktora zije na presolenych pédach v USA. U nas sa nevyskytuje
(http://www.agroporadenstvo.sk/zv/vcely/vcely01.htm). Predpoklada sa, Ze prave hmyz
je primarnym habitatom A. nomius a zaroven vektorom prenosu na pddne stanovistia
(Peterson et al., 2001). A. arachidicola (6 kmenov vratane typového) bol izolovany
vV Argentine z listov okrasného druhu podzemnice (Arachis glabrata) a v USA z chorej
véely USA (1 kmen; Pildain et al., 2008). A. parasiticus byva izolovany z potravin (Pitt
et Hocking, 2009). V stadii Piladain et al. (2008) kmene A. nomius neprodukovali
parazitikolidy. Tieto boli produkované kmenmi A. arachidicola a A. parasiticus,
ktorych metabolické profily sa liSili len v produkcii chryzoginu, unikatneho v sekcii
Flavi pre prvy druh a v produkcii paspalininu a paspalinu niektorymi kmenmi
A. parasiticus. Tieto extrolity vSak neboli v zozname detegovatelnych pouzitou
metodikou LC- MS/ MS. Izolat MD 502 bol skrinovany na produkciu mykotoxinov

viacerymi metodami (Tab. 24) a kvantita produkovanych aflatoxinov bola porovnana
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S tromi aflatoxin produkujiicimi kmenmi zo zbierky Romer Labs Division Holding,

Tulln (Rakuasko; Kap. 3.4.3; Tab. 25). Izolat bol ur¢eny ako A. parasiticus.

Tab. 24 In vitro toxinogenita Aspergillus parasiticus MD 502, skrinovana réznymi

metodami

extrolit TLC | HPLC- DAD | LC-MS/MS
aflatoxin Bq + +
aflatoxin B, + +

aflatoxin G

aflatoxin G»

+ |+ |+ |+

aflatoxin My

kyselina cyklopiazonova -

kyselina kojova + +

ochratoxin A -

ochratoxin B -

TLC- tenkovrstvova chromatografia (Samson et al., 2002b, s modifikaciou podla
Labuda et Tancinova, 2006); HPLC-DAD- vysokotlakova kvapalinovd chromatografia
s detekciou sustavou diod (Frisvad et Thrane, 1987, s minoritnymi modifikaciami podla
Smedsgaard, 1997); LC-MS/ MS- kvapalinova chromatografia s tandemovou
spektrometriou mas (Sulyok et al., 2007); - vysledok negativny; + vysledok pozitivny

Tab. 25 Potencia Aspergillus parasiticus MD 502 a porovnavanych kmeiiov na

modifikovanom AetM médiu, stanovena LC- MS/ MS metédou

produkcia mykotoxinu [mg . I']
kmen AfB; | AfB, | AfG, | AfG, | AfM; KA
A. parasiticus MD 502 | 15,70 | 0,52 | 23,40 | 0,68 0,18 | 227,00
+3,25 +£0,07 +1,27 +0,06 + 7,07
A. flavus NRRL 3251 18,40 0,78 n. d. n. d. 0,09 n. d.
+4,67 | 1031 +0,06
A. sekcia Flavi | 15,20 | 0,32 | 45,65 1,15 0,45 | 124,50
+4,24 £0,11 + 4,60 +0,24 +0,16 + 84,15
A. sekcia Flavi Il 12,55 | 0,57 | 42,05 2,14 0,33 | 152,00
092 | 40,04 | £035 | +0,08 + 67,88

AetM- Adye et Mateles (Johnson et al., 2008); LC-MS/ MS- kvapalinova
chromatografia s tandemovou spektrometriou mas (Sulyok et al., 2007); Af- aflatoxin;

KA- kyselina kojova; n. d.- metabolit nebol detegovany pouzitou metdodou
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Druh je znamy producent aflatoxinov a prakticky vSetky zname izolaty su toxinogénne
(Frisvad et al., 2006b). Nedavno bola popisana teleomorfa, heterothalicky druh
Petromyces parasiticus (Horn et al., 2009).

Obr. 19 Mikromorfologia Aspergillus parasiticus MD 502

1- Konidialne hlavice in situ; mierka = 200 pum; 2- uniseridtna konidialna hlavica
s drsnou stopkou; mierka = 100 um; 3- biseriatna konididlna hlavica; mierka = 50 pum;

4- konidie, niektoré s konektivami; mierka = 10 pm
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Obr. 20 Aspergillus parasiticus MD 502, 7. den kultivacie

A- obverz; B a C- obverz a reverz; 1, 2 a 9- Czapkov agar s kvasni¢nym extraktom,

kultivécia pri teplote 25, 37 a 42 °C; kultivacia pri teplote 25 °C: 3- agar so sladinovym
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(pokracovanie Obr. 15) extraktom; 5- Czapkov agar s kvasnicnym extraktom a 20 %
sacharozy (Klich, 2002); 4- agar skvasniénym extraktom a sachardzou; 6- agar
S kreatinom a sachardzou; 7- agar s extraktom z ovsenych vlociek (Samson et al.,
2002a); 8- Watmanov agar (BioCentrum DTU, Lyngby, Dansko)

Sekcia Nigri- v 73 analyzovanych vzorkach zrna obilnin bolo v 12 vzorkach
zrna pSenice zaznamenanych spolu 24 anamorfnych izolatov, identifikovanych ako
Aspergillus niger komplex a Aspergillus tubingensis Mosseray (Tab. 12).

Aspergillus niger komplex

Morfologické odliSenie druhov blizkych A. niger je obzvlast naro¢né. Na druhej
strane, vSetky druhy v sekcii Nigri mézu byt rozliSené na zaklade spektra extrolitov
(Samson et al., 2007b). Samson et Varga (2009) odporucaju v pripade identifikacie,
zalozenej vylu¢ne na morfoldgii, pouzivat' oznacenie , komplex®, pretoze morfologia
samotnd nepostacuje na rozliSenie blizko pribuznych druhov. V zmysle uvedeného boli
izolaty bez analyzy extrolitov HPLC-DAD metodou zaradené ako ,.komplex“. Pri
niektorych izolatoch bola pozorovana tvorba bielych sklerdcii. A. niger sensu stricto
sklerdcia neprodukuje (Samson et al., 2007b).

Aspergillus tubingensis

Druh sa vyskytuje bezne a je blizko pribuzny s A. niger (Schuster et al., 2002).
Extrolit asperazin, detegovany v kultirach MD 20 a MD 383 (Tab. 26), produkuju

v sekcii Nigri len A. tubingensis a A. acidus (Nielsen et al., 2009).

é

Obr. 21 Mikromorfologia Aspergillus tubingensis MD 20

1- konidialne hlavice in situ; mierka = 200 um; 2- konidie; mierka =2 um

Mikromorfologia, makromorfologia a fyziologia izolatu MD 20 su na Obr. 21, Obr. 22.
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Obr. 22 Makromorfolégia a fyziolégia Aspergillus tubingensis MD 20 na 7. den

Kkultivacie v tme

Czapkov agar s kvasnicnym extraktom a 20 % sacharozy, kultivacia pri teplote:
1- 25°C; 2- 37 °C; kultivacia pri teplote 25 °C: 3- agar so sladinovym extraktom;
4- agar s kvasniénym extraktom a sachardzou; 5- agar s extraktom z ovsenych vlociek;

6- agar s kreatinom a sachar6zou (BioCentrum DTU, Lyngby, Dansko)
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Tab. 26 Produkcia extrolitov izolatmi druhov, blizkych druhu Aspergillus niger

1zolat
. extrolit MD20 | MD383 | MD19 | 1 | MD137 | MD365 | MD455 | MD454 | MD504 | 2

TLC ochratoxin A - - - - - - -
HPLC-DAD | asperazin

pyranonigrin A
LC-MS/MS fumonizin B, - -

ochratoxin A - -

TLC- tenkovrstvova chromatografia (Samson et al., 2002b, s modifikaciou podl'a Labuda et Tancinova, 2006); HPLC-DAD- vysokotlakova
kvapalinova chromatografia s detekciou sustavou diod (Frisvad et Thrane, 1987, s minoritnymi modifikaciami podl'a Smedsgaard, 1997); LC-
MS/ MS- kvapalinova chromatografia s tandemovou spektrometriou mas (Sulyok et al., 2007); - vysledok skriningu negativny; + vysledok

skriningu pozitivny; MD 20y 70rka 15/ 2006, vnutro zrna; MD 3837, 30/ 2007, vnutro zrna; MD 19z, 17/ 2006, vnatro zrna; vz. 20/ 2006, povrch

MD 137 MD 365, MD 455, MD 454

zrna,; vz. 19/ 2007, povrch zrna; MD 504

vz. 30/ 2007, vnuatro zrna; vz. 1/ 2008, povrch zrna; vz. 13/ 2008, povrch zrna; 2vz.

13/ 2008, vnutro zrna
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Vybrané izolaty druhov sekcie Nigri boli skrinované na produkciu extrolitov, najma
ochratoxinu A. Po publikovani produkcie fumonizinu B, niektorymi kmenimi A. niger Frisvad
et al. (2007b) boli kmene zo zbierky preskrinované aj na produkciu toho metabolitu (Tab. 26).
Potencia produkovat ochratoxin A a fumonizin B; bola zistend pri singuldrnom kmeni,
izolovaného z ovzdusia laboratoria.

Sekcia Terrei- v 73 analyzovanych vzorkach zrna obilnin boli v 1 vzorke zrna pSenice
zaznamenané 3 izolaty druhu Aspergilus terreus Thom (Tab. 12).

