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ANOTACE

Diplomova prace piedstavuje multiplexni metodu polymerdzové fetézové reakce pro
specifickou detekci rodu Fusarium spolu s prikazem Tri5 genu, klicového pro produkci
trichothecenovych mykotoxintl. Dale uvadi metody druhové identifikace fuzarii, se zamétrenim
na F. graminearum, F. avenaceum, F. sporotrichioides, F. poae, F. langsethiae a F. tricinctum.
Optimalni metody jsou vyuzity pro hodnoceni vyskytu plisni rodu Fusarium ve vzorcich

jeCmene. Posledni ¢ast je vénovana detekci vybranych trichothecenovych mykotoxini pomoci

HPLC/MS.

KLICOVA SLOVA

plisng, rod Fusarium, identifikace plisni, fuzaridza klasu, analyza mykotoxint

TITLE

Toxigenic Fusarium species in barley

ANNOTATION

The diploma thesis deals with the multiplex polymerase chain reaction for specific detection of
fungi genus Fusarium with the detection of Tri5 gene that is required for trichothecene
biosynthesis. The thesis includes the species-specific detection of Fusarium and is focused on
F. graminearum, F. avenaceum, F. sporotrichioides, F. poae, F. langsethiae and F. tricinctum,
which occurrence are evaluated in barley. The last part of thesis achieves the goal of the

detection of the selected trichothecene mycotoxins with HPLC/MS.

KEYWORDS

molds, genus Fusarium, identification of molds, Fusarium head blight, analysis of mycotoxins
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UvVoD

Je¢men sety (Hordeum vulgare) patii celosvétové k nejvice péstovanym obilninam.
Jeho sklizen na naSem tzemi v roce 2018 dosdhla hodnoty 1 606 tisic tun, coZ je druhé nejvyssi
mnozstvi po pSenici seté. VEtSina sklizné se vyuziva ke krmnym ucelim a zhruba 30 % je
zpracovano na vyrobu sladu.

Vynosnost a kvalita sklizeného zrna muize byt negativné ovlivnéna plisnémi rodu
Fusarium, zptsobujicich onemocnéni zvané fuzaridza klast. VéEtSina téchto plisni je schopna
produkce sekundarnich toxickych metaboliti (mykotoxinl), které maji negativni ucinky na
zdravi zvitat alidi. Jednu z hlavnich skupin tvoii trichothecenové mykotoxiny, jejichz
metabolity je mozné detekovat v kone¢ném produktu po zpracovani, napt. v pivu. Primarni
produkty rodu Fusarium (hydrofobiny), jsou mimo jiné pfi¢inou piepénovani piva, fenoménu,
znamého také jako gushing.

Snizeni vyskytu plisni rodu Fusarium a produkci mykotoxini lze ovlivnit pouze
¢astecné. K jedné z mnoha poskliziovych strategii patfi sledovani pfitomnosti jednotlivych
druhii fuzérii v obilovinach, stejné¢ jako detekce a kvantifikace mykotoxini. Tyto udaje
pomahaji porozumét reakcim téchto plisni na vné&jsi faktory prostiedi a mohou slouzit
k ptedpovédi intenzity jejich vyskytu nebo odhadovat riziko kontaminace obilovin mykotoxiny.
Mimo jiné ptispivaji K hledani novych opatieni a postupii pro ochranu obilovin pfed napadenim

plisnémi rodu Fusarium.

Cilem préce je zoptimalizovat metodu multiplexni polymerazové fetézové reakce pro
detekci plisni rodu Fusarium spolu s prikazem Tri5 genu, ktery je jednim z genii klicovych
v biochemické cesté syntézy trichothecenovych mykotoxinti. Dale uvést metody pro druhovou
identifikaci vybranych fytopatogennich druhti rodu Fusarium a zhodnotit vzorky je¢mene
z hlediska jejich vyskytu. Poslednim cilem je zavedeni metody detekce a kvantifikace
trichothecenovych mykotoxinii pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii.

14



1 TEORETICKA CAST

1.1 Plisné rodu Fusarium

Plisn¢ rodu Fusarium (F.) patii k celosvétové rozsifenym a vSudypiitomnym pudnim
saprofytickym mikroorganismim se schopnosti riistu na Siroké $kale substrati (Okungbowa
a Shittu, 2012). Z hlediska taxonomie patii do #iSe Fungi, oddéleni Ascomycota, tiidy
Sordariomycetes, podtiidy Hypocreomycetidae, fadu Hypocreales a ¢eledi Nectriaceae (Taheri,
2018; Aoki et al., 2014; Havrankova a Ovesna, 2012). Cely rod do sebe zahrnuje nejméné
300 fylogeneticky rozdilnych druhii, délenych do 20 druhovych komplexti a 9 monotypickych
linii (O'Donnell et al., 2015; Van Diepeningen et al., 2014). Stejn¢ jako ostatni houby se
i fuzaria vyznacuji genetickou rozmanitosti (Ramdial et al., 2017; Kulik, 2008), ktera svéd¢i
0 dobré schopnosti adaptace na ménici se podminky prostiedi (Ramdial et al., 2017).

V piirodé mohou zastavat roli parazitd, endofytti nebo patogent rostlin (Wenda — Plesik
et al., 2017; Aoki et al., 2014; Leslie a Summerell, 2006). Fytopatogeny jsou z velké ¢asti
situovany do 4 genetickych komplexii a jejich vyskyt je zavisly na klimatickych podminkach
prostiedi (Aoki, et al., 2014). Fuzaria zpusobuji fadu onemocnéni tim, Ze napadaji kofenovy
systém, stonky nebo semena riznych druht rostlin (Wenda — Plesik et al., 2017; Dweba et al.,
2017). Mimo jiné mohou infikovat klasy obilovin S nasledkem snizeni vynosnosti dané plodiny
a kontaminace zrna mykotoxiny (Aoki et al., 2014), které tak vstupuji do potravinového fetézce
(Okungbowa a Shittu, 2012).

1.2 Fuzariéza klasi

Fuzarioza klast (Fusarium head blight) je celosvétové rozsifené onemocnéni postihujici
bézné péstované obiloviny, jako je pSenice (Triticum spp.), jemen (Hordeum vulgare), ryze
(Secale cereale), oves (Avena sativa), triticale (x Triticosecale) (Wegulo et al., 2015) a kukutice
(Zea mays) (Dweba et al., 2017). Zejména péstovani psenice a jecmene je diky fuzariozam
zatizeno znaénymi ekonomickymi ztratami (Wegulo et al., 2015). Za puvodce tohoto
onemocnéni je povazovano zhruba 18 druhti fuzarii (Davari et al., 2012). V evropskych zemich
F. tricinctum, F. sporotrichioides, F. equiseti a F. langsethiae (Nicolaisen et al., 2009).

Infekce zac¢ina kontaminaci klasu hostitelské plodiny sporami, z nichz se béhem kli¢eni
vytvafi hyfy, které prechazi do rostlinnych pletiv (Terzi et al., 2014). V piipadé pSenice plisen
ptrechazi do vietena klasu, zptsobi jeho zbéleni, které se od pocatecniho mista infekce §ifi do
dal$ich klaskt. Vlivem rozdilné stavby klasu je€mene v porovnani s klasem pSenice se ptiznaky

napadeného je¢mene lisi, nebot’ infekce klasku je lokalizovana a k $ifeni do vietena klasu
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nedochazi (Janssen et al., 2018; Matny, 2015). Ptiznaky onemocnéni tak nejsou casto zcela
viditelné nebo jsou zaménitelné s jinou chorobou. Nicméné, napadeny je¢men Ize poznat dle
nekrotickych nebo bilych skvrn klasku a barevnych zmén zrn, které mohou byt
Zluto-hnédéného, oranzového, hnédého, rizového az cerveného zbarveni. Na zrnech mohou byt
v nékterych piipadech pozorovany ¢erné tecky, mycelium nebo spory plisni (Janssen et al.,
2018).

Zdrojem spor, které jsou Sifeny vétrem a vodou je puda nebo zbytky rostlinnych pletiv,
na kterych fuzaria piezimuji. Na vzniku a Sifeni choroby se podili produkované mykotoxiny,
nebot’ jsou faktory virulence vyse uvedenych druhii rodu Fusarium (Terzi et al., 2014), a také
enzymy zodpovédné za poskozeni bunécné stény a membrany rostlin, jako jsou celulazy,
pektinazy, protedzy, xylanazy a lipazy (Taheri, 2018).

Vyskyt fuzaridz klast je zavisly na mnoha faktorech. PredevSim se jedna o pocasi
a zem&d¢lské praktiky, jako je stfidani plodin, zpisob hnojeni nebo aplikace fungicidi.
Zarizikové faktory je mozné povazovat pouziti kukufice jako pfedplodiny (Wenda-Plesik
et al., 2017), stejné jako vlhké a teplé podminky v obdobi rustu a zrani rostliny (Matny, 2015).
K napadeni mlze dojit v celé¢ fazi rlstu, z ¢ehoz nejvetsi riziko predstavuje obdobi kveteni
(Wegulo et al., 2015, Havrankova a Ovesna, 2012), nebot’ kvét je zdrojem stimulantti pro
kliceni spor a rust plisni (Wegulo et al., 2015).

1.3 Fytopatogenni druhy rodu Fusarium

1.3.1 Fusarium graminearum

Pojmenovani Fusarium graminearum v sir§im slova smyslu oznacuje 16 riznych druhti
(linii) fuzarii (Taheri, 2018; Aoki et al., 2014; Przemieniecki et al., 2014). Z hlediska taxonomie
tvofi samostatny druhovy komplex pod nazvem Fusarium graminearum species komplex
situovany do genetického komplexu sambucinum (Aoki et al., 2014) a sekce Discolor
(O’Donnell et al., 2013). Vyskyt jednotlivych linii je vazan na urcitou geografickou oblast
(Przemieniecki et al., 2014), kdy v zemich Evropské Unie (EU) a na izemi severni Ameriky
prevlada linie 7, zvana také jako Fusarium graminearum sensu stricto (Yli-Matilla, 2010).
Nelze ale vyloucit pfipadnou moznost Siteni druhi komplexu napfi¢ svétem. Mezi izolaty
z Evropy, Brazilie a Spojenych stati americkych (USA) bylo identifikovano i Fusarium
asiaticum, jehoz vyskyt je vazan na oblast Asie (Przemieniecki et al., 2014).