Aspergilus terreus

Druh sa v potravinach vyskytuje zriedkavo (Frisvad et al., 2007c). Izolat MD
63 (vzorka 30/ 2007, zomleté zrno) bol TLC metddou skrinovany na produkciu citrininu
a patulinu. Vysledok bol negativny, resp. neisty. Frisvad et al. (2007c¢) uvadzajt, ze citrinin
produkuju len izolaty chemotypu II a produkcia patulinu druhom je otdzna. A. terreus sa javi
ako kozmopolitna huba s niekol’kymi hojne rozsirenymi genotypmi. Od morfologicky vel'mi
podobného druhu A. alabamensis sa odliSuje produkciou mevinolinu a citreoviridinu.
A. alabamensis typicky produkuje citrinin (Bajalee et al., 2009). V citovanej $tudii bolo
analyzovanych spolu 94 izolatov z krajin vSetkych kontinentov. 11 zo 14 izolatov druhu boli
klinické izolaty, detegované na Univerzite Staitu Alabama (USA),2 pochadzali z pody
V Argentine a 1 izolat bol nezndmeho pdvodu. 23 klinickych izolatov z Rakuska patrilo do
druhu A. terreus.

Podrod Nidulantes

Sekcia Nidulantes- v 73 analyzovanych vzorkach zrna obilnin bolo v 18 vzorkach
zrna pSenice zaznamenanych spolu 8 teleomorfnych izolatov druhu Emericella nidulans
(Eidam) Vuill. (Tab. 27) a 34 anamorfnych izolatov druhov Aspergillus sydowii (Bainier
& Sartory) Thom & Church a Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. (Tab. 12).

Emericella nidulans

Anamorfa: Aspergillus nidulans (Eidam) G. Winter. Pédna huba, nazvana podla
ulozenia kleistotécia v Hiille bunkach, pripominajuceho uloZenie v hniezde (Webster et
Weber, 2007). Druh bol jednym z prvych modelovych organizmov v genetike. Vo vyskume
sa pouziva viac 50 rokov (Hofman, 2005) a je znama kompletna sekvencia genomu (Galagan
et al., 2005. Zdroj: Andersen et Nielsen, 2009). Charakteristiky izolatov boli zhodné
s diagnézami sensu Klich (2002) a Samson et al. (2002a).

Aspergillus sydowii

Druh neprodukuje ziadne znadme toxiny (Frisvad et Thrane, 2010). Je vyznamnym

patogénom koralovcov vejarovnikov rodu Gorgonia (Alker et al., 2001); spdsobil epidémie
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avyrazne ovplyvnil populacie koralovcov v Karibskom mori (Ein-Gil et al., 2009).
V potravinach sa v porovnani sA. versicolor vyskytuje ovela menej (Klich, 2002),
s vynimkou v juznej Azii, kde je jeho vyskyt v potravinach ¢asty (Samson et al., 2002a).
Podobnym druhom je A. versicolor. A. sydowii sa odliSuje modrozelenymi koloniami (MEA),
vyraznejSie drsnymi konidiami a CastejSie sa vyskytujucimi redukovanymi konididlnymi
hlavicami (Samson et al., 2002a). Studované izolaty tvorili tmavy, hnedo Gerveny pigment
a zretel'ny biely sterilny lem. Pri dvoch izolatoch bola pozorovana tvorba gulovitych Hiille
buniek. Niektoré bunky mali stopku a vyzerali ako abortované konidiofory. Tvorba Hiille
buniek nie je v pouzitej diagnostickej literature uvedena. Pri druhoch A. sydowii, rovnako aj
A. versicolor, sa 0 nej zmiettuja Domsch et al. (1980); Thom et Raper (1945) prilezitostne
v kultrach izoldtov uvedenych druhov pozorovali tvorbu Hiille buniek, pripominajucich
bunky tvorené druhmi skupiny Aspergillus nidulans.
Aspergillus versicolor

O uvédzani izolatov v skupinach vid’ Kap. 4.2.

Produkcia sterigmatocystinu izolatmi druhov sekcie Nidulantes bola priebezne skrinovana
TLC metdédou. Vybrané izolaty boli skrinované aj HPLC-DAD metodou. S vynimkou
izolatov druhu A. sydowii bola pri vSetkych testovanych izolatoch najmenej jednou
z pouzitych metdd potvrdena produkcia sterigmatocystinu (Tab. 28). Zo zistenych aristolitov
je zaujimava produkcia austdiolu dvomi izolatmi druhu Emericella nidulans. Klich (2002)
uvadza, ze austdiol produkuje len druh A. ustus. Produkciu metabolitu druhom publikovali
Vleggaar et al. (1974. Zdroj: Houbraken et al., 2007). V stadii Houbraken et al. (2007) vSak
nebola zistena ani pri jednom z analyzovanych kmenov A. ustus, ako ani pri ziadnom kmeni

ostatnych druhov sekcie Usti.
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Tab. 27 Izolaty rodu Emericella zo zrna psenice, zberanej v rokoch 2006-2008, bez ohl’adu na izola¢né médium

rok 2006 2007 2008 spolu
osidlenie zrna| vnutro | povrch | zoml.z. | spolu vnutro | povrch | zoml.z. | spolu vnutro povrch spolu 2006-2008
taxon DD B D 0 I D DA 0 D S . D DA N D D M D Y . I Y B ) 2. 2 |+ )
E. nidulans 1|1 11133 |12 |1]1]3]6 1 1 5 8
Emericella 1|1 111133 |12 |1]1]3]6 1 1 5 8

zoml. z.- zomleté zrno; + pozitivne vzorky; > stucet izolatov; E.- Emericella

Tab. 28 Skrining extrolitov izolatov druhov sekcie Nidulantes

Emericella nidulans Aspergillus sydowii | Aspergillus versicolor 1l | Aspergillus versicolor n. sk.
MD 15 MD 159 MD 369 ZB6l | I ]2 ] MDI55 MD 448 MD5 MD 265 MD 68 MD 4 MD 157 MD 308 MD 425

TLC sterigmatocystin + + + - |- - - + + + + +
HPLC- | aspergamid A + +
DAD | aspergamidy + + +

austdiol + +

? fenylahistin + +

kys. sydoova? + +

shami- xanton +

sterigmatocystin + + + + +

cf. sterigmatocystin +

TLC- tenkovrstvova chromatografia (Samson et al., 2002b, s modifikaciou podl'a Labuda et Tanc¢inova, 2006); HPLC-DAD- vysokotlakova

kvapalinova chromatografia s detekciou sustavou diod (Frisvad et Thrane, 1987, s minoritnymi modifikaciami podl'a Smedsgaard, 1997);

I1- skupina I1; n. sk.- neuréend skupina; - vysledok negativny; + vysledok pozitivny; “° *vzorka 19/ 2006, vnitro zrna; M'° **vz. 6/ 2007, povrch

zra; MP 3%z, 30/ 2007, zomleté zrno; 2 %vz. 1/ 2008, povrch zrna; vz. 18/ 2006, vnitro zrna; >vz. 1/ 2007, vnitro zra; MP° ***vz. 9/ 2007,

zomleté zrno;

MD 4

MD 448

vz. 21/ 2006, povrch zrna;

vz. 11/ 2008, povrch zrna;
MD 157

MD 5

vz. 8/ 2007, povrch zrna;

vz. 21/ 2006, zomleté zrno;
MD 308

MD 265

vz. 24/ 2007, povrch zrna;

vz. 20/ 2007, povrch zrna;
MD 425,

ZB 68

vz. 30/ 2007, povrch zrna

vz. 2/ 2008, povrch zrna;
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4.4 Extrolity detegované v metabolickom prifile izolatov

Skrining extrolitov je sucast'ou polyfazickej koncepcie druhu (Obr. 2). Extrolity
su pouzitelné pri rozliSovani druhov, pretoze maja vysoku druhovu Specifitu (Frisvad,
1989, Larsen et al., 2005. Podl'a: Samson et Varga, 2009). Ako uvadzaji Samson et al.
(2006), kazdy taxon rodu Aspergillus ma Specificky profil extrolitov. Kontrolné
mechanizmy expresie génov enzymov sekundarneho metabolizmu s zvycajne spojené
s fyziologiou produkéného organizmu (Magan et Aldred, 2007). Extrolity mozu byt
produkované na niektorych médiach vo velkych mnozstvach, na niektorych médiach
vobec (Frisvad et al., 2007). Je pravdepodobné, Ze pouzité kultivaéné média, najma
CYAS (Kap. 3.4.2), ukazali ich limitované spektrum. Niektoré extrolity st toxické pre
stavovce (Kap. 1.2.8.1). Medzi extrolitmi, detegovanymi v ¢istych kulturach MD a ZB
izolatov, su okrem mykotoxinov a toxinov tiez potencidlne liecivd, antioxidanty,
antibakterialne a antifungalne substancie. Aktivita, pripadne vlastnosti extrolitov

uvadzané v pracach inych autorov, sit sumarizované v Tab. 29.
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Tab. 29 Znama aktivita extrolitov, detegovanych v ¢istych kultirach izolatov aspergilov zo zrna obilnin slovenského povodu (Zatva 2006-

2008)
extrolit detegovany v taxone znama aktivita, vlastnost’ referencia
aflatoxin Aspergillus parasiticus - mykotoxiny JECFA (1997, 2001)
By, By, Gy, Gy, My - extracelularne Purchase (Podrla: Filtenborg et
al., 1983)
Kap. 1.2.8.1
antrachinony, Eurotium chevalieri - potencialne lie¢iva Alzheimerovej choroby Pickhardt et al. (2005)
¢ervené antrachinony Eurotium repens - antioxidanty
Eurotium rubrum - (?) genotoxicka aktivita Paramenswaran et al. (2004)

- inhibitory produkcie sulfidov desulfurikaénymi baktériami Wu et Yen (2004)

Desulfovibrio desulfuricans Weimer et al. (1995)
asperazin Aspergillus tubingensis - selektivna in vitro cytotoxicita vo¢i l'udskej leukémii Varoglu et al. (1997. Podla:

- vsekcii Nigri produkovany druhmi A. tubingensis Govek et Overman, 2007)

a A. acidus, chemotaxonomicky znak Nielsen et al. (2009)
asperentiny A Eurotium rubrum - insekticidna, antibakterialna, antifungalna aktivita Podla: Slack et al. (2009)
(=kladosporin) - inhibicia kli¢enia spor niektorych druhov rodov Penicillium  Scott et al. (1971)

a Aspergillus pri koncentracii <40 pg . ml™ v tekutom médiu
aspergamidy, Aspergillus versicolor® - potencialna aktivita proti réznym druhom rakoviny Frisvad et al. (2004a)
aspergamid A Aspergillus westerdijikae
(= avrainvilamidy, Aspergillus cf. melleus
stefacidiny)
austdiol Emericella nidulans - gastrointestinalny toxin Steyn (1973. Podl'a: Engel et

- spolu s austamidom, austinmi a austocystinmi tvori skupinu Kruger, 1976)

mutagénnych a/ alebo toxickych extrolitov Klich (2002)
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(pokracovanie Tab. 29)
extrolit

detegovany v taxone

znama aktivita, poznamka

referencia

auroglaucin Eurotium amstelodami - derivaty auroglaucinu su antioxidanty Paramenswaran et al. (2004)
- gastrointestinalny toxin Steyn (1973. Podla: Engel et
- oranzovo-¢erveny pigment Kruger, 1976)
Hanson (2008)
Kap. 4.3
echinulin Eurotium amstelodami - toxicky Frisvad et Thrane (2010)
- aktivny voc¢i Mycobacterium tuberculosis Talapatra et al. (2001. Podla:
- bezfarebny Paramenswaran et al., 2004)

Mapari (2009)

epiheveadrid,
epiheveadrid A

Eurotium amstelodami
Eurotium chevalieri

- silnd antifungalna aktivita voci Aspergillus fumigatus,
Penicillium marneffei, Trichophyton rubrum
a T. mentagrophytes

- extracelularne extrolity

Hosoe et al. (2004a. Podra:
Slack et al., 2009)

Slack et al. (2009)

? fenylahistin

Aspergillus versicolor®

- in vivo ain vitro antitumorova aktivita vo¢i 8 tumorovym
bunkovym linidm

Kanoh et al. (1999)

cf. fischerin

Aspergillus fumigatus

fischerin- toxin; po experimentdlnom podani indukoval
letalny zapal pobru$nice u mysi

Fujimoto et al. (1993. Podra:
Han et Na, 2008)

flavoglaucin

Eurotium amstelodami

- slaba cytotoxicita vo¢i HeLa bunkam, poSkodenie pecene
u kralikov, inhibicia mitochondrialnej respiracie, indukcia
opuchu mitochondrii, antioxida¢na aktivita, synergizmus
s tokoferolom

- inhibi¢nd aktivita vzniku tumoru v dvojfizovom teste
karcinogenézy na mysiach; pravdepodobne su antitumorové
promotéry

- intracelularny
- 7Ity pigment

Umeda et al., 1974; Nazar et
al., 1984; Kawai et al., 1986;
Ishikawa et al., 1984 (Podra:
Slack et al., 2009)

Miyake et al. (2010)
Slack et al. (2009)
Mapari (2009)
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(pokracovanie Tab. 29)

extrolit detegovany v taxone znama aktivita, poznamka referencia

fumagilin Aspergillus fumigatus - antibiotikum, pouzivané v boji proti Nosema apis, Kochansky et Nasr (2004),
parazitovi véely medonosne;j Fumagillin... (2001)
- inhibitor bujnenia endotelovych buniek a angiogenézy; Fumagillin (2010)
skiimany ako mozné liecivo intestinalnej mikrosporididozy

fumigaklavin, Aspergillus fumigatus - mykotoxiny Frisvad et Thrane (2010)

fumigaklavin C

- priamy periférny ucinok na hladké svalstvo (kontrakcie
maternice a konstrikcia ciev), nepriame periférne UcCinky
(humoralny a serotoninovy antagonizmus, blokéda produkcie
adrenalinu), i¢inky na  centrdlnu  nervovi  sUstavu
(bulbomedularne a mezoencefalické¢ zlozky); vakuolizéicia
pecenovych parenchymalnych buniek u jednodiovych
kohutov, prezivajicich po oralnom podani LDsy bola
sposobena fumigaklavinom C alebo anorexiou

Cole et Schweichert (2003a)

fumigatin A

Aspergillus fumigatus

- pigment, v alkalickom prostredi sa jeho farba meni zo
zltohnedej na vyrazne purpurovu

Hanson (2008)
Kap. 4.3

fumiquinazolin,
fumiquinazolin A

Aspergillus fumigatus

- v taxonomickej skupine Aspergillus sekcia Fumigati
jedine¢né pre A. fumigatus

- stredne silna in vitro cytotoxicita vo¢i bunkam linie P 388.

Samson et al. (2007a)

Cole et al. (2003)

fumitremorgin A a B

Aspergillus fumigatus

- mykotoxin

- tremorgénne UcCinky; vnuatropobrusnicova aplikdcia 1 mg
sposobila zretel'né triaSky a rovnakym sposobom aplikovana
davka 5 mg nepretrzitl triaSku a 70 % umrtnost’ u mysi

Frisvad et Thrane (2010)
Cole et Schweichert (2003a)

fyscion

Eurotium repens

- toxicky
- ZIty

Frisvad et Thrane

Mapari (2009)

(2010)

4-hydroxymelein

Aspergillus westerdijkiae

- nie je povazovany za mykotoxin

Frisvad et al. (2004a)

kampestrin A

Aspergillus tritici

- antibiotické u¢inky vo¢i G aj G baktériam

Campestrin,... (2010)
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extrolit detegovany v taxone znama aktivita, poznamka referencia

kotanin Aspergillus clavatus - toxicky pre 10 dilové kohuty Culter et al. (1979)

kyselina Aspergillus flavus - mykotoxin Frisvad et Thrane (2010)

cyklopiazonova - intracelularny Filtenborg et al. (1983)

Kap. 1.2.8.1

kyselina helvolova Aspergillus fumigatus - antibioticka aktivita najmi vo&i G* baktériam, G™ st menej Cole et Schweikert (2003b)
citlivé

kyselina kojova Aspergillus parasiticus - toxin Frisvad et Thrane (2010)

- potravinarske aditivum a konzervans, kozmetické bielenie |IARC (2001)
pleti, regulator rastu rastlin, chemicky intermediat; evidencia

karcinogenity u l'udi je nedostato¢na a u pokusnych zvierat Purchase (Podla: Filtenborg et

limitovana al., 1983)
- extraceluldrny extrolit
kyselina penicilova Aspergillus westerdijikae - mykotoxin, cytotoxicky a pravdepodobne karcinogénny, Frisvad et al. (2004b), Cole et
antibioticka, antiviralna a antitumorova aktivita al. (2003)
- mozny aditivny alebo synergicky G¢inok s xantomegninom, Frisvad et al., 2007c
viomeleinom a vioxantinom Lindefelser et al., 1973, Stoev
- mozny synergicky toxicky efekt s ochratoxinom A et al., 2001. (Podl'a: Frisvad et
- extracelularny extrolit al., 2007c)
- bezfarebna Purchase (Podl’a: Filtenborg et
al., 1983)
Mapari (2009)
? kyselina sydoova Aspergillus sydowii - slabé antibakterialna aktivita Wei et al. (2010)
- antioxidant Ishikawa et al. (1984. Podla:
- bezfarebnd, sbromfenolovou modrou tvori zlta farbu WWeietal., 2010)
a s etanolovym roztokom chloridu zelezitého hnedua farbu Hamasaki et al. (1975)
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(pokracovanie Tab. 29)
extrolit

detegovany v taxone

znama aktivita, poznamka

referencia

3-0-metyl-sulochrin

Aspergillus fumigatus

- metabolit je v sekcii Fumigati produkovany len druhom
A. fumigatus

Samson et al. (2007a)

NB1

Aspergillus westerdijkiae

- Ciastocne charakterizovany extrolit, produkovany vSetkymi
kmenmi A. westerdijkiae, ale ziadnym kmenom A. ochraceus

Frisvad et al. (2004a)

neoechinulin A

Eurotium amstelodami

- antioxidacna aktivita vysSia ako pri tokoferole,
cytoprotektivna aktivita pred bunkovou smrtou indukovanou
peroxynitritom a d’alSie

Podra: Slack et al. (2009)

ochratoxin A Aspergillus westerdijikae - mykotoxin Frisvad et Thrane (2010)
Aspergillus cf. melleus - extracelularny Purchase (Podl'a: Filtenborg et
- bezfarebny al., 1983)
Mapari, 2009
Kap. 1.2.8.1
orlandin Aspergillus clavatus - vyznamna inhibicia rastu pSeni¢ného koleoptylu, nebol Culter et al. (1979)
toxicky pre 10 diiové kohuty
- pravdepodobne prekurzor kotaninu
patulin Aspergillus clavatus - mykotoxin Frisvad et Thrane (2010)
? Aspergillus terreus - extracelularny Purchase (Podl’a: Filtenborg et

al., 1983)
Kap. 1.2.8.1

pseurotin A

Aspergillus fumigatus

- antifungélna aktivita, inhibitor angiogenézy

Frisvad et al. (2004b)

pyranonigrin A

Aspergillus tubingensis

- antioxidant

Miyake et al. (2007)

questin

Eurotium chevalieri

- antibioticka aktivita, inhibicia nukleozidového importu
tumorovou bunkovou liniou a v mySacich lymfocytoch

Su et al. (2004. Podl’a: Slack et
al., 2009)

shami- xantén

Emericella nidulans

- polyketid, rozsireny v rode Emericella

Zalar et al. (2008)

siderin

Aspergillus clavatus

- fytotoxicka aktivita voci fotosyntéze

Veiga et al. (2007)
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(pokracovanie Tab. 29)
extrolit

detegovany v taxone

znama aktivita, poznamka

referencia

sterigmatocystin Emericella nidulans - mykotoxin Frisvad et Thrane (2010)
Aspergillus versicolor! - intracelularny Filtenborg et al. (1983)
A. versicolor? - silna cytotoxicita voci 5 'udskym tumorovym bunkovym Lee et al. (2010)
liniam Mapari (2009)
- Zlty Kap. 1.2.8.1
terfenylin Aspergillus tritici - antioxida¢na aktivita, inhibitor rastu rastlin, slaba aktivita Terphenyllin (2010)

voci HIV integraze

TR-2/ fumitremorgin C

Aspergillus fumigatus

TR-2: ustne podanie vyvolalo zretelné  triasky
U jednodiiovych kohutov uz pri davke 12,5 mg . kg™
fumitremorgin C: tremorgénne G¢inky na jednodnové kohuty
uz pri davke 25 mg . kg™