Vsechny linie komplexu disponuji velice podobnymi morfologickymi znaky (Aoki
et al., 2014). Fusarium graminearum se na bramboro — glukézovém agaru (PDA) vyznacuje

rychlym rastem v koloniich bilé, zluté az svétle oranzové barvy s produkci ¢erveného pigmentu
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do agaru. Vytvaii obvykle péti az Sesti septované silnosténné makrokonidie (Leslie
a Summerell, 2006), které se v ramci druht komplexu nelisi svym tvarem (Przemieniecki et al.,
2014). Mikrokonidie netvofi vubec, chlamydospory obvykle velmi pomalu (Leslie
a Summerell, 2006, Nelson et al., 1983).

F. graminearum je né¢kterymi autory povazovano za jednoho z dominantnich patogent
fuzariozy klast (Dweba et al., 2017; Beccari et al., 2017; Terzi et al., 2014). Nicmén¢ vysledky
prazkumi, provadénych v poslednich letech s cilem identifikace jednotlivych druht fuzarii,
uvadi odlisné informace. Napi. v ltalii v letech 2011-2013 nebylo F. graminearum
ve sladovnickém je¢meni pievazujicim druhem. To samé zjisténi vyplyva z obdobnych analyz
sladovnického je¢mene v Déansku a Velké Britanii (Beccari et al., 2017). Také v Ceské
republice (CR), konkrétné ve vzorcich pSenice, nebyl tento druh v poslednich letech
vyhodnocen jako dominantni (Sumikova et al., 2017).

Z hlediska produkce mykotoxint se F. graminearum déli na chemotypy trichothecent
skupiny B. Konkrétn¢ se jedna o producenty deoxynivalenolu (DON) a jeho acetylovanych
forem 3-acetyldeoxynivalenolu (3-ADON), 15-acetyldeoxynivalenolu (15-ADON), nivalenolu
(NIV) (Garmendia et al., 2018; Dweba et al., 2017; Wegulo et al., 2015; Boutigny et al.,2014;
Yli-Matilla, 2010) a 4-acetylnivalenolu, ozna¢ovaného také jako fusarenon X (Garmendia
et al., 2018; Dweba et al., 2017; Boutigny et al., 2014). Vysledky studii ukazuji, Ze chemotypy
F. graminearum 3-ADON jsou oproti 15-ADON schopny produkce DON o vyssi koncentraci
(Taheri, 2018). V obdobi roku 2000-2013 probihalo v zemich Evropské unie sledovani vyskytu
Fusarium graminearum sensu stricto se zaméfenim na vyskyt jednotlivych chemotyput. Celkem
bylo zpracovano 1147 vzorkid pochazejicich ze 17 zemi EU, izolovanych zejména z pSenice,
kukufice a jemene. Z vysledkt vyplyva, ze v Evropé je pfevazujicim chemotypem 15-ADON
(82,9 %), nasledné 3-ADON (13,6 %) a NIV (3,5 %). Zastoupeni forem 15-ADON a 3-ADON
je silné ovlivnéno klimatickymi podminkami prostiedi (Pasquali et al., 2016,). Napf. u izolatd
pochazejicich z oblasti jihu Ruska pievazuje chemotyp 15-ADON, zatimco v Severo-zapadni
oblasti, kde byl vyskyt F. graminearum poprvé zaznamenan v roce 2003, pievlada 3-ADON
(Yli-Matilla, 2010). 3-ADON také dominuje v Severskych zemich (Pasquali et al., 2016).
1.3.2 Fusarium culmorum

Fusarium culmorum je dalsim ¢lenem druhového komplexu sambucinum (Aoki et al.,
2014) a sekce Discolor (O ‘Donnell et al., 2013). Na rozdil od Fusarium graminearum neni

¢lenéno do samostatného druhového komplexu (Kim et al., 2016). Jeho vyskyt je spojovan
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prevazné s chladnéj$imi oblastmi, jako je severni, stfedni a zdpadni Evropa, Kanada, zapadni
Asie, severni Afrika a Australie. (Kim et al., 2016; Yli-Matilla, 2010, Demeke et al., 2005).

Vyznacuje se rychlym rastem na PDA, obvykle s produkci ¢erveného pigmentu do
agaru. Vytvaii kratké silnosténné makrokonidie, zpravidla 3-4 septované. Mikrokonidie
netvori, pomérné rychle produkuje chlamydospory (Leslie a Summerell, 2006; Nelson et al.,
1983).

F. culmorum spolu s Fusarium graminearum patii k producentim trichothecenovych
mykotoxinii skupiny B, vcetné Clenéni na chemotypy, o kterych je vSak ve vzajemném
porovnani méné¢ dostupnych informaci. Sledovani provadéné v letech 2000-2013 napfic
evropskymi zemémi vychazi z informaci ziskanych ze 479 vzork, z nichz 59,9 % F. culmorum
bylo oznaceno jako chemotyp 3-ADON, zbytek (40,1 %) naopak jako chemotyp NIV.
Z vysledku dale vyplyva, Ze nivalenol chemotyp ptevlada v zapadnich evropskych oblastech.
Autofi se domnivaji, Ze tato prevaha vyplyva z rozdilnych klimatickych podminek prostredi

nebo odlisnych zeméde€lskych praktik, na které se tento druh adaptoval (Pasquali et al., 2016).

1.3.3 Fusarium tricinctum/Fusarium avenaceum/Fusarium arthrosporioides

Tato uzce piibuzna skupina je fazena do druhového komplexu tricinctum (Aoki et al.,
2014). F. avenaceum patii do sekce Roseum, zatimco F. tricinctum do sekce Sporotrichiella
(O'Donnell et al., 2013). I ptesto, ze kazdy druh patii do jiné sekce a 1isi se svymi
mikroskopickymi znaky, jsou si vzajemné geneticky uzce piibuzné. (Kulik, 2008)
F. avenaceum a F. arthrosporioides, které jsou n€kterymi autory uvadény jako jeden druh
fuzaria (Yli-Matilla, 2010) a Casto jsou vzajemné zaménovany (Yli-Matilla et al., 2004), Ize
pomoci biomolekularnich metod odlisit od F. tricinctum. Samotné F. avenaceum je déleno na
2 skupiny (F. avenaceum | a F. avenaceum Il), zatimco F. arthrosporioides na tfi klastry, kdy
pouze jeden znich je mozno odliSit od vySe zminéné F.avenaceum (Yli-Matilla, 2010;
Yli-Matilla et al., 2004).

F. avenaceum roste na PDA variabilni rychlosti za tvorby bilého, svétle zlutého az
Sedo-rizového mycelia. Makrokonidie jsou tenkosténné, dlouhé, §tihlé, obvykle s péti septy.
Podle Leslie a Summerell (2006) mohou n¢které izolaty zfidka vytvaret mikrokonidie riznych
velikosti, zatimco tento znak je dle Nelson et al, (1983) pfisuzovan kmendm
F. arthrosporioides. Chlamydospory netvoti. F. tricinctum se na PDA vyznacuje rychlym
ristem a produkci ¢erveného pigmentu do agaru. Zpocatku tvoti bilé mycelium, které je pozdéji
zbarveno ruzové, Cervené az fialové. Makrokonidie jsou relativné $tihlé, vietenovité, prevazné

se tfemi septy. Vytvafi mikrokonidie tvaru hrusky, citronu nebo vietena, obvykle bez
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ptitomnosti sept. U nékterych lze po delsi dobé kultivace pozorovat chlamydospory (Leslie
a Sumerell, 2006; Nelson et al., 1983).

Vyskyt F. avenaceum je spojovan piedev§im s chladnéj$imi podminkami prostiedi
(Beccari et al., 2016) a je povazovano za dominantni druh pifevazné na izemi severni Evropy,
Kanady (Uhlig et al., 2007) a Asie (Yli-Matilla, 2010). Neni ale mozné vyloucit jeho
adaptabilitu k odlisnym klimatickym podminkam, nebot’ v poslednich letech byla jeho zvysena
pfitomnost zaznamenana v riznych zemich EU (Beccari et al., 2016).

F. avenaceum i F. tricinctum produkuji, v porovnani s vy$e popsanymi druhy, jiné typy
mykotoxind, a sice moniliformin, a skupinu eniantint. Trichothecenové mykotoxiny
neprodukuji (Yli-Matilla, 2010; Yli-Matilla et al., 2002). Rozdilné informace jsou dostupné
0 schopnosti syntézy beauvericinu. V roce 2002 bylo zaznamenano, ze F. avenaceum je na
uzemi Finska této syntézy schopné. Pozdéji, konkrétné v roce 2004 a 2008 bylo naopak
uvedeno, ze finské kmeny F. avenaceum, F. tricinctum a F. arthrosporioides nejsou schopny
produkce beauvericinu ve velkém mnozstvi. Ke stejnym zavéram dospéli i autoii podobnych

studii v Norsku a Svycarsku (Yli-Mattila, 2010).

1.3.4 Fusarium poae/Fusarium sporotrichioides/Fusarium langsethiae

Vsechny tii druhy patii do genetického komplexu sambucinum (Aoki et al., 2014)
a sekce Sporotrichiella (O Donnell et al., 2013). Z fylogenetického hlediska je F. langsethiae
sesterskym taxonem F. sporotrichioides a F. poae je sesterskym taxonem F. kyushuense, jehoz
vyskyt byl zaznamenan pouze na uzemi Japonska. Fenotypové je F.langsethiae podobné
k F. poae, ze kterého bylo vy¢lenéno Vv roce 2004 jako samostatny druh. Svoji metabolickou
¢innosti je naopak podobné k F. sporotrichioides (Imathiu et al., 2013; Knutsen et al., 2004).