Cole et Schweichert (2003a)

trypacidin Aspergillus fumigatus - antibiotikum s in vitro aktivitou vo¢i Trypanosoma cruzi, Balan et al. (1964)
Toxoplasma gondii, Leptospira pomona,
L. icterohaemorrhagie a L. canicola

tryptoquivaliny Aspergillus clavatus - toxickeé Frisvad et Thrane (2010)
- ? tremorgénne mykotoxiny Samson et Frisvad (2004),
- typy A az C podané vnitropobrusnicovo navodili sustavné Frisvad et al. (2004b)
triaSky u potkanov uz pri davke 50 ul, tremorgénna aktivita Cole et Schweichert (2003a)
je spajana aj s typmi D az J

tryptoquivalon A Aspergillus clavatus - kontinudlne triasky u potkanov uz pri davke 50 pl pri Cole et Schweichert (2003a)

(= nortryptoquivalon)

vnutropobrusnicovej distribucii

verukulogén

Aspergillus fumigatus

- mykotoxin
- vel'mi silny tremorgén

Frisvad et Thrane (2010)
Frisvad et al. (2007c)
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(pokracovanie Tab. 29)
extrolit

detegovany v taxone

znama aktivita, poznamka

referencia

viomelein Aspergillus westerdijikae - mykotoxin Frisvad et Thrane (2010)
- hepato- a nefrotoxicky Frisvad et al. (2002)
- intracelularny Filtenborg et al. (1983)
- Cervenasto-hnedy Mapari (2009)
vioxantin Aspergillus westerdijkiae - mykotoxin Frisvad et Thrane (2010)
- hepato- a nefrotoxicky Frisvad et al. (2007c)
xantoascin Aspergillus tritici - hepato- akardiotoxicky, teratogénny na pokusnych Ohtsubo et al., 1976,
zvieratach Takahashi et al., 1976 (Podla:
Scott, 2004)
xantomegnin Aspergillus westerdijkiae - mykotoxin Frisvad et al. (2004a)
- hepato- a nefrotoxicky Samson et Frisvad (2004),
- intracelularny Frisvad et al. (2007c)
- oranzovy Filtenborg et al. (1983)

Mapari (2009)

0- orto; cf.- canfer; A.- Aspergillus; *skupina II; “neurdena skupina; HelLa- bunkova linia, odvodena od buniek cervikalnej rakoviny, odobranych

od pacientky Henrietty Lacks (1 r. 1951); LDso- letalna davka pre 50 % z testovanych organizmov; P 388- bunkova linia, odvodena od buniek

leukémie; G* Gram pozitivne; G- Gram negativne; HIV- virus nedostatku 'udskej imunity; Kap.- kapitola
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4.5 Spektrum a izemna distribucia druhov

Spektrum detegovanych taxénov spolu s referenciami ich doterajSich zdznamov na
uzemi Slovenska je uvedené v Tab. 30. Farebne s zvyraznené druhy, detegované prvy krat
na uzemi Slovenska: Eurotium appendiculatum, E. cristatum, Aspergillus tubingensis
a donedavna kryptické druhy, prvy krat diagnostikované pre Slovensko: Aspergillus tritici
a A. westerdijkiae.

Porovnanie druhového spektra aspergilov, izolovanych z komodit z rokov 2006-2008
so spektrom, sumarizovanym Jesenskou ku roku 1987 (Tab. 31) neukazalo pocetné rozdiely.
Druhy Aspergillus tritici, resp. A. westerdijkiae a pravdepodobne aj A. cf. melleus, detegované
v predkladanej praci, mohli v publikacii Jesenskej (1987) figurovat’ ako A. candidus, resp.
A. ochraceus. Nalezy A. parasiticus st na izemi Slovenska z domacich substratov zriedkavé;
dosial’ boli publikované len dva- autormi Frankova et Simonovi¢ové (1999) a Ceriiansky et al.
(2006); tieto nalezy sumarizovala tiez Simonovi¢ova (2001, 2003; Tab. 30) v zoznamoch
mikroskopickych hub Slovenska. A. sydowii sa Vv potravinach v nasich zemepisnych Sirkach
nevyskytuje casto (Klich, 2002, Samson et al., 2002a). V Tab. 32 je uzemna distribtcia
aspergilov, odvodena od endogénneho osidlenia zfn vzoriek so znamym pdévodom. Ako je
uvedené v Kap. 1.1.1, huby mézu byt prinesené do skladu vo vnutri obilia (Lacey, 1989).
Druhy najéastejSie detegovany druh, Aspergillus flavus, je schopny rast ako komenzal
Vv pletivach rastlin (Pitt et Hocking, 1999; Kap. 4.2). Druh bol endogénne detegovany v 22

vzorkach, pochadzajticich najmenej zo 7 krajov.
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Tab. 30 Detegované taxony aspergilov a zaznam o ich predoslej identifikacii na izemi Slovenka. Taxény su zoradené v zmysle

vnutrorodového ¢lenenia rodu Aspergillus (Peterson, 2008)

podrod sekcia druh; pomocny taxén referencia vyskytu na izemi Slovenska
Aspergillus Aspergillus  Eurotium amstelodami L. Mangin® 426,810, 11, 12
Eurotium appendiculatum Blaser *
Eurotium chevalieri L. Mangin® 3.5.6.810.12
Eurotium cristatum (Raper & Fennell) Malloch & Cain' *
Eurotium repens de Bary* 3.5,6.8,10,11,12
Eurotium rubrum W. Bremer* >.6.8
Eurotium herbariorum skupina
Eurotium herbariorum/ repens
Eurotium herbariorum/ rubrum
Eurotium cf. amstelodami
Eurotium cf. chevalieri
Eurotium amstelodami/ chevalieri
Restricti Aspergillus restrictus G. Smith’ 2,59
Fumigati Fumigati Aspergillus fumigatus Fresen. %5.6,8,9,10,11, 12
Clavati Aspergillus clavatus Desm.* 3,6.8,10,12
Circumdati Circumdati Aspergillus westerdijkiae Frisvad & Samson® S
**
Aspergillus cf. melleus Yukawa® A. melleus Yukawa®
9
Aspergillus ochraceus sensu lato A. ochraceus K. Wilh.?
5,10, 11, 12

A. ochraceus Wilhelm
6,8
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(pokracovanie Tab. 30)

podrod sekcia druh; pomocny taxén referencia vyskytu na tizemi Slovenska
Candidi Aspergillus tritici B. S. Mehrotra & M. Basu® 8.9

**

Aspergillus candidus sensu lato A. candidus Link®?°

A. candidus ** 2

6

Cremei Aspergillus wentii Wehmer* 2459

Flavi Aspergillus flavus Link* 2.5.6.7,8,10, 11, 12

Aspergillus parasiticus Speare! 83

Nigri Aspergillus tubingensis Mosseray* *

Aspergillus niger agregat A. niger Tiegh.b# 101112

A. niger var. cinnamomeus

(Schiemann) Thom et Raper® %>

6,8

Terrei Aspergillus terreus Thom' 2.5.8,10,12

Nidulantes Nidulantes Emericella nidulans (Eidam) Vuill.! >6.8 11

Aspergillus sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church?

Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab." skupina Il
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab.* neur&ena skupina

Aspergillus versicolor (Vuill.) Tira
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab.? > 101112

A. sydowii Kita?
5,6, 8,10, 12

2,5,10,11,12
b. , 5,10, 11,

6,8

cf.- confer; *Index Fungorum (2010); “Lizon et Bacigalova (1998); *Simonovicova (2001); *Simonovicova (2002); *Simonovicova (2008);

®Dovicicova et al. (2008); "Dovicitova et Tancinova (2008); *Dovigiova et al. (2009a); *Dovigicova et al. (2009b); °Tanginova et Labuda,

2009; “Tanginova et al., 2001; “Tan¢inova et Labuda, 2006; *druh dosial’ nebol zaznamenany na tzemi Slovenska; **druhy prvy krat

diagnostikované na izemi Slovenska autorkou (a uvedenymi spoluautormi)
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Tab. 31 Spektrum aspergilov, zachytené v zrne obilnin, dopestovanych na tizemi Slovenska v rokoch 2006-2008 v porovnani so spektrom

zo slovenskych poZivatin, sumarizovanym Jesenskou ku roku 1987

Zrno obilnin, Zatva
2006, 2007 a 2008

pozivatiny s povodom vo vtedajSej Slovenskej socialistickej republike, vySetrené
do roku 1987

Eurotium amstelodami
Eurotium appendiculatum
Eurotium chevalieri

Eurotium cristatum

Eurotium repens

Eurotium rubrum

Eurotium herbariorum skupina
Eurotium herbariorum/ repens
Eurotium herbariorum/ rubrum
Eurotium cf. amstelodami
Eurotium cf. chevalieri

Eurotium amstelodami/ chevalieri

Aspergillus glaucus skupina: povrch mésovych vyrobkov (Zapadoslovensky kraj), susené mlieko
na kfmne ucely, vzorky muky a krupice- zatva 1981 (dobré klimatické podmienky), detska
dehydratovand krupica, instantné ceredlne kasSe, strthanka (menej ¢asto az zriedkavo), kukuriény
Skrob, pseni¢ny skrob, prasok jahodového pudingu, BB- pudingovy prasok, vceli pel’

Aspergillus restrictus

vzorky muky a Krupice- zatva 1981 (dobré klimatické podmienky)

Aspergillus fumigatus

susené¢ mlieko na kimne ucely, vzorky muky a krupice- zatva 1981 (dobré klimatické
podmienky), detsk4 dehydratovana krupica (menej Casto az zriedkavo)

Aspergillus clavatus

susené mlieko na kimne ucely, vzorky muky a krupice- zatva 1981 (dobré klimatické
podmienky), detskéd dehydratovana krupica (menej Casto az zriedkavo), instantné cerealne kase,
kukuricny Skrob, pSeni¢ny Skrob

Aspergillus westerdijkiae
Aspergillus ochraceus sensu lato

Aspergillus ochraceus: susené mlieko na kimne Gcely, vzorky muky a Krupice- zatva 1981 (dobré
klimatické podmienky), detskd dehydratovand krupica (menej Casto az zriedkavo), kukuri¢ny
Skrob, vceli pel’

Aspergillus cf. melleus
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(pokracovanie Tab. 31)

Aspergillus tritici
Aspergillus candidus sensu lato

Aspergillus candidus: vzorky muky a krupice- zatva 1981 (dobré klimatické podmienky), detska
dehydratovana krupica, kukuricny skrob, psSenicny Skrob, praSok jahodového pudingu, BB-
pudingovy prasok, vceli pel’

Aspergillus wentii

vzorky muky a Krupice- zatva 1981 (dobré klimatické podmienky)

Aspergillus flavus

vzorky suSeného mlieka, suSené mlicko na kfmne ucely, vzorky muky a krupice- zatva 1981
(dobré klimatické podmienky), detskd dehydratovana krupica, instantné ceredlne kase, struhanka
(menej Casto az zriedkavo), kukuriény skrob, pSeni¢ny skrob, prasok jahodového pudingu, BB-
pudingovy prasok, mak, vceli pel’

Aspergillus parasiticus

Aspergillus tamarii: vceli pel’

Aspergillus tubingensis
Aspergillus niger komplex

Aspergillus niger skupina: povrch méasovych vyrobkov (Zapadoslovensky kraj), suSené mliecko na
kfmne ucely, struhanka, pSeni¢ny skrob, prasok jahodového pudingu, BB- pudingovy prasok,
vceli pel

Aspergillus terreus

susené mlieko na kimne ucely, vzorky muky a krupice- zatva 1981 (dobré klimatické
podmienky), detska dehydratovana krupica (menej Casto az zriedkavo), vceli pel

Emericella nidulans

Aspergillus nidulans: vzorky muky a krupice- zatva 1981 (dobré klimatické podmienky), detska
dehydratovana krupica, BB- pudingovy prasok, véeli pel

Aspergillus sydowii

Aspergillus ustus: vzorky muky a krupice- zatva 1981 (dobré¢ klimatické podmienky)

Aspergillus versicolor skupina Il
Aspergillus versicolor neur¢ena skupina

Aspergillus versicolor: susené mlieko na kimne ucely, vzorky muky a krupice- Zatva 1981 (dobré
klimatické podmienky), detskd dehydratovana krupica, kukuri¢ny Skrob, pSeni¢ny Skrob, BB-
pudingovy prasok, vceli pel

cf.- confer
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Tab. 32 Uzemn4 distribiuicia druhov, odvodena od endogénneho osidlenia zin

region:

zapadoslovensky

stredoslov.

vychodoslov.

kraj:

BA| TT | NR | TN

ZA | BB

PE KE

taxon: pocet vzoriek:

2 S 17 5

6 2

5 3

Aspergillus candidus sensu lato

+

Aspergillus clavatus

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Aspergillus cf. melleus

Aspergillus niger komplex

+ |+ |+ |+

Aspergillus ochraceus sensu lato

Aspergillus parasiticus

Aspergillus sydowii

Aspergillus tritici

Aspergillus tubingensis

Aspergillus versicolor!

Aspergillus wentii

Aspergillus westerdijkiae

Aspergillus sp.

Emericella nidulans

Eurotium amstelodami

Eurotium cf. amstelodami

Eurotium appendiculatum

Eurotium amst./ chevalieri

Eurotium chevalieri

Eurotium cf. chevalieri

Eurotium herbariorum skupina

+ |+ [+ |+

Eurotium herbariorum/ rubrum

Eurotium repens

Eurotium rubrum

+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+

Eurotium sp.

+ |+ |+ |+ |+
+

+

+ +

Kraje: BA- Bratislavsky; TT- Trnavsky; NR- Nitriansky;

TN- Trenciansky;

ZA- Zilinsky; BB- Banskobystricky; PE- Prefovsky, KE- Kogicky; stredoslov.-

stredoslovensky; vychodoslov.- vychodoslovensky; sp.- neuréeny druh; cf.- confer;

1 « . ;o
neurcend skupina; + zaznamenany vyskyt
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5

X/
L X4

Zaver

V predkladanej praci bolo mykologicky zanalyzovanych spolu 70 vzoriek zrna
pSenice letnej formy ozimnej (Triticum aestivum L.), 2 vzoriek zrna pSenice
Spaldovej (Triticum spelta L.) a singularnej vzorky zrna ja¢mena siateho (Hordeum
vulgare L.). Obilniny boli zozaté na najmenej 24 roznych lokalitach Slovenska
v rokoch 2006-2008. Vzorky boli odobrané priamo po Zatve a poc¢as skladovania.
Spolu 57 vzoriek zrna pSenice letnej, 2 vzorky zrna pSenice Spaldovej a singuldrna
vzorka jaémena siateho z najmenej 23 lokalit bolo osidlenych minimalne jednym
druhom rodu Aspergillus Fr.: Fr. a/ alebo asociovanych perfektnych rodov Eurotium
Link: Fr. a Emericella Berk., ¢o sa prejavilo jednopocetnou alebo mnohonasobnou
izolaciou daného druhu pouzitymi metdédami. Spolu bolo detegovanych 20 sensu
stricto a 12 pomocnych taxonov s najvy$Sou frekvenciou vyskytu Eurotium
amstelodami (45,21 %), Aspergillus flavus (42,47 %) a E. repens (34,25 %), d’alej
E. rubrum (24,66 %), E. herbariorum skupina (23,29 %), E. chevalieri (21,92 %),
A. fumigatus (17,81 %), A. niger komplex, A. versicolor neuréena skupina
(15,07 %), A. tritici, E. herbariorum/ rubrum, A. candidus sensu lato, A. clavatus,
A. sydowii, Emericella nidulans, A. ochraceus sensu lato, A. westerdijkiae,
A. versicolor skupina Il, A. tubingensis, A. wentii, A. cf. amstelodami (< 13,7 %),
A. cf. melleus, A. parasiticus, A. restrictus, A. terreus, Eurotium amstelodami/
chevalieri, E. appendiculatum, E. cf. chevalieri, E. cristatum, E. herbariorum/
repens (= 1,37 %). Vo vzorkach zo vSetkych troch rokov zberu boli izolované
A.flavus, A. niger komplex, E. amstelodami aE. chevalieri (endogénne),
d’alej A. clavatus, A. fumigatus, A. ochraceus sensu lato, A. sydowii, A. tritici,
A. versicolor neuréena skupina a skupina Il, A. westerdijkiae, Emericella nidulans,

Eurotium chevalieri, E. repens a E. rubrum.

Aflatoxin B; a G; produkény izolat A. parasiticus bol detegovany vo vzorke
z Banskobystrického kraja. Ochratoxin A produk¢éné izolaty A. westerdijkiae
a A. ochraceus sensu lato vo vzorkach z Trnavského, Nitrianskeho kraja a v dvoch
vzorkach snezndmym povodom. Kyselinu cyklopiazonovi produkéné izolaty
A.flavus vo vzorkach z Trenéianskeho, Nitrianskeho, Zilinského a Presovského
kraja. Patulin produkéné izolaty A. clavatus vo vzorkach z Trnavského

a Nitrianskeho kraja. Sterigmatocystin produkéné izolaty A. versicolor neurcena
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skupina a skupina Il a Emericella nidulans vo vzorkach z Trnavského, Nitrianskeho,

Zilinského a Presovského kraja.

Druhy Eurotium appendiculatum, E. cristatum, Aspergillus tubingensis,
A. tritici a A. westerdijkiae boli na uzemi Slovenska prvy krat zaznamenané
v priebehu rieSenia dizertacnej prace. Izoldcia aflatoxinogénneho kmena druhu
A. parasiticus zo zrna pSenice slovenského pdvodu je prvym nalezom tohto druhu

Vv potravinarskej komodite slovenského povodu.

V (Cistych kultarach reprezentativnych izolatov jednotlivych druhov bolo
detegovanych 68 roznych extrolitov, znich aflatoxin B;, By, Gi, Gz, My,
fumigaklavin, fumigaklavin C, fumitremorgin A a B, kyselina cyklopiazonova,
kyselina penicilovd, ochratoxin A, patulin, sterigmatocystin, verukulogén,
viomelein, vioxantin a Xantomegnin si mykotoxiny sensu stricto. Toxicka aktivita
bola inymi autormi popisand pri detegovanych extrolitoch antrachindnoch,
austdiole, auroglaucine, echinuline, flavoglaucine, fyscione, kotanine, kyseline
kojovej, TR-2/ fumitremorgine C, tryproquivalinoch, tryptoquivalone
A a xantoascine. Detegované antrachindny boli d’al§Simi autormi popisané ako
potencialne lieCiva Alzheimerovej choroby. Antikarcinogénne aktivita bola inymi
autormi zaznamenana pri detegovanych extrolitoch asperazine, aspergamidoch,
flavoglaucine, fumagiline, fumiquinazoline, fumiquinazoline A, kyseline
penicilovej, questine a sterigmatocystine. Antibioticka aktivita bola d’alsimi autormi
popisana pri asperentinoch A, echinuline, epiheveadride, fumagiline, kampestrine A,
kyseline helvolovej, kyseline penicilovej, pseurotine A, questine a trypacidine.
Detegované extrolity antrachinony, flavoglaucin, neoechinulin A, pyranonigrin

A a terfenylin s inymi autormi popisané ako antioxidanty.

Metodou LC-MS/ MS bola stanovend toxinogénna potencia kmena
A. parasiticus MD 502 na modifikovanom syntetickom tekutom médiu AetM
[Vvimg. I'l]: aflatoxin B; 15,7; aflatoxin G; 23,4; aflatoxin B, 0,52; aflatoxin G
0,68; aflatoxin M; 0,18; kyselina kojova 227. Aflatoxinogénna potencia nebola
metodou tenkovrstvovej chromatografie zistena pri Ziadnom zo 41 izolatov

Aspergillus flavus z 28 vzoriek.