Rist F. poae na PDA je charakterizovan tvorbou svétlého mycelia, které casem méni
barvu do ¢ervenohnédé a produkci Cervené¢ho pigmentu do agaru. Pudrovy vzhled kolonii
stejného vzhledu je pfisuzovan druhu F. langsethiae, mikroskopické znaky obou druhi jsou
témef identické (Imathiu et al., 2013; Knutsen et al., 2004). Schopnost vytvaiet makrokonidie
nebyla nalezena u vsech kmend F. poae. Pokud jsou pfitomny, jsou §tihlé, relativné kratké,
vetsinou se tfemi septy. Mikrokonidie jsou kulatého nebo kapkovitého tvaru, obvykle bez sept.
Jsou tvofeny na monofialidach ve shlucich pfipominajicich trsy hroznt. Chlamydospory vytvari
F. poae ziidka (Leslie a Summerell, 2006).

F. sporotrichioides tvoii na PDA bohaté mycelium zpocatku bilé nebo svétle Cervené
barvy, které pozdéji tmavne. Produkuje Cerveny pigment do agaru. Makrokonidie jsou

srpkovité, prevazné 3 septované (Leslie a Summerell, 2006). Vytvati piedevsim hruskovité
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a vietenovité mikrokonidie, na monofialidach i polyfialidach, maximalné 1 septované. Oproti
morfologicky podobnému F. poae vytvaii chlamydospory ve velkém mnozstvi (Leslie
a Summerell, 2006; Knutsen et al., 2004; Nelson et al., 1983).

F. poae je producentem trichothecenovych mykotoxinii skupiny A, konkrétné
diacetooxyscirpenolu, skupiny B (nivalenolu), eniantini a beauvericinu (Yli-Matilla, 2010).
F. langsethiae je stejn¢ jako F. sporotrichioides vyznamnym producentem T-2 a HT-2 toxinu
(Imathiu et al., 2013).

1.3.5 Fusarium equiseti

Fusarium equiseti je fazeno do geneticky rozmanitého komplexu incarnatum-equiseti
(Aoki et al., 2014; Marin et al., 2012) a sekce Elegans (O Donnell et al., 2013).
Samotny druh F. equiseti se déli na 2 fylogeneticky rozdilné populace, respektive typy I a Il,
lisici se geografickym vyskytem. Typ I prevlada v oblasti severni Evropy, zatimco typ II
dominuje v jizni Evropé (Marin et al., 2012). Ve spojeni s vyskytem fuzarioz klast je
povazovano za piilezitostného patogena (Goswami et al., 2008).

Na PDA vytvaii bilé mycelium, které postupem casu piechdzi do hnédého zbarveni
Leslie a Summerell, 2006; Nelson et al., 1983). Do agaru produkuje svétle hnédy az hnédy
pigment, obvykle s hnédymi skvrnami. Makrokonidie jsou dlouhé a §tihlé, obvykle péti az
sedmi septované. Mikrokonidie netvofi. Chlamydospory jsou uspofadany v fetizku, shlucich
nebo jednotliveé, vytvaieny jsou ve velkém mnozstvi (Leslie a Summerell, 2006).

F. equiseti produkuje trichothecenové mykotoxiny typu A i B. U kment, vyskytujici se
v severskych oblastech byla zaznamenana produkce toxinli typu A spole¢né¢ s NIV
a fusarenonem X, produkce DON a jeho derivati nebyla detekovana. Oproti tomu na tzemi
Spanélska bylo u 80 % izolovanych kment publikovana produkce DON a jeho derivat
a u 25 % kment produkce NIV (Marin et al., 2012). Kromé¢ trichothecent byla zaznamenana
I syntéza zearalenonu (Marin et al., 2012; Goswami et al., 2008) a beauvericinu (Marin et al.,
2012).

1.4 Identifikace plisni rodu Fusarium

Do roku 1997 byla identifikace a taxonomie fuzarii zalozena pouze na posuzovani
makroskopickych a mikroskopickych znakti (Aoki et al., 2014, Van Diepeningen et al., 2014;
Havrankova a Ovesna, 2012). Toto hodnoceni byva z divodu morfologické mezidruhové
podobnosti slozité (Kuzdralinski et al., 2017; Nayaka et al., 2011) a casove€ naro¢né (Nicolaisen
et al., 2009). Velkému pochopeni fylogeneze a usnadnéni identifikace jednotlivych druht
ptinesl rozvoj biomolekularnich metod (Aoki et al., 2014, Nayaka et al., 2011), které jsou
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V porovnani S kultivaénimi metodami rychlé, citlivé a zarovenl maji moznost kvantifikace

I automatizace (Nicolaisen et al., 2009).

1.4.1 Identifikace na zakladé morfologickych znaki
je tvorba mnohobuné¢nych nepohlavnich spor zak¥iveného tvaru, tzv. makrokonidii. (Van
Diepeningen et al., 2014; Leslie a Summerell, 2006; Nelson et al., 1998). Jsou tvoieny na
fialidach vystupujicich z konidioforu (Malif et al., 2003). Konidiofory mohou byt lokalizované
ve vzdusném myceliu (Leslie a Summerell, 2006; Nelson et al., 1998).), nebo se shlukuji do
okem viditelnych Gtvar zvanych sporodochia (Malif et al., 2003). Makrokonidie produkované
na energeticky bohatych médiich, jako je napt. bramboro glukézovy-agar (PDA), jsou casto
nejednotnych tvard a velikosti, coz je pro odliseni jednotlivych fuzarii nevhodné. Z tohoto
davodu se pro kultivaci za i¢elem identifikace vyuziva karafiatovy agar (CLA), ktery potlacuje
rust vzduSného mycelia, a naopak podporuje tvorbu spor. Pro spravnou identifikaci by mély byt
preferovany ty makrokonidie, které pochazeji ze sporodochii pfitomnych na povrchu
karafiatového listu, nebot’ jsou tvarové jednotné (Leslie a Summerell, 2006; Nelson et al.,
1998). Ke sporulaci obvykle dochazi vramci 10-14 dni, za inkubaéni teploty 25 °C
a ptitomnosti svétla, respektive 20 °C a tmy ménicich se v 12hodinovych intervalech.
Identifikace spoc¢iva v hodnoceni celkové délky, vzhledu apikalni a bazalni buiiky, poctu sept
a tloust’ky bunééné stény (Leslie a Summerell, 2006; Nelson et al., 1998, Malit et al., 2003).
Ve vzdusném myceliu jsou tvofeny mikrokonidie, které se od makrokonidii 1i$i svoji
velikosti a tvarem, konkrétné jsou mensi a tvaroveé rozmanitéjsi. Vzhledem k tomu, Ze nejsou
vytvareny vSemi druhy fuzarii, je jiZ jejich samotna pfitomnost povaZzovana za identifikacni
znak. Dale se hodnoti jejich tvar, pfitomnost sept a zptsob vzniku (Leslie a Summerell, 2006;
Malit et al., 2003; Nelson et al., 1998). Z divodu toho, Ze jeden druh fuzaria mtze produkovat
mikrokonidie rozdilnych tvari, vyuZziva se pro kultivaci specidlni nutri¢né-chudy agar (SNA),
ktery tuto tvorbu podporuje. Protoze na tomto médiu dochazi k omezené tvorbé sporodochii,

neni zcela vhodné pro hodnoceni tvaru makrokonidii (Leslie a Summerell, 2006).
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U nékterych druhtit dochézi k tvorbé chlamydospor rtiznych tvarti a velikosti. Mohou
vznikat na konci vldken, mezi buiikami vldkna, u starSich kultur z jednotlivych buné¢k
konidioforu nebo bun¢k makrokonidii (Malit et al., 2003). Vytvafi se zpravidla po delsi dobé
kultivace (i vice nez 6 tydnt). Hodnoti se jejich uspofadani a umisténi, a to jak na SNA, tak
I CLA (Leslie a Summerell, 2006). Ptehled vyse popsanych mikroskopickych znaki je uveden

na obrazku 1.

Obrazek 1 Mikroskopické znaky rodu Fusarium. 1 makrokonidie, 2 makrokonidie in situ,
3 mikrokonidie, 4 mikrokonidie in situ, 5 chlamydospora na hyfg.
Zvétseni 40x10 (400x), (foto autor).

Makroskopické znaky, kam se fadi barva mycelia, pigment produkovany do
kultivaéniho média a rychlost ristu kolonii se posuzuji na energeticky bohatém PDA. Tyto
znaky by méli byt v ramci identifikace povazovany za sekundarni charakter, nebot’ pigmentace

kolonii mnohych fuzarii na PDA je velmi variabilni (Leslie a Summerell, 2006).

1.4.2 Identifikace pomoci polymerazové retézové reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je zaloZena na syntéze miliont kopii specifické
¢asti deoxyribonukleové kyseliny (DNA) béhem nékolika opakujicich se krokt (Aslam et. al,
2017). Reak¢éni mix PCR se sklada ze sady specifickych primert, oligonukleotid (ANTP
mixu), enzymu polymerazy, MgClz, PCR pufru a vySetfované DNA. Analyza je provadéna
Vv termocykléru a obecné se sklada ze 30 az 40 opakujicich se krokii. Nejprve je smés zahiata
na teplotu 94 °C, pii které je DNA denaturovana. V dals$i fazi teplota klesne zhruba na
50-65 °C, pficemz dochazi k jevu zvanému annealing neboli nasednuti primert. Zavére¢nym

krokem je extenze, probihajici pti 72 °C, ve kterém je syntetizovan nové vznikly usek DNA.
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Produkt je nasledné po elektroforetické separaci v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu
identifikovan (Shahi et. al, 2018). V piipadé, Ze v jedné reakci dochazi k detekci dvou nebo
vyhodu v podob¢ tspory Casu a financi, na druhou stranu mtze dochdzet ke snizeni citlivosti
reakce nebo vzajemné interakci primera (Aslam et. al, 2017).

Zvlastnim typem je tzv. ,,Touchdown® PCR, ktera se od té standardni 1i§i v uspotradani
teploty annealingu. Ta je zpravidla nejprve nastavena o 10 °C vySe neZ teoreticka a nasledné
v 10 az 15 cyklech snizovana o 1 °C. Po dosazeni cilené teploty nastava druha faze reakce,
ktera je jiz identickd s vySe uvedenou PCR, a probiha v20 az 25 cyklech. Obecné se
doporucuje, aby celkovy pocet cykli byl maximalné 30 az 35, nebot’ Se zvySujicim se poctem
cykll se zvySuje riziko vzniku nespecifickych produkti. ,,Touchdown* PCR svym uspofadanim
vede ke zlepSeni citlivosti stanoveni bez nutnosti dlouhé optimalizace celého procesu (Korbie
a Mattick, 2008).