Reprezentativne izolaty diagnostikovanych taxonov su disponované v kolekcii

kultr mikroorganizmov na Katedre mikrobioldgie Slovenskej pol'nohospodarskej
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univerzity v Nitre pod ozna¢enim MD a v IBT kolekcii kultir Danskej technicke;j

univerzity.
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Tab. 33 Aspergily izolované zo vzorky 1/ 2006 (Triticum aestivum L., odroda Arida,
Zatva 2006, Vel’ké Lovce)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus fumigatus 1
Aspergillus niger komplex 1

DRBC-

agar s dichléranom,

chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 34 Aspergily izolované zo vzorky 5/ 2006 (Triticum aestivum L., odroda Axis,

Zatva 2006, Oponice)
osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolacné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus ochraceus sensu lato 1

DRBC-

agar s dichléranom,

chloramfenikolom a bengalskou cerveiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 35 Aspergily izolované zo vzorky 6/ 2006 (Triticum aestivum L., odroda Axis,

Zatva 2006, Oponice)
osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus versicolor neur¢ena skupina 1

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 36 Aspergily izolované zo vzorky 11/ 2006 (Triticum aestivum L., Zatva 2006)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné¢ médium: | DRBC SL DRBC SL DYSG | DRBC | DCPA
Aspergillus flavus 1t
Eurotium amstelodami 1 1
Eurotium chevalieri 1 3 3

DRBC-

agar s dichléranom,

chloramfenikolom a bengalskou cerveiiou (Merck,

Nemecko):; SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); DCPA- agar
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(pokradovanie Tab. 35) s dichléoranom, chloramfenikolom a peptonom (Burgess et al.,

1988); producent kyseliny cyklopiazonovej, nebola zistena produkcia aflatoxinu By

Tab. 37 Aspergily izolované zo vzorky 13/ 2006 (Triticum aestivum L., odroda Axis,

Zatva 20006)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus clavatus 1t
Eurotium amstelodami 1 1 9 1
Eurotium chevalieri 1
Eurotium repens 1
Eurotium rubrum 1

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomar

kTM

, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasniénym extraktom, sachardzou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); 'nebola

zistena produkcia patulinu

Tab. 38 Aspergily izolované zo vzorky 14/ 2006 (Triticum aestivum L., odroda

Capo, Zatva 20006)
osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus niger komplex 1

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 39 Aspergily izolované zo vzorky 15/ 2006 (Triticum aestivum L., odroda

Josef, zatva 20006)
osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 2h2
Aspergillus tubingensis 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,

Nemecko):; SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasniénym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); *2 producent

kyseliny cyklopiazonovej, nebola zistena produkcia aflatoxinu B,
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Tab. 40 Aspergily izolované zo vzorky 16/ 2006 (Hordeum vulgare L., odroda

Epson, Zatva 2006)
osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolacné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL | DYSG | DRBC | DCPA

Aspergillus westerdijkiae

11

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢&ervenou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); DCPA- agar

s dichléranom, chloramfenikolom a peptonom (Burgess et al., 1988); 1producent

ochratoxinu A

Tab. 41 Aspergily izolované zo vzorky 17/ 2006 (Triticum spelta L., odroda

Francenkorn, zatva 2006)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolaéné médium: | DRBC | SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus clavatus 2!
Aspergillus flavus 1?
Aspergillus fumigatus 18
Aspergillus niger komplex 1
Aspergillus tritici 1
Eurotium amstelodami 2° 4 1
Eurotium chevalieri 5 3
Eurotium repens 2
Eurotium sp. 1 1

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasniénym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); *producent

patulinu, tryptoquivalinov a tryptoquivalonu A; ? nebola zistena produkcia aflatoxinu B;

a kyseliny cyklopiazonovej; ®producent fumigaklavinu, fumiquinazolinu A, pseurotinu

A, (TR-2/ fumitremorginu C, verukulogénu); “nebola zistena produkcia ochratoxinu

A a fumonizinu By; 5producent echinulinu a flavoglaucinu
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Tab. 42 Aspergily izolované zo vzorky 18/ 2006 (Triticum aestivum L., odroda

Capo, Zatva 20006)
osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1t
Aspergillus sydowii 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,
kvasniénym extraktom, sachardzou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); *producent

kyseliny cyklopiazonovej, nebola zistena produkcia aflatoxinu By

Tab. 43 Aspergily izolované zo vzorky 19/ 2006 (Triticum aestivum L., Zatva 2006)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 2 12
Aspergillus tritici 13
Emericella nidulans 1
Eurotium amstelodami 1 1 1
Eurotium cristatum 3 1
Eurotium chevalieri 3
Eurotium sp. 2

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark™

, India); DYSG- agar s dichléranom,
kvasniénym extraktom, sachardzou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); 'nebola
zistend produkcia aflatoxinu B; a kyseliny cyklopiazonovej; %? producent kyseliny
cyklopiazonovej (£), nebola zistend produkcia aflatoxinu By; ?’producent terfenylinu

a xantoascinu; *producent austdiolu a sterigmatocystinu

Tab. 44 Aspergily izolované zo vzorky 20/ 2006 (Triticum aestivum L., odroda Axis,

Zatva 2000)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DRBC SL DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1t
Aspergillus niger komplex 2? 1
Aspergillus sp. 1
Eurotium amstelodami 2 7
Eurotium chevalieri 13
Eurotium rubrum 1
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(pokracovanie Tab. 43)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolacné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Eurotium sp. 1 3 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢&ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,
kvasniénym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); *producent
kyseliny cyklopiazonovej, nebola zisteni produkcia aflatoxinu Bi; “nebola zistend
produkcia ochratoxinu A; 3pr0ducent pravdepodobne questinu a metabolitu podobného

questinu

Tab. 45 Aspergily izolované zo vzorky 21/ 2006 (Triticum aestivum L., odroda

Josef, Zatva 2006)
osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC SL DRBC SL DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1t
Aspergillus fumigatus 1
Aspergillus versicolor skupina Il 17
Aspergillus versicolor neuréend skupina | 2

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,
kvasniénym extraktom, sachardzou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); *? producent
kyseliny cyklopiazonovej (%), nebola zistend produkcia aflatoxinu Bj; Zproducent

sterigmatocystinu; 3producen‘[ sterigmatocystinu

Tab. 46 Aspergily izolované zo vzorky 22/ 2006 (Triticum aestivum L., odroda Axis,

Zatva 2006)
osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 2% 2
Aspergillus westerdijkiae 13
Eurotium repens 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasniénym extraktom, sachardzou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); “ “nebola
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(pokracovanie Tab. 45) zistena produkcia aflatoxinu B; a kyseliny cyklopiazonovej;

3producent kyseliny penicilovej, viomeleinu, xantomegninu a ochratoxinu A

Tab. 47 Aspergily izolované zo vzorky 1/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda

Banquet, Zatva 2007, Oponice)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolaéné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus clavatus 3
Aspergillus flavus 3h2 2° 1
Aspergillus niger komplex
Aspergillus sydowii 1
Aspergillus sp. 1

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003);

zistena produkcia aflatoxinu B a kyseliny cyklopiazonovej

1,23

nebola

Tab. 48 Aspergily izolované zo vzorky 4/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda Sana,

Zatva 2007, Oponice)
osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1 3t
Aspergillus niger komplex 1

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasniénym extraktom, sachardzou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); 'nebola

zistena produkcia aflatoxinu By

Tab. 49 Aspergily izolované zo vzorky 5/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda

Karolinum, zatva 2007, Oponice)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus ochraceus sensu lato 1

DRBC- agar s dichloranom,

chloramfenikolom a bengalskou cerveiiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)
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Tab. 50 Aspergily izolované zo vzorky 6/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda Axis,

Zatva 2007, Oponice)
osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 2!
Emericella nidulans 1°
Eurotium repens 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomar

kTM

, India); DYSG- agar s dichloranom,

kvasniénym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); ‘nebola

zistena produkcia aflatoxinu Bj

sterigmatocystinu

a kyseliny cyklopiazonovej;

“producent

Tab. 51 Aspergily izolované zo vzorky 7/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda Hana,
Zatva 2007, Vel’ké Lovce)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC | SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC | DCPA
Aspergillus flavus 1t
Aspergillus fumigatus 1 2

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom abengalskou c¢erveiiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); DCPA- agar

S dichléranom, chloramfenikolom a peptonom (Burgess et al., 1988); 1producent

kyseliny cyklopiazonovej, nebola zistena produkcia aflatoxinu B

Tab. 52 Aspergily izolované zo vzorky 8/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda

Karolinum, Vel’ké Lovce)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus ochraceus sensu lato 1t
Aspergillus versicolor neurcena skupina 17
Eurotium amstelodami 12 2
Eurotium chevalieri 1
Eurotium herbariorum skupina 5
Eurotium herbariorum/ rubrum 1
Eurotium repens 48
Eurotium rubrum 7
Eurotium sp. 8 2
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(pokracovanie Tab. 51) DRBC- agar s dichléranom, chloramfenikolom a bengélskou

cervenou (Merck, Nemecko); SL- sladinovy agar (BiomarkTM, India); DYSG- agar

s dichléranom, kvasni¢nym extraktom, sachardézou a glycerolom (Lund et Frisvad,

2003); nebola zistena produkcia ochratoxinu A; 2producent sterigmatocystinu

Tab. 53 Aspergily izolované zo vzorky 9/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda
Anduril, Zatva 2007, Bodorova)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus sydowii 6
Eurotium repens 2

DRBC- agar s dichloranom,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark™

chloramfenikolom a bengalskou cerveiou (Merck,

, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 54 Aspergily izolované zo vzorky 10/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda

Evelina, zatva 2007, Bodorova)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolaéné médium: | DRBC | SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus fumigatus 1
Aspergillus sp. 2
Eurotium repens 3
Eurotium rubrum 1
Eurotium sp. 1

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 55 Aspergily izolované zo vzorky 11/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda llias,

Zatva 2007, Bodorova)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DRBC | SL DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1t
Aspergillus sp. 1
Eurotium herbariorum skupina 2
Eurotium herbariorum/ rubrum 1
Eurotium repens 1 2
Eurotium rubrum 1
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(pokracovanie Tab. 54)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolacné médium: | DRBC| SL | DRBC| SL | DYSG | DRBC
Eurotium sp. 10

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢&ervenou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasniénym extraktom, sachardzou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); 'nebola

zistena produkcia aflatoxinu B; a kyseliny cyklopiazonovej

Tab. 56 Aspergily izolované zo vzorky 12/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda Mv
Vekni, zatva 2007, Bodorova)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Eurotium amstelodami 2
Eurotium herbariorum/ rubrum 1
Eurotium repens 2

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢&ervenou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 57 Aspergily izolované zo vzorky 13/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda

Bosorka, zatva 2007, Bodorova)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus sp. 3
Eurotium herbariorum skupina 4 15
Eurotium repens 6 1 6 7
Eurotium rubrum 2 13
Eurotium sp. 45

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)
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Tab. 58 Aspergily izolované zo vzorky 14/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda

Armelis, Zatva 2007, Oponice)

osidlenie zrna:

povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DRBC SL DYSG | DRBC
Aspergillus sp. 1
Eurotium amstelodami 1 5
Eurotium rubrum 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark™

, India); DYSG- agar s dichloranom,
kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 59 Aspergily izolované zo vzorky 15/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda

Sana, Zatva 2007, Oponice)

osidlenie zrna:

povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolaéné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus fumigatus 1
Aspergillus sp. 1
Eurotium amstelodami 1 1

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou cerveiiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 60 Aspergily izolované zo vzorky 16/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda

Banquet, Zatva 2007, Oponice)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Eurotium amstelodami 1 11
Eurotium repens 1

Eurotium rubrum

Eurotium sp.

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢&ervenou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)
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Tab. 61 Aspergily izolované zo vzorky 17/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda

Karolinum, Zatva 2007, Oponice)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DRBC | SL DYSG | DRBC
Aspergillus fumigatus 1
Eurotium amstelodami 4
Eurotium repens 1 1

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomar

kTM

, India); DYSG- agar s dichloranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 62 Aspergily izolované zo vzorky 18/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda Axis,

Zatva 2007, Oponice)
osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné¢ médium: | DRBC SL DRBC SL DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1t 1
Aspergillus sp. 1
Eurotium amstelodami 3
Eurotium repens 2

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasniénym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); *producent

kyseliny cyklopiazonovej, nebola zistena produkcia aflatoxinu B

Tab. 63 Aspergily izolované zo vzorky 19/ 2007 (Triticum aestivum L., odber Hana,

Zatva 2007, Velké Lovce)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1 1t
Aspergillus fumigatus 1
Aspergillus niger komplex 2°
Eurotium sp. 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasniénym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); *producent

kyseliny cyklopiazonovej, nebola zistena produkcia aflatoxinu Bi;

produkcia ochratoxinu A

nebola zistena
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Tab. 64 Aspergily izolované zo vzorky 20/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda

Karolinum, zatva 2007, Vel’ké Lovce)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DRBC | SL DYSG | DRBC
Aspergillus fumigatus 1
Aspergillus restrictus 7
Aspergillus tritici 1
Aspergillus versicolor skupina Il 1t
Aspergillus versicolor neurcena skupina 2
Aspergillus sp. 1
Eurotium amstelodami 6
Eurotium chevalieri 1
Eurotium herbariorum skupina 4 3
Eurotium sp. 7

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasniénym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); producent

sterigmatocystinu

Tab. 65 Aspergily izolované zo vzorky 21/ 2007 (Triticum aestivum L., vzorka

Torysa, Zatva 2007, Poprad)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DRBC | SL DYSG | DRBC
Aspergillus sp. 1 1 1
Emericella nidulans 1
Eurotium chevalieri 1
Eurotium herbariorum skupina 1
Eurotium sp. 1

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom abengalskou c¢erveiiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 66 Aspergily izolované zo vzorky 22/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda

Saturnus, Zatva 2007, Senec)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus tritici 1
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(pokracovanie Tab. 65) DRBC- agar s dichléranom, chloramfenikolom a bengalskou

cervenou (Merck, Nemecko); SL- sladinovy agar (BiomarkTM, India); DYSG- agar

s dichléranom, kvasni¢nym extraktom, sachardézou a glycerolom (Lund et Frisvad,

2003)

Tab. 67 Aspergily izolované zo vzorky 23/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda Mv

Suveges, Zatva 2007, Komarno)

osidlenie zrna:

povrchové

zomleté zrno vnutorné

taxon: izolaéné médium:

DRBC

SL |DRBC| SL |DYSG

Eurotium amstelodami

Eurotium chevalieri

Eurotium repens

Eurotium rubrum

Eurotium sp.

P |w (kN

DRBC- agar s dichloranom,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomar

chloramfenikolom a bengalskou cerveiou (Merck,
kTM

, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 68 Aspergily izolované zo vzorky 24/ 2007 (Triticum spelta L., odroda Ceralio,
Zatva 2007, Stara Lubovia)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné

taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1t 2?
Aspergillus versicolor neur¢ena skupina 3 1
Aspergillus sp. 10
Eurotium appendiculatum 9
Eurotium herbariorum skupina 7 2 1 69 20
Eurotium repens 3 5
Eurotium rubrum 6 15
Eurotium sp. 6 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomar

kTM

, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasniénym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); ‘producent

kyseliny cyklopiazonovej, nebola zistena produkcia aflatoxinu Bi; ?? producent

kyseliny cyklopiazonovej (+), nebola zistena produkcia aflatoxinu Bi; >producent

sterigmatocystinu
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Tab. 69 Aspergily izolované zo vzorky 25/ 2007 (Triticum aestivum L., odroda Axis,

Zatva 2007, Galanta)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DRBC | SL DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 2!
Aspergillus westerdijkiae 1?
Aspergillus sp. 1 1
Eurotium amstelodami 4
Eurotium repens 2

DRBC-

agar s dichloranom,

chloramfenikolom a bengalskou cerveiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark™, India); DYSG- agar s dichloranom,

kvasniénym extraktom, sachardzou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); *? producent

kyseliny cyklopiazonovej (£), nebola zisteni produkcia aflatoxinu Bi; “producent

ochratoxinu A, viomeleinu a vioxantinu

Tab. 70 Aspergily izolované zo vzorky 26/ 2007 (Triticum aestivum L., odrody

Arida a Venistar, Zatva 2007, Senec)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1t
DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasniénym extraktom, sachardzou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); 'nebola

zistena produkcia aflatoxinu B a kyseliny cyklopiazonovej

Tab. 71 Aspergily izolované zo vzorky 27/ 2007 (Triticum aestivum L., odrody

Venistar a Jozef, Zatva 2007, Senec)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolacné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus sp. 1
Eurotium amstelodami 1

DRBC-

agar s dichléranom,

chloramfenikolom a bengalskou cerveiiou (Merck,

Nemecko):; SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)
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Tab. 72 Aspergily izolované zo vzorky 28/ 2007 (Triticum aestivum L., Zatva 2007,

Dunajska Streda)
osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Eurotium amstelodami 1 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢&ervenou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 73 Aspergily izolované zo vzorky 29/ 2007 (Triticum aestivum L., Zatva 2007,

Nitra)
osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izolaéné médium: | DRBC| SL |DRBC| SL |DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1t
Eurotium herbariorum skupina 1
Eurotium repens 2

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasniénym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); *? producent

kyseliny cyklopiazonovej (£), nebola zistena produkcia aflatoxinu B,

Tab. 74 Aspergily izolované zo vzorky 30/ 2007 (Triticum aestivum L., Zatva 2007,

Martin)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DRBC | SL DYSG | DRBC
Aspergillus candidus sensu lato 1 1
Aspergillus flavus 1 30023 | 24
Aspergillus fumigatus 3 1° 2’
Aspergillus cf. melleus 18
Aspergillus niger komplex 1 1°
Aspergillus terreus 2 1%
Aspergillus tritici 32 2 3 6 1
Aspergillus tubingensis 1
Aspergillus versicolor neurcena skupina 412
Aspergillus sp. 15 34 8 8 9
Emericella nidulans 1 1% 2
Eurotium amstelodami 3 1 1 8
Eurotium chevalieri 1 1
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(pokracovanie Tab. 73)

osidlenie zrna: povrchové zomleté zrno vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DRBC | SL DYSG | DRBC
Eurotium herbariorum skupina 1 12
Eurotium herbariorum/ rubrum 1
Eurotium repens 1 8
Eurotium rubrum 2
Eurotium sp. 5 1 95
DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark™

, India); DYSG- agar s dichloranom,
kvasniénym extraktom, sachardzou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); * ?producent
kyseliny cyklopiazonovej, nebola zistend produkcia aflatoxinu Bj; % 42 producent
kyseliny cyklopiazonovej (%), nebola zistena produkcia aflatoxinu Bi; °producent
fumigaklavinu C, fumiquinazolinu, fumitremorginov A a B, (TR-2/ fumitremorginu C);
6producent fumigaklavinu C, fumitremorginov A a B, pseurotinu A, (TR-2/
fumitremorginu A) a ? verukulogénu; “producent fumigaklavinu C, fumiquinazolinu
A a fumitremorginu A; 8producen‘[ ochratoxinu A; °‘nebola zistena produkcia
ochratoxinu A; %2 producent patulinu (%), 11producent terfenylinu a xantoascinu;