Jednou z vyhod pouziti PCR je Siroké spektrum informaci, které tyto metody poskytuji.
Kromé samotné detekce plisné je mozné prokazat jeji schopnost produkovat mykotoxiny véetné
ur¢eni konkrétniho chemotypu (Morcia et al., 2013). DNA muze byt ve vzorku identifikovana
jesteé pred tim, nez je mozné pozorovat ptiznaky onemocnéni napadenych rostlinnych pletiv
(Kuzdralinski et al., 2017) nebo zrna. Piikladem je prace autort Suanthie et al. (2009), ktefi
pomoci PCR detekovali DNA plisni rodu Fusarium, Aspergillus a Penicillium prvni den po
kontaminaci uskladnénych zrn, pfiCemz v této kratké dobé po infekci nebyla mozna

mikroskopicka identifikace (Morcia et. al., 2013).
1.4.3 Druhové specificka identifikace

Pro identifikaci hub pomoci PCR metod se v mykologii obecné vyuziva international
transcribed region (ITS) ribozomalni DNA (rDNA) (Ramdial et al., 2017; Kuzdralinski et al.,
2017) a je zaroven i nejcastéjSim sekvenovanym tusekem DNA, pouzivanym v oblasti
molekularni ekologie hub (Ramdial et al., 2017). ITS region je lokalizovan kolem 5.8S kodujici
sekvence a oddéluje useky 18S malé ribozomalni a 28S velké ribozomalni podjednotky (viz
obrazek 2) (Kuzdralinski et al., 2017).

5’ == 185 rDNA (SSU) | ITS1|5.8S rDNA |ITS2 28S rDNA (LSU) [1GS1| 5S rDNA |IGS2 p== 3’

~120-190 nt ~140-170 nt ~400-1100 nt ~1500-2800 nt

Obrazek 2 Pozice ITS regionu fungalni rDNA Oznaceni nt odpovida velikosti tseku v jednotkach
oligonukleotidi (Kuzdralinski et al., 2017)
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V pripad¢ identifikace rodu Fusarium ale tento usek vzajemné neodlisi ¢leny tvorici
geneticky komplex. Z tohoto duvodu jsou cCastéji vyuzivany geny kodujici proteiny, jako je
napi. B-tubulin, translation elongation factor 1-a, RNA polymerazové podjednotky 1 a2
(RPB1 a RPB2) (Ramdial et al., 2017; O'Donnell et al., 2015), dale intergenic spacer region,
mitochondrialni DNA (Ramdial et al., 2017; Gong, Jiang a Chen, 2014) nebo geny koédujici
syntézu trichothecenovych mykotoxini (Tri geny) (Kuzdralinski et al., 2017). Navrh
specifického primeru mize byt uskute¢nén i pomoci amplifikované oblasti oznacené sekvenci,
tzv. SCAR metody, ktera je pro identifikaci rodu Fusarium Siroce vyuzivana (Kuzdralinski
etal., 2017). Vzhledem Kk tomu, ze fuzaria mohou byt z genetického hlediska tzce ptibuzna,
muze se vyuziti PCR, respektive navrh druhové specifickych primerG potykat s problémy
kiiznych reakci s ostatnimi tizce ptibuznymi druhy. To plati i v ptipadé¢ téch druhi, které se na
prvni pohled vzajemné li§i svymi makroskopickymi a mikroskopickymi znaky (Kuzdralinski
etal., 2017; Kulik, 2008).

Prikladem je navrh specifickych primerti autory Nicholson et al., (1998). Z diivodu uzké
mezidruhové piibuznosti F. graminearum a F. culmorum byla navrzena sada primerQ
Fcgl7F/R, ktera poskytuje produkt s obéma patogeny za odliSeni piibuzného druhu F. cerealis
(Kuzdralinski et al., 2017; Nicholson et al., 1998). Pro specifickou detekci F. graminearum byl
autory navrzen set Fgl6F/R, ktery s vySetfovanymi izolaty F. graminearum vytvoril produkt
¢tyt riznych velikosti (Nicholson et al., 1998). Postupem ¢asu bylo zjisténo, Ze S uvedenym
primerem lze ziskat az Sest rozdilnych produktd s liniemi Fusarium graminearum species
komplex asjeho pomoci je kromé samotné detekce druhu mozné urcit i linii komplexu
(Abedi-Tizaki a Zafari, 2016; Nicholson et al., 2004). Pro detekci a zaroven kvantifikaci
F. culmorum byl autory Nicolaisen et al., (2009) navrzen primer FculC561/FculC614, se
kterym ale neni mozné odlisit F. culmorum od F. cerealis (Nicolaisen et al., 2009).

Dalsi ptipad tvoii skupina F. avenaceum, F. tricinctum a F. acuminatum. U primeru
Fa F/R, prvotné predstaveného pro specifickou detekci F. avenaceum (Doohan et al., 1998),
byla autorem Kulik (2008) zaznamenana ktizna reakce s izolaty F. tricinctum (Kulik, 2008).
Obdobné zjisténi se tyka primeru FA-ITSF/R, primarné pro specifickou detekci F. avenaceum.
Kfizna reakce s F. tricinctum byla zjisténa autory Turner et al. (1998). Autofi souc¢asné navrhli
novy primer FA-U17 F/R, ktery ma identickou sekvenci s Fa F/R, ale odlisny produkt reakce.
Zatimco vyslednym produktem po pouziti primeru Fa F/R je tsek o velikosti 920 pb (pari bazi),
u primeru FA-U17 F/R pouze 345 pb. Nicméné ani s FA-U17 F/R se nepodafilo vzajemné
odlisit druhy F. avenaceum a F. tricinctum (Turner et al., 1998). Dodatecné bylo autory
Demeke et al., (2005) zjisténo, Ze produkt 920 pb s primerem Fa F/R poskytly nejen
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vySetiované izolaty F. avenaceum, ale i vSechny izolaty F. acuminatum (Kuzdralinski et al.,
2017; Demeke et al., 2005).

Detekce F. poae pomoci primeru CNL12/PoaclGSr se potyka S kiiznou reakci
F. kyushuense a slabou reakci s jednim vySetfovanym izolatem F. langsethiae (Kuzdralinski
et al., 2017; Konstantinova a Yli-Matilla, 2004). Autofi ¢lanku tuto slabou reakci diskutuji jako
DNA Yli-Matilla, 2004).

F. sporotrichioides, ale zaroven i F. langsethiae, 1ze spole¢né detekovat pomoci primeru

moznou kontaminaci vySetfované (Konstantinova a
SporolTSf/SporolTSr. Nicméné, autofi pii jeho navrhu zaznamenali soucasné nékolik
nespecifickych reakci (Kuzdralinski et al., 2017; Konstantinova a Yli-Matilla, 2004). Autofi
Wilson et al., (2004) ptedstavili primer 127F2/127R2 pro spole¢nou detekci F. sporotrichioides

a F. langsethiae. Zaroven ovétili 32 kombinaci primerd, kdy pouze jeden z nich byl specificky

pro F. sporotrichioides a jeden pro F. langsethiae (Wilson et al., 2004).

Vyse uvedené primery pro identifikaci vice nez jednoho druhu fuzaria jsou vcetné

sekvenci uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 Sekvence primeri pro identifikaci vice nez jednoho druhu fuzaria.

Primer Sekvence (5°- 3") Identifikace
Fcgl7F TCGATATACCGTGCGATTTCC F. culmorum/F. graminearum
Fegl7R TACAGACACCGTCAGGGGG
Faf CAA GCA TTG TCG CCA CTC TC F. ave”FaCae;Tnﬁ'i:r;;tﬂfT']”Ct”m/
Far GTT TGG CTC TAC CGG GAC TG '
FA-ITS f CCA GAG GAC CCA AAC TCT AA F. avenaceum/F. tricinctum
FA-ITS r ACC GCA GAA GCA GAG CCA AT
FculC561fwd ~ CAC CGT CAT TGG TAT GTT GTC ACT F. culmorum/F. cerealis

FculC614 rev

CGG GAG CGT CTG ATAGTCG

CNL12 CTGAACGCCTCTAAGTCAG F. poae/F. kyushuense/F. langsethiae
PoaelGS-R CAAGCTCTCCTCGGAGAGTCGAA
SporolTSr ATCAGCCCGCGCCCCGTAA F. sporotrichioides/F. langsethiae
SporolTSf CAATTTGGGACTGTGTTTGC

SposF ATAACTCCGTGGCTGCTTGG F. sporotrichioides/F. langsethiae

SpolR ATCAACAAACTAGATCGCTATACATT -SP ' g

1.5 Trichothecenové mykotoxiny

Trichotheceny predstavuji skupinu vice nez 200 toxind zakladni seskviterpenoidni

struktury 12,13-epoxytrichothec-9-ene, na zaklad¢ jejiz substituce se dé€li na 4 skupiny,

konkrétn¢ na typ A, B, C a D. Jsou produkovany plisnémi rodu Fusarium, Myrothecium,
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Spicellum, Stachybotrys, Cephalosporium, Trichoderma a Trichothecium, pficemz rodem
Fusarium je syntetizovan typ A a B. Typ A ptedstavuje slouceniny, které maji na osmém uhliku
zékladniho fetézce hydroxylovou nebo esterovou funk¢ni skupinu, v ptipad¢ typu B je na
identickém uhliku navazana karbonylova funkéni skupina (Escriva et al., 2015; McCormik
etal. 2011).

Jedna se o amfipatické molekuly, které mohou pasivné prochéazet pres buné¢né membrany. Jsou
snadno vstiebavany kuzi a gastrointestinalnim traktem. Inhibuji syntézu proteint, pfedevs§im
tim, Ze blokuji tvorbu polypeptidového fetézce na peptidyltransferaze, centra 60S ribozomalni
podjednotky. Blokovana je pfedevs§im iniciace a elongace fetézce, aCkoliv mize byt postiZzena
I terminace. Dale inhibuji syntézu mitochondrialnich proteini a interaguji s thiolovymi
skupinami pfitomnych na proteinech. Jejich piisobenim jsou vytvareny volné radikaly. U zvitat
mize expozice t€mito toxiny vyvolat odmitani krmiva, zvraceni, dermatitidy, hemoragie nebo
imunosupresi. U rostlin ma jejich ptisobeni za nasledek vznik chlordzy, zpomaleni az inhibici
ristu kofenti a jsou faktorem virulence fuzarii pii vzniku fuzarioz klasu (Escriva et al., 2015;
McCormick et al, 2011). Ptehled dualezitych trichothecent pifitomnych v EU vcetné jejich

hodnot LDso a tolerovatelného denniho p#ijmu (TDI) je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2 Prehled dulezitych trichothecenovych mykotoxinti v EU. Zpracovano dle Sumikova et al., 2017;
Beccari et al., 2016; Broekaert et al., 2015.

Toxin Nivalenol Deoxynivalenol T-2 toxin HT-2 toxin
Hlavni F. graminearum F. graminearum F. sporotrichioides F. sporotrichioides
producenti v F. culmorum F. culmorum F. langsethiae F. langsethiae
EU F. poae
Typ B B A A

Struktura
Molekulova
hmotnost 312,32 296,32 466,53 424,49
[g/mol]
LDs [markg] 38,9 46,0 4,0
Zpiisob myS/peroralné myS/ peroralné otkan/peroralné
podani y>'p ys/p p p
TDI [pg/kg] 1,2 1,0 0,1

Typy A jsou Vv porovnani s typem B vice toxické (Morcia et al., 2016). Zatimco limity
pro T-2 a HT-2 toxin jsou stanoveny pouze jako orientacni, a to doporuc¢enim komise ze dne

27. btezna 2013 ohledné pritomnosti T-2 a HT-2 v obilovinach a vyrobka z obilovin
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(Doporuceni komise 91/12), obsah DON je v nezpracovanych obilovinach a vyrobk z obilovin
limitovan nafizenim komise (ES) ¢. 1881/2006 (Natizeni komise (ES) ¢&. 1881/2006
V pozdé&jsim znéni).

1.5.1 Geny syntézy trichotheceni

VétSina genu kddujicich enzymy pro syntézu trichothecenti je uspotadana do Tri klastra
(Morcia et al., 2013, Havrankova a Ovesna, 2012, Yli-Matilla, 2010), které jsou funk¢nimi
analogy bakterialnich plasmidi (Morcia et al., 2013). Jsou uspotfadany do 3 lokust, kdy
prevazna ¢ast gent je soucasti klastru Tri5, dva Tri geny se nachazi v klastru Tril-Tril6
a v samostatnych lokusech se nachazi geny Tril5 a Tril01 (Havrankova a Ovesna, 2012). Tri5
Klastr, ktery v sobé zahrnuje vice nez polovinu genti zodpovédnych za syntézu, obsahuje
2 regula¢ni geny, 7 genu biochemické syntézy a 1 transportni gen (Morcia et al., 2013).
Soucasti Tri5 Klastru je i Tri5 gen, ktery koduje enzym trichodien syntazu, katalyzujici tvorbu
trichodienu z farnesyl pyrofosfatu na trichodien, a zaroven je prvnim genem syntézy (Morcia
et al., 2013; Havrankova, Ovesna, 2012; Merhej et al., 2011). Tri5 gen je ¢asto vyuzivan pro
prikkaz schopnosti produkce trichothecenti pomoci PCR (Covarelli et al., 2014). Podrobny
prabéh biochemické cesty véetné genii zodpovédnych za vznik konkrétnich meziprodukti je
uveden na obrazku 3 a 4.

Ne vSechna fuzéria jsou syntézy toxinl schopné, a to z divodu absence jednoho ¢i vice
gend nutnych pro produkci (Kokonen et al., 2010). Produkce trichothecend hraje vyznamnou
roli ve vztahu fytopatogen — hostitel, konkrétné ve schopnosti ifeni plisn¢ (Merhej et al., 2011).
Poskozeni Tri5 genu u kmenti F. graminearum produkujicich DON nebo NIV mélo za nasledek
kolonizace inokulovaného klasu pSenice, vytvofeni zjevnych symptoml onemocnéni, ale
patogen se nesifil do ostatnich klaska (Taheri, 2018).

Exprese genti je ovlivilovana vnéjsimi podminkami prostiedi, jako je teplota, aktivita
vody (aw), hodnota pH, stejné jako obsah a dostupnost nutri¢nich faktort. Za polnich podminek
jsou to klimatické vlivy, zemédé€lska cinnost, hostitelskd plodina, pfitomnost ostatnich
mikroorganismli (Kokonen, 2010) a konkurence mezi kmeny syntézy toxinli schopnych
a neschopnych (Broekaert et al., 2015; Havrankova a Ovesna, 2012). Samotny prubéh syntézy
je ovliviiovan i regulacnimi geny, konkrétn¢ geny Tri6 a Tril0 (Havrankova a Ovesna, 2012,

Merhej et al., 2011).
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Obrazek 3 Syntéza trichothecent skupiny A. Upraveno dle (Escriva et al., 2015; McCormik et al. 2011)
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Obrazek 4 Syntéza trichothecenii skupiny B. Upraveno dle (Escriva et al., 2015; McCormik et al. 2011)
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1.5.2 Maskované mykotoxiny

Mykotoxiny, stejn¢ jako fada dalSich xenobiotik, jsou snadno absorbovany rostlinami,
které je svym metabolismem transformuji na tzv. maskované mykotoxiny (Broekaert et al.,
2015). Metabolismus transformace muize byt aktivovan po napadeni plisnémi rodu Fusarium,
respektive po kontaktu rostliny s vyprodukovanym mykotoxinem (Janssen et al., 2018).

V prvni fazi metabolismu obecné dochazi k enzymatické aktivaci slou¢eniny pomoci
hydrolyzy, hydroxylace nebo oxidace. Nasleduje druhd faze metabolismu, ve které se tvofi
vazba aktivované slouceniny s hydrofilnimi molekulami, jako jsou cukry, kyselina malonova,
glutathion nebo aminokyseliny. Vysledny produkt je v porovnani s ptvodni slouceninou
zpravidla vice hydrofilni a v pfipadé mykotoxinil i mén¢ toxicky vici rostling. V ptirodnich
vzorcich se bézné vyskytuji maskované formy trichotheceni vazanych na cukry, jako je
T-2-glukosid, HT-2-glukosid nebo deoxynivalenol-3-glukosid (D3G) (Janssen et al., 2018;
Broekaert et al., 2015). Transgenni rostliny jsou diky pfitomnosti genu FsTRI101 schopné
prevedeni DON na 3-ADON, ktery je oproti DON mén¢ toxicky, a je ho tedy také mozné
povazovat za maskovanou formu DON (Broekaert et al., 2015).

Maskované formy, nebo ptfechod jednotlivych mykotoxini ve vazané formy, lze
pozorovat 1 pii zpracovani zrna, konkrétné napt. pti sladovani je¢émene. Pravdépodobné diky
zvySené aktivit¢ enzymi jako je glykosyltransferaza béhem kli¢eni byl nékterymi autory
publikovan ptechod DON na formu D3G (Terzi et al., 2015). Ze studie Pazderi et al., (2016),
zabyvajici se zménami trichothecenovych mykotoxinii béhem procesu sladovani je¢mene
apSenice vyplynulo, ze U pSenice doSlo k statisticky vyznamnému zvySeni obsahu D3G
(konkrétn€ o 293 % oproti poc¢atecnimu obsahu), u je¢mene doslo ke zvySeni o 136 %. Autofi
se ztotoznuji se zavérem studie McCormick et al., (2011), ze formy A-DON mohou byt
spole¢né s DON béhem sladovani transformovany do formy D3G (Pazdert et al., 2016). Tato

forma se muze vyskytovat az v kone¢ném produktu, tedy pivu (Janssen et al., 2018).

1.6 Analyza mykotoxinu

Spravna kvalitativni a kvantitativni analyza je zasadni pro posouzeni bezpe€nosti
potravin, pficemz pro detekci nizké koncentrace mykotoxind je dulezité vyvinuti citlivych,
ptesnych a rychlych analyz (Shanakhat et al., 2018). Vétsina metod pro analyzu mykotoxind je
zaloZzena na pouziti vysokouéinné kapalinové chromatografie (HPLC) ve spojeni
s fluorescenénim ¢i spektrofotometrickym detektorem nebo s hmotnostnim spektrometrem
(MS). Velky védecky zajem spociva ve vyvinuti metod s moznosti analyzy vice mykotoxini

soucasn¢ za pomoci kapalinové chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii
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(LC-MS/MS). Dalsi moznou analytickou metodou je plynova chromatografie (GC)
S plamenové-ionizacnim detektorem, detektorem elektronového zachytu nebo ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem. (Terzi et al., 2014).

Kromé chromatografickych metod mohou byt mykotoxiny analyzovany metodami
imunochemickymi. Bézné se vyuziva imunoenzymaticka reakce ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Principem je reakce protilatky s antigenem (mykotoxinem). Méteni
signalu se nejcastéji provadi spektrofotometricky po ptidani enzymem znac¢eného antigenu ¢i
protilatky. V piipad¢ kompetitivniho uspoiadani se prevazné méii mnozstvi komplexu
znaCeného antigenu s protilatkou, méfit lze rovnéz mnozstvi nenavazaného znaceného
antigenu. V ptipadé nekompetitivniho uspofadani je za ti€elem dosazeni co nejvyssi citlivosti
méfeno mnozstvi navazané znacené protilatky (Malif et al., 2003). ELISA je oblibena zejména
diky své finan¢ni nenarocnosti a jednoduchosti, na druhé stran€ je omezena moznymi kiiznymi
reakcemi nebo fale$né pozitivnimi, ptipadné nadhodnocenymi vysledky. Kfiznou reakei je
napf. ovlivnéna analyza DON vedle jeho vazané formy D3G (Bolechova et al., 2015).