12 B3 roducent sterigmatocystinu

Tab. 75 Aspergily izolované zo vzorky 1/ 2008 (Triticum aestivum L., odroda Alfa,
Zatva 2008, Kolarovo)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC | SL | CY20S | DRBC
Aspergillus clavatus 1t 1
Aspergillus flavus 42 4 4 7
Aspergillus niger komplex 434
Aspergillus ochraceus sensu lato 8
Aspergillus westerdijkiae 2°
Aspergillus sp. 51 14
Emericella nidulans 1°
Eurotium amstelodami 4 20 23 5
Eurotium amstelodami/ chevalieri 3
Eurotium chevalieri 1 34 31 4
Eurotium cf. chevalieri
Eurotium herbariorum skupina 7 3
Eurotium repens 6
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(pokracovanie Tab. 74)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC | SL | CY20S | DRBC
Eurotium sp. 18 11 4 12

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢&ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark™, India); CY20S- Czapkov agar
S kvasniénym extraktom a obsahom sacharézy navySenym na 20 % (Klich, 2002);
producent patulinu a tryptoquivalinu; “producent kyseliny cyklopiazonovej, nebola
zistena produkcia aflatoxinu By; 3 4nebola zistena produkcia ochratoxinu A; 5pr0ducent

ochratoxinu A, viomeleinu a xantomegninu; °producent austdiolu a sterigmatocystinu

Tab. 76 Aspergily izolované zo vzorky 2/ 2008 (Triticum aestivum L., odroda
Tapos, Zatva 2008, Trnava)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DYSG | DRBC
Aspergillus clavatus 1t
Aspergillus versicolor skupina Il 12
Aspergillus sp. 1
Eurotium amstelodami 1
Eurotium herbariorum skupina 2
Eurotium rubrum 7

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,
kvasniénym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); ‘producent

patulinu; 2producent sterigmatocystinu

Tab. 77 Aspergily izolované zo vzorky 3/ 2008 (Triticum aestivum L., Zatva 2008,

Trnava)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC | SL DYSG | DRBC
Aspergillus niger komplex 1
Aspergillus sydowii 1
Aspergillus wentii 1
Aspergillus sp. 2 77 6
Eurotium amstelodami 1 1 12 6
Eurotium cf. amstelodami 1
Eurotium chevalieri 3 1
Eurotium herbariorum skupina 1
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(pokracovanie Tab. 76)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC | SL | DYSG | DRBC
Eurotium sp. 1 1 12

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢&ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 78 Aspergily izolované zo vzorky 4/ 2008 (Triticum aestivum L., Zatva 2008,

Dolna Krupa)
osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC| SL | DYSG | DRBC
Aspergillus tritici 3

Eurotium amstelodami
Eurotium herbariorum/ rubrum
Eurotium rubrum

Eurotium sp.

NG PN T N T

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiiou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 79 Aspergily izolované zo vzorky 5/ 2008 (Triticum aestivum L., odroda
Alacris, Zatva 2008, Poprad)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC | SL | DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1t
Aspergillus fumigatus 2
Aspergillus sp. 1
Eurotium amstelodami 12

Eurotium herbariorum skupina
Eurotium repens
Eurotium repens/ herbariorum
Eurotium rubrum
Eurotium sp. 1

BN BN

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,
kvasniénym extraktom, sachardzou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); nebola

zistena produkcia aflatoxinu B; a kyseliny cyklopiazonovej

153



Tab. 80 Aspergily izolované zo vzorky 6/ 2008 (Triticum aestivum L., odroda Hana,

Zatva 2008, Poltar)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1t 1
Aspergillus parasiticus 1?
Aspergillus versicolor neurcena skupina 1 1
Aspergillus wentii 2
Eurotium amstelodami 1
Eurotium herbariorum skupina 100
Eurotium herbariorum/ rubrum 1
Eurotium rubrum 63

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiiou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,
kvasniénym extraktom, sachardzou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); 'nebola
zistena produkcia aflatoxinu B a kyseliny cyklopiazonovej; 2producent aflatoxinov B,

B,, G1, G2, M; a kyseliny kojovej

Tab. 81 Aspergily izolované zo vzorky 7/ 2008 (Triticum aestivum L., odroda
Baroko, zatva 2008, Belusa)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DYSG | DRBC
Eurotium herbariorum skupina 1
Eurotium repens 2

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 82 Aspergily izolované zo vzorky 8/ 2008 (Triticum aestivum L., odroda Etela,

Zatva 2008, Belusa)
osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL | DYSG | DRBC
Aspergillus fumigatus 1
Eurotium sp. 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,
Nemecko):; SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)
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Tab. 83 Aspergily izolované zo vzorky 11/ 2008 (Triticum aestivum L., odroda
Bosorka, zZatva 2008, Belusa)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DYSG | DRBC | DCPA
Aspergillus flavus 1t
Aspergillus sydowii 1?

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,
kvasni¢nym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); DCPA- agar
s dichléranom, chloramfenikolom a peptonom (Burgess et al., 1988); 1producent
kyseliny cyklopiazonovej, nebola zistena produkcia aflatoxinu Bi; ? producent

kyseliny sydoovej

Tab. 84 Aspergily izolované zo vzorky 12/ 2008 (Triticum aestivum L., odroda
Margaret, Zatva 2008, Sokolce)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL | DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 3!
Eurotium cf. amstelodami 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom abengalskou ¢&ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,
kvasniénym extraktom, sacharézou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); ‘producent

kyseliny cyklopiazonovej, nebola zistena produkcia aflatoxinu B

Tab. 85 Aspergily izolované zo vzorky 13/ 2008 (Triticum aestivum L., Zatva 2008,

SmiZany)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL | DYSG | DRBC
Aspergillus candidus sensu lato 11
Aspergillus flavus X+34" | x 107 | 91%3
Aspergillus niger komplex 1 3 1
Aspergillus tritici 10 4
Aspergillus versicolor neurcena skupina 2
Aspergillus sp. 18 2
Eurotium amstelodami 2
Eurotium sp. 1 13
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(pokracovanie Tab. 84) DRBC- agar s dichléranom, chloramfenikolom a bengalskou
cervenou (Merck, Nemecko); SL- sladinovy agar (BiomarkTM, India); DYSG- agar
s dichléranom, kvasni¢nym extraktom, sachardézou a glycerolom (Lund et Frisvad,
2003); *2? producent kyseliny cyklopiazonovej (), nebola zistena produkcia aflatoxinu
B1; *nebola zistend produkcia aflatoxinu B; a kyseliny cyklopiazonovej; * *nebola

zistena produkcia ochratoxinu A

Tab. 86 Aspergily izolované zo vzorky 14/ 2008 (Triticum aestivum L., Zatva 2008,

Smizany)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DYSG | DRBC
Aspergillus candidus sensu lato X+11 2 1
Aspergillus flavus x+8 | 85 92!
Aspergillus sp. X+1 | x+3
Eurotium amstelodami 11
Eurotium chevalieri 2
Eurotium herbariorum skupina 17
Eurotium rubrum 1
Eurotium sp. 26

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiiou (Merck,

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark™

, India); DYSG- agar s dichléranom,
kvasniénym extraktom, sachardzou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003); 'nebola

zistena produkcia aflatoxinu B; a kyseliny cyklopiazonovej

Tab. 87 Aspergily izolované zo vzorky 15/ 2008 (Triticum aestivum L., Zatva 2008,

SmiZany)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC | SL | DYSG | DRBC
Aspergillus candidus sensu lato 1
Aspergillus flavus X+48 | 3 91 101*
Aspergillus tritici 5 1
Aspergillus versicolor neurcena skupina 3
Eurotium amstelodami 4
Eurotium chevalieri 16
Eurotium herbariorum skupina 1
Eurotium sp. 19 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢&ervenou (Merck,

kTM

Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichloranom,
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(pokracovanie Tab. 86) kvasniénym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et

Frisvad, 2003); ‘nebola zistena produkcia aflatoxinu B a kyseliny cyklopiazonovej

Tab. 88 Aspergily izolované zo vzorky 16/ 2008 (Triticum aestivum L., Zatva 2008,

Matejovce)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC | SL DYSG | DRBC
Aspergillus candidus sensu lato 4
Aspergillus sp. 1
Eurotium amstelodami 1 4
Eurotium chevalieri 1
Eurotium herbariorum skupina 2
Eurotium herbariorum/ rubrum 1 6
Eurotium repens 1 32 1
Eurotium rubrum 8
Eurotium sp. 5 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 89 Aspergily izolované zo vzorky 17/ 2008 (Triticum aestivum L., Zatva 2008,

Spisské Bystré)
osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izolacné médium: | DRBC | SL | DYSG | DRBC
Eurotium repens 1

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 90 Aspergily izolované zo vzorky 18/ 2008 (Triticum aestivum L., odroda
Driffter C1, Zatva 2008, Turcianske Teplice)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC | SL DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1 1
Aspergillus fumigatus 1
Aspergillus sp. 1 2 1
Eurotium amstelodami 14 2
Eurotium repens 3

157



(pokracovanie Tab. 89)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izolatné médium: | DRBC | SL | DYSG | DRBC
Eurotium sp. 2 3 6

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢&ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 91 Aspergily izolované zo vzorky 20/ 2008 (Triticum aestivum L., odroda llias,
Zatva 2008, Podturen)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné
taxon: izola¢né médium: | DRBC | SL DYSG | DRBC
Aspergillus flavus 1
Aspergillus sp. 1
Eurotium amstelodami 2
Eurotium chevalieri 1
Eurotium sp. 2

DRBC- agar sdichloranom, chloramfenikolom a bengalskou c¢erveiiou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)

Tab. 92 Aspergily izolované zo vzorky 21/ 2008 (Triticum aestivum L., odroda
Atriom, Zatva 2008, Zavada)

osidlenie zrna: povrchové vnutorné

taxon: izolaéné médium: | DRBC | SL | DYSG | DRBC
Aspergillus candidus sensu lato 1
Aspergillus flavus 3 1

Eurotium amstelodami 1

Eurotium herbariorum skupina 2

Eurotium herbariorum/ rubrum 1

Eurotium repens 3

Eurotium rubrum 2

Eurotium sp. 1

DRBC- agar s dichloranom, chloramfenikolom a bengalskou ¢ervenou (Merck,
Nemecko); SL- sladinovy agar (Biomark'™, India); DYSG- agar s dichléranom,

kvasni¢nym extraktom, sachar6zou a glycerolom (Lund et Frisvad, 2003)
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