Pro analyzu trichothecenovych mykotoxinli v potravindch se nejvice védeckych praci
publikovanych Vv poslednich letech zabyvalo vyse zminénou metodou LC-MS/MS a pouze
jedna predstavila vyuziti GC-MS (Berthiller et al., 2017). Vyhody LC-MS/MS spocivaji
v selektivni a citlivé detekci, moznosti ziskani informaci o struktufe latky, dosazeni nizkych
detekénich limitd, minimalnich pozadavcich na ptipravu vzorku a identifikace Sirokého spektra
analyt (Shanakhat et al., 2018).

Prvnim krokem analyzy je odbér reprezentativniho vzorku, ktery je dan Nafizenim
komise (ES) ¢. 401/2006. Dle nafizeni by méla byt zvlast’ peclivé provedena homogenizace
vzorku, nebot zastoupeni mykotoxinii je obecné velmi nestejnomérné, a to predevSim
V nezpracovanych potravinach. Natizeni komise (ES) ¢. 401/2006 dale vymezuje kritéria pro
pfipravu vzorkil a pro metody analyzy pouzité pfi Gfednich kontrolach mnoZzstvi mykotoxint
Vv potravinach (Nafizeni komise (ES) ¢. 401/2006).

V dal$im kroku je analyt extrahovan a pfecistén. Bézné vyuzivanou extrakéni metodou
je extrakce pevna latka — kapalina, ackoli v poslednich letech byli v této oblasti predstaveny
I jiné metody, jako napf. mikrovinna extrakce nebo superkriticka fluidni extrakce (Shanakhat
etal., 2018).

Pro pteciSténi analytu za ticelem odstranéni moZnych interferujicich latek se vyuzivaji
komerc¢né dostupné patronky s riznym typem sorbentti (Habler a Rychlik, 2016; Habler et al.,
2016; Belakova et al., 2014). Vyuzivanym sorbentem je modifikovany silikagel, pro

trichotheceny konkrétné Florisil- a cyano-silikagel. Dal§im typem jsou imunoafinitni kolonky,
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které maji pevnou fazi modifikovanou protilatkou. Ta specificky vaze konkrétni mykotoxin,
ktery je po odstranéni interferujicich latek eluovan pomoci rozpoustédla nebo denaturaci
protilatky. Dalsi typ tvoifi kolonky Mycosep a Multisep, kde je cileny analyt filtrovan, zatimco
proteiny, mastné kyseliny a pigmenty jsou zadrzeny na pevné fazi. Pro analyzu trichothecenti
jsou vyuzivany kolonky Mycosep 226 a 227 (Shanakhat et al., 2018; Kai et al., 2016).
Mykotoxiny lze pro analyzu ptipravit i metodou QUEChERS (z anglického Quick, Easy,
Cheap, Rugged and Safe — rychly, jednoduchy, levny, efektivni, robustni a bezpecny)
(Shanakhat et al., 2018; Beccari et al., 2016; Bolechova et al., 2015). Tato pfiprava vzorku byla
prvotné navrzena pro analyzu rezidui pesticidli V ovoci a zelenin€ s vysokym obsahem vody
(Shanakhat et al., 2018; Rejczak a Tuzimnski, 2015), nicméné mtiZze byt pouZita pro rizné typy
organickych molekul vazanych v riznych matricich (Shanakhat et al., 2018; Beccari et al.,
2016; Rejczak a Tuzimnski, 2015). Oproti klasickym extrakénim metodam se QuEChERS
vyznacuje svoji rychlosti, nizkou spotifebou extrakénich rozpoustédel a malym mnozstvim
vznikajiciho odpadu (Shanakhat et al., 2018). Principem metody je extrakce pevného vzorku
pomoci acetonitrilu s pfidavkem MgSO4 a NaCl a naslednym piecisténim s vyuzitim N-propyl
ethylendiaminu nebo sorbentli na bazi oktadecilsilikagelu pro zadrzeni cukrd a mastnych
kyselin (Shanakhat et al., 2018; Rejczak a Tuzimnski, 2015). Pro pfipravu analytu lze zvolit
I kombinaci vySe uvedenych metod, napt. QuEChERS s dodate¢nym piecisténim pies

komeréné dostupné kolonky (Tamura et al., 2015).

1.7 Inhibice fuzarii a snizovani obsahu mykotoxini v kone¢ném produktu

Minimalizace rlstu plisni a obsahu mykotoxinl v potravinach a krmivech v prvé fadé
zajiStuji opatieni provadéna pied sklizni obilovin véetné jejich poskliziovém skladovani.
Zemeédelské praktiky, jako je stfidani plodin, Slechténi rezistentnich odrid, orba, pouzivani
prostiedki pro ochranu rostlin proti vzniku chorob a napadeni Skidci, se podili na inhibici ristu
plisni a produkci mykotoxinti. Béhem skladovani se jedna predevsim o sledovani vlhkosti,
méfeni teploty a sledovani vyskytu patogent, Vv pfipadé zpracovani potravin mize zejména
Cisténi a tiidéni zrna vyrazné snizit obsah mykotoxint v kone¢ném produktu (Shanakhat et al.,
2018; Terzi et al., 2014). V krmném primyslu se pro potlaceni nezadoucich ucinkti mykotoxinti
vyuzivaji aditiva, jako jsou bentonit, aluminosilikaty, montmorillonit, zeolity nebo aktivované
uhli vedouci k zabranéni absorpce toxint do organismu (Terzi et al., 2014).

Kromé& vySe zminénych opatfeni lze rlst fuzdrii a produkci mykotoxinl potlacit
nekterymi mikroorganismy, které maji potencidlni vyuziti v kontrole fuzariozy klast. Inhibi¢ni

ucinky byly zaznamenany u plisni rodu Trichoderma, dale u Clonostachys rosea, Cladosporium
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cladosporioides, kvasinek Aerobasidium pollulans a kmeni rodu Cryptococcus. Podobné
pusobi i endofyticka mikroflora nachédzejici se na rostlinné rhizosféte. Vyrazny inhibicni efekt
proti rustu mycelia F. graminearum vcetné produkce DON byl zaznamenan u bakterialniho
kmene Bacillus subtilis SG6, izolovaného z klasu pSenice. Z klasu pSenice byly izolovany
I dalsi bakterie, konkrétné Bacillus subtilis RC 218 a Brevibacillus sp. RC 263, které za ¢aste¢né
kontrolovanych polnich podminek snizily vyskyt a pribéh fuzariozy klasi a akumulaci DON
(Tian et al., 2017).

Slibnou strategii v oblasti redukce obsahu mykotoxini se mino jiné zda byt naruSeni
biochemické cesty zodpovédné za produkci trichothecenti nebo biotransformace jiz vzniklych
toxind pomoci biologickych agens na produkty o nizsi toxicité (Juodeikiene et al, 2018; Terzi
et al., 2014). Vétsina védeckych praci se orientovala na sniZeni toxicity DON, a to na zakladé
de-epoxidace, ¢ili otevieni 12,13-epoxy kruhu vedouci k produktim, které jsou ve srovnani
S pivodni formou DON méné¢ toxické. Tato schopnost byla prokazana u nékterych bakterialnich
kment (Pierron et al., 2016). Prvnim publikovanym bakterialnim kmenem, schopné
deepoxidace DON, bylo Eubacterium sp. BBSH 797, izolované z tekutiny Zaludku skotu
(Wilson et al., 2017; He et al., 2016;), dale pak druhy bakterii patticich do ¢eledi Clostridiales
a rodu Anaerofilum, Collinsella a Bacillus izolovanych z traviciho traktu kufat. Vyuziti téchto
bakterii je ale omezeno tim, Ze detoxifikace probiha za anaerobnich podminek (He et al., 2016).
Myslenka, ze ackoliv jsou trichotheceny chemicky stabilni slou¢eniny, ale nedochazi k jejich
akumulaci v pidg, pfivedla nékteré autory ke studiu degradace téchto latek pomoci pidnich
mikroorganismu (He et al., 2016). Autofi He et al., (2016) ve své praci uvadi smés ptdnich
bakterii patficich do kmena Firmicutes a Proteobacteria, které po 76hodinové kultivaci zacaly
degradovat DON aNIV za soucasného nardstu metabolitu deepoxy-DON, respektive
deepoxy-NIV. Kompletni biotransformace DON byla zaznamenana po 168hodinové kultivaci,
probihala v aerobnim prosttedi, Sirokém rozmezi pH (5-10) a teploté¢ 20-37 °C. Deepoxidace
DON byla dale zaznamenana u smésné kultury bakterii rodu Serratia, Clostridium, Citrobacter,
Enterococcus, Stenotrophomonas a Streptomyces. Probihala stejné jako v pfedchozim piipadé
za aerobnich podminek, v Sirokém rozmezi teplot (12—40 °C) a pH v oblasti 6-7,5 (He et al.,
2016).

Mimo epoxidového kruhu se na toxicité trichothecenti podili i pfitomnost hydroxylové
skupiny vazané na tfetim uhliku, nebot’ mikrobialni biotransformace DON na 3-epimer-DON
snizuje toxicitu vaci intestinalnim bunkam (Pierron et al., 2016), a 3-keto-DON je zpravidla
0 90 % mén¢ toxicky nez DON (Wilson et al., 2017). Autoii Wilson et al., (2017) publikovali
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smésné bakterialni kultury patfici do rodu Acinetobacter, Leadbettbetterella a Gemmata
schopné biotransformace DON na 3-epimer-DON (Wilson et al., 2017).

Krom¢ negativniho ptisobeni trichothecenli na zdravi zvitat a lidi se neptiznivé ucinky
mohou projevit i pfi sladovani obilovin, a to naruSenim metabolické ¢innosti kvasinek vlivem
interakce epoxidového kruhu s thiolovymi skupinami enzymu alkoholdehydrogendzy. Samotné
kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsou schopné absorpce toxinti na bunécnou sténu, a tim
prispét k redukci celkového obsahu mykotoxind v kone¢ném produktu (Nathanail et al., 2016).
Z tohoto duvodu mohou byt vyuzity jako aditiva v krmném primyslu (Terzi et al., 2014).
Kromé toho mohou mykotoxiny biotransformovat na maskované formy, piipadné je z vazanych
forem reaktivovat. Autoii Nathanail et al. (2016) se ve své praci zabyvali u¢inkem kvasinek
Saccharomyces pastorianus na obsah trichothecenti béhem kvaseni. Sledovana byla schopnost
redukce toxinti béhem 96hodinové fermentace. Obsah DON byl snizen o 15 %, D3G o 17 %,
T-2031 % aHT-2 0 34 %. U toxinu D3G nedoslo k reaktivaci na DON, a ani pii koncentraci
toxinti 10,000 pg/L nedoslo k vyznamnému ovlivnéni zivotaschopnosti nebo metabolické
¢innosti kvasinek (Nathanail et al. 2016). Pozitivni G¢inky v oblasti inhibice rustu fuzarii
a detoxifikace DON béhem fermetace byly zaznamenany i u bakterii mlééného kvaSeni. Autofi
Juodeikiene et al., (2018) ve své praci publikuji antifungalni Gi¢inky supernatantt ziskanych po
kultivaci bakterii Lactobacillus sakei, Pediococcus acidilactici a Pediococcus pentosaceus, a to
zejména vuci F. poae a F. culmorum. Suspenze téchto bakterii navic dokazala snizit obsah
mykotoxind, a to konkrétné DON o 23 %, T-2 toxin 0 34 % a HT-2 toxin 0 58 % oproti piivodni
koncentraci. Dle autort jsou antifungalni ucinky pfisuzovany pusobeni sekundarnich
metabolitil téchto bakterii, kam patii kyselina mlécna, kyselina octova, fenolické slouceniny,

kyselina benzoova a bakteriociny (Juodeikiene et al., 2018).
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2 EXPRIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a pomiicky

Horkovzdusny sterilizitor Sterimat (BMT Medical Technology s.r.o., CR), parni
sterilizator Sterilab (BMT Medical Technology s.r.o., CR), termostat (POL-EKO, Polsko),
horkovzdusna susarna 122A (BMT Medical Technology s.r.o., CR), mrazni¢ka (Whirpool,
USA), chladnicka (Liebherr, Spolkova republika Némecko), zafizeni pro méteni aktivity vody
(AW Sprint Novasina TH-500, Svycarsko) mikroskop (Nikon Eclipse €200), mikroskop
(Olympus BX 41) s kamerou (Nikon, Japonsko), PCR termocyklér Biometra (Analytik Jena,
Spolkova republika Némecko), zdroj napéti (POL-EKO, Polsko), zdroj ultrafialového zatreni
(UV) pro detekci PCR produktu (Vilber Lourmat, Spolkova republika Némecko), bézné
jednorazové laboratorni pomucky a nadobi, plastové kvétinové truhliky, elektroforetické vany
pro vertikélni elektroforézu (Thermo Fisher, Scientific, CR), tfepacka vortex (Biosan, Litva),
tfepacka Labnet Orbit 1900 (LAB MARK a.s., CR), odstfedivka (OneMed, Indonésie),
chromatograficka kolona Ascentis® Express C18 (150 x3 mmx2,7 um ¢&astice; Supelco, USA),
susici vana spfivodem dusiku (Miulab, Cina), kapalinovy chromatograf ve spojeni
S hmotnostnim spektrometrem QTRAP 4500 (AB SCIEX, Framingham, USA), ktery
obsahoval 2 ¢erpadla mobilni faze LC-20AD (Shimadzu, Japonsko; vysokotlaky gradient),
sméSova¢ mobilni faze (Shimadzu, Japonsko), autosampler SIL-20A (Shimadzu, Japonsko),

kolonovy termostat LCO 102 single (Ecom, Ceska republika).
2.2 Material

Semena Hvozdik karafiat mix Dianthus caryophyllus (MoravoSeed, CR), substrét pro
vysev a mnozeni rostlin (AGRO CS, CR), substrat pro pelargonie a pokojové rostliny (AGRO
CS, CR), zahradnicky substrat (AGRO CS, CR), primery o sekvencich viz tabulka 3 (Biotech,
CR), One Taq DNA polymeréaza véetné pufrtt 5U/ul (Biolabs, Nova Anglie, USA), dNTP mix
10 mM (Top-Bio s.r.o., CR), MgCl> 25 mM (Thermo Fisher Scientific, CR), PCR voda
(Top-Bio s.r.0., CR), DNA marker 200-1500 pb. a 100-500 pb. (Top-Bio s.r.0., CR), vkladaci
pufr (Top-Bio s.r.o., CR), agaréza SERVA (SERVA Electrophoresis GmbH, Spolkova
republika Némecko), sada pro izolaci DNA NucleoSpin® Plant 11 (Macherey-Nagel, Spolkova
republika Né&mecko), netkana textilie Perlan (Vyroubal Textiles sr.0., CR),
polyetraflourethylenovy (TPFE) filtr (velikost porti 0,45 um) (Labicon, CR).

2.3 Pouzité sbirkové kmeny plisni

Viz tabulka 4
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Tabulka 3 Sekvence pouzitych primert

Velikost
Primer Sekvence (5°-3") Detekce produktu Zdroj
(pb.)
Its 1 GCA TGC CTG TTC GAG CGT Fusarium spp. 300 Ramana et al.
Its 2 CTGTTG CCG CTT CAC TCG C (2011)
ITSF AACTCCCAAACCCCTGTGAACATA [ o 431 Bluhm et al.
ITSR TTT AAC GGC GTG GCC GC Pp- (2002)
Tox5F GCT GCT CAT CACTTT GCT CAG Tri5 gen 658 Niessen a
Tox5R CTG ATC TGG TCA CGC TCATC g Vogel (1998)
FA-UL7F CAA GCATTG TCG CCA CTC TC F. avenaceum 345 Turner et al.
FA-UL7R GTT TGG CTC TAC CGG GAC TG F. tricinctum (1998)
Fgl6F CTC CGG ATATGT TGC GTC AA E graminearum  400-500 Nicholson et al.
Fgl6R GGT AGG TAT CCG ACA TGG CAA -9 (1998)
FSpoF1 CGC ACAACG CAAACTCATC  F.sporotrichioides 310 ‘viisonetal.
LanSpoR1  TAC AAG AAG AGC GTG GCG ATA T (2004)
FP82F  CAA GCA AAC AGG CTC TTC ACC — 220 N?fﬁéﬁin
FP82R  TGT TCC ACC TCA GTG ACA GGT T P (1996)
FlangF3 CGC ACA ACG CAA ACT CAT C £ lanasethiae 232 Wilson et al.
LanSpoR1  TAC AAG AAG AGC GTG GCG ATA T -1ang (2004)
Trit CGT GTC CCT CTG TAC AGC TTT GA £ tricinctum 215 Kulik (2008)

Tri2 GTG GTT ACCTCCCGATACTCT

Tabulka 4 Pouzité kmeny plisni. Ozna¢eni CCF znac¢i kmeny piivodem ze sbirky kultur hub ptirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy Praha. Oznateni CCM a CCM F znadi sbirkové kultury z Ceské sbirky mikroorganismi pii
Masarykové univerzité, Brno. Zbytek plisni je ptivodem ze sbirky katedry biologickych a biochemickych véd
Univerzity Pardubice.

Rod Fusarium Ostatni rody plisni

F. culmorum CCM F-163 Cladosporium spp.

F. culmorum CCF-1839 Alternaria spp.

F. graminearum CCF-1626 Trichothecium roseum CCM 352
F. graminearum CCM F-683 Aspergillus brasiliensis CCM 8222
F. austroamericanum CCM 8244 Trichoderma viridae CCM F-486
F. poae CCM F-584 Mucor racemosus CCM 8190

F. poae CCM F-169 Epicoccum nigrum CCM 1811

F. sporotrichioides CCF-3212 Eurotium repens CCF

F. sporotrichioides CCM F-352 Verticillium spp.

F. equiseti CCF-1747

F. avenaceum CCM-8015
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2.4 Chemikalie

Etanol 96 % (Top-Bio s.r.o0., CR), Chloroform (Lach-Ner s.r.0., CR), Ethidium Bromid
10 mg/ml (Top-Bio s.r.o., CR), Glycerin (Lachema, CR), KH:POs (Penta, CR), KCI
(Lach-Ner s.r.o., CR), KNOs; (Lachema, CR), MgS04.7H,O (Lachema, CR),
Tris(hydroxymethyl)aminomethan ~ (TRIS)  (Sigma  Aldrich, USA), Kyselina
diethylaminooctova (EDTA) (AppliChem, Spolkova republika Némecko), Kyselina borita
(Sigma Aldrich, Francie), SAVO® Original (Bochemie a.s., CR), Acetonitril (Sigma Aldrich,
USA), Kyselina mravendi (Sigma Aldrich, USA), Ethylacetat (Lach-Ner s.r.o., CR),
deionizovana voda Mili-Q (Merk, Spolkova republika Némecko), analytické standardy DON,
NIV, T-2 a HT-2 toxin 100 pug/ml (Fluka® Analytical, USA).

2.5 Pouzité pufry

Slozeni pufrti pouzitych v predlozné praci uvadi tabulka 5.

Tabulka 5 Slozeni pufri. Oznaceni IGEPAL CA-630 piedstavuje Oktylfenoxy poly(ethyleneoxy)etanol, DMSO
znaci dimethylsulfoxid.

1x One Taq Standard reakéni pufr 1x One Taq GC reakéni pufr

20 mM Tris-HCI (pH 8,9 pii 25 °C) 80 mM Tris-SO4 (pH 9,2 pii 25 °C)
1,8 mM MgCl; 2 mM MgSOsg,

2 mM KCl, 20 mM (NH4)2SO4

0,06 % IGEPAL CA-630 5 % glycerol

0,05 % Tween 20 5 % DMSO

0,06 % IGEPAL CA-630,

0,05 % Tween 20
Pufr pro elektroforetickou separaci TBE 10 x 9/1000 ml
TRIS 108 g
Kyselina borita 55¢
EDTA 5,84

Reakéni pufry byly zakoupeny spolu s One Taq polymerazou. Jejich slozeni nebylo
upravovano. Podle potfeby bylo pracovano s dvojnasobnou koncentraci One Taq Standard
reak¢niho pufru. One taq GC reakéni pufr byl pouzivan jako 10% obsah z celkového mnozstvi
pufru.

V piipadé pripravy Tris-boratového pufru s EDTA (TBE pufru) 10x byly uvedené

komponenty odvazeny a doplnény destilovanou vodou na objem 1000 ml. Smés byla michana
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za tepla do uplného rozpusténi. Pro elektroforetickou separaci byl pouzit TBE pufr 1x, ktery

byl pfipraven smichdnim 1 dilu TBE pufru 10x a 9 dilt destilované vody.
2.6 Priprava a sloZeni kultivaé¢nich médii

2.6.1 Karafiatovy agar (CLA)

Slozeni
Agar 20 g/1000 ml
Karafiatové listy 3-4 ks/Petriho miska (pramér 9 cm)

Semena rostliny Hvozdik karafiat (Dianthus caryophyllus) byla zasazena do komer¢né
dostupného substratu pro vysev a mnozeni rostlin a péstovana pii pokojové teploté. Podle faze
rustu byly vzeslé rostlinky pfesazovany do substratu pro pelargonie a balkonové kvétiny ve
smési se zahradnim substratem. P&stovany byly na slunném misté s pravidelnou zélivkou. Pro
samotnou piipravu kultivaéniho média byly pouzity listy rostlin, prvotné po péti mésicich
péstovani. Nastiihané listy byly ve sklenéné Petriho misce suseny pii 70 °C po dobu 2 hodin.
a sterilizovany pii 121 °C, 15 min. Po sterilizaci byly rozdéleny do Petriho misek s obsahem
2% agaru (Himedia, Indie), pfedem sterilizovaného pii 121 °C, 15 min a ochlazeného na teplotu
50-60 °C. Jedna miska obsahovala 2-3 ks listd. Fotodokumentace péstovani rostlin je uvedena
Vv priloze A.

2.6.2 Specialni nutriéné-chudy agar (SNA)

Slozeni g/500 ml
KH2PO4 0,5
KNO3 0,5
MgS04.7H20 0,25
KCI 0,25
D-glukoéza 0,1
Sachar6za 0,1
Agar 10

Do 500 ml destilované vody byly navazeny vyse uvedené komponenty, smés byla
promichana a sterilizovana pti 121 °C, 15 min. Po ochlazeni na teplotu 50-60 °C byl obsah
rozdélen do Petriho misek. Pied utuhnutim byly do kazdé Petriho misky ptidany 3-4 ks
filtraéniho papiru, nastfithaného na ¢tverce o pfiblizné velikosti 2x2cm, které byly pfedem

sterilizovany pii 121 °C, 15 min.
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2.6.3 Bramboro-glukézovy agar (PDA)

Slozeni

Bramborova infuze
D-glukoéza

Agar

Konecné pH (pii 25 °C)

9/1000 ml
4

20

15
5,6+0,2

V 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 39 g smési (Himedia, Indie), promichano

a sterilizovano pii 121 °C, 15 min. Po ochlazeni na teplotu 50-60 °C byl obsah rozdélen do

Petriho misek.

2.6.4 Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC agar)

Slozeni

Pepton

D-glukéza

KH2PO4

MgSO4

Bengalska cerven
Chloramfenikol
Dichloran

Agar

Konecné pH (pii 25 °C)

g/1000 ml
5

10

1

05

0,025

0,1

0,002

15
5,6:0,2

V 500 ml destilované vody bylo rozpusténo 15,76 g smési (Himedia, Indie), promichéno

a sterilizovano pii 121 °C, 15 min. Po ochlazeni na teplotu 50-60 °C bylo ke smé&si pfidano

antibiotikum Chloramfenikol (Himedia, Indie), pfedem rozpusSténého ve 2 ml etanolu.

Po dukladném promichani byl obsah rozdélen do Petriho misek.
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2.6.5 Dichloran Glycerol Medium Base (DG18)

Slozeni 9/1000 ml
Pepton 5
D-glukoéza 10
KH2POq4 1,0
MgSO4 0,5
Dichloran 0,002
Chloramfenikol 0,1

Agar 15
Koneéné pH (pti 25 °C) 5,6+0,2

Do 500 ml destilované vody bylo pfidano 110 g glycerolu a 15,8 g smési (Himedia,
Indie), promichéano a sterilizovano pii 121 °C, 15 min. Po ochlazeni na teplotu 50-60 °C byl

obsah rozdélen do Petriho misek.

2.6.6 Sladinovy agar (MALT agar)

Slozeni g/1000 ml
Sladinovy extrakt 30

Agar 15
Koneé¢né pH (pti 25 °C) 5,6+0,2

V 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 45 g smési (Himedia, Indie), promichano
a sterilizovano pti 121 °C, 15 min. Po ochlazeni na teplotu 50-60 °C byl obsah rozdélen do

Petriho misek.

2.6.7 Bramboro-glukézovy bujon (PD bujon)

Slozeni g/1000 ml
Bramborova infuze 4.0
D-glukéza 20
Koneéné pH (pti 25 °C) 5,1+0,2

V 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 24 g smési (Himedia, Indie), promichano

a sterilizovano pii 121 °C, 15 min.
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2.6.8 Sladinovy bujon (MALT bujon)

Slozeni 9/1000 ml
Sladinovy extrakt 17

Pepton 3,0
Konec¢né pH (pfi 25 °C) 5,4+0,2

V 1000 ml destilované vody bylo rozpusténo 20 g smési (Himedia, Indie), promichano
a sterilizovano pti 121 °C, 15 min.

2.6.9 RyZe pro produkci mykotoxini

Slozeni g (ml)
Ryze 10
Destilovana voda 7

Do Erlenmeyerovy bariky bylo navazeno 10 g komeréné dostupné ryze (Thai Jasmine
Rice Golden Sun; 80 g sacharidi/100 g), pfidano 6 ml destilované vody a sterilizovano pfi
121 °C 15 min. Po sterilizaci bylo médium ponechano 24 hodin pii laboratorni teploté a poté
znowvu sterilizovano pii 121 °C, 15 min. Tésné pted inokulaci kultury bylo k ryzi dodate¢né

ptidano 1 ml destilované vody, pfedem sterilizované pti 121 °C, 15 min.

2.6.10 Fyziologicky roztok s peptonem

Slozeni g/500 ml
NaCl 4,25
Pepton 0,5

Do 500 ml destilované vody byly navazeny vysSe uvedené komponenty a smées byla
sterilizovéna pfi 121 °C, 15 min.
VSechna vysSe uvedena média byla do dalSiho pouziti skladovana pii + 4 °C, maximalné po
dobu tii tydnt.
2.7 Pracovni postupy

2.7.1 Stanoveni celkového poctu plisni a izolace rodu Fusarium

U dostupnych vzorkii byla nejprve zjisténa aktivita vody. Na zakladé vysledki bylo
stanoveni celkového poétu plisni provedeno dle deské technické normy CSN ISO 21527-2.

Ze vzorku jeCmene bylo navazeno 10 g reprezentativniho podilu a pfidano 90 ml
fyziologického roztoku s peptonem. Homogenizace byla provedena v homogeniza¢nim sacku
ruéné, po dobu 2 min. Nasledn€ bylo prvni a druhé desitkové fedéni inokulovano v dubletu na
agar DG18 a volitelnou pidu DRBC. Pf#i zpracovani prvnich vzorku byla uvedena fedéni

dodate¢né inokulovana na agar MALT. Kultivace probihala v termostatu pii 25 °C po dobu
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7 dni s kontrolou po 2 a 5 dnech. Z ptitomnych kolonii byly izolovany ty, u kterych byl
ptedpoklad, Ze se jedna o rod Fusarium. Izolace suspektnich koloii byla provedena na MALT
agar s kultivaci pfi 25 °C v termostatu po dobu 5-7 dni.

Ze vzorkl, u kterych se vySe uvedenym zplisobem fuzaria nepodafilo izolovat, bylo
sterilné odebrano 10 zrn je¢mene, které vykazovaly znamky mozného napadeni plisnémi.
Vybirana byla ta zrna, ktera se od ostatnich lisila morfologicky, zejména svym zbarvenim. Zrno
bylo po dobu 2 min desinfikovano V 1% roztoku komerén& dostupného vyrobku SAVO®
original. Po desinfekci byla semena dvakrat oplachovana sterilni vodou po dobu 1 min
a nasledn¢ steriln€ prenesena na PDA. Misky byly umistény do plastového sacku a kultivovany
V termostatu pii 25 °C po dobu 4-5 dni. Z pfitomnych kolonii byly jako v predchozim ptipadé
izolovany ty, u kterych byl pfedpoklad, ze se jedna o rod Fusarium.

2.7.2 ldentifikace na zakladé makroskopickych a mikroskopickych znaki

Kultivace za ucelem identifikace probihala pfi laboratorni teploté na parapetu okna
orientovaného na severni stranu. Makrokonidie byly vySetfovany po kultivaci na CLA,
mikrokonidie na SNA a celkovy vzhled na PDA. Vzhled na PDA byl hodnocen po kultivaci
10-14 dni, konidie v zavislosti na rustu a kondici kultury, maximaln¢ po 4 tydnech. Identifikace
probihala podle Leslie a Summerell (2006) a Nelson et al., (1998).

Pro identifikaci plisni in situ byly pfipraveny sklickové kultury. Na sterilni podlozni
sklicko bylo naneseno malé¢ mnozstvi CLA nebo SNA, které bylo po zaockovani kultury
piekryto sterilnim krycim sklickem. Kultivaéni médium CLA 1 SNA bylo stejného slozeni jako
Vv piipadé jejich ptipravy pro kultivaci klasickym zptsobem. Sklicko bylo umisténo do Petriho
misky a podloZeno sterilnimi kusy plastové ockovaci klicky. Pod sklicko bylo pipetovano 5 ml
sterilni destilované vody, kterd byla béhem kultivace podle potieby dopliiovéana, tak aby
nedoslo k iplnému vypareni. Kultivace byla provedena za podminek uvedenych v ptedchozim
odstavci.

Makrokospické a mikroskopické znaky vybranych plisni rodu Fusarium jsou uvedeny
Vv ptiloze B, respektive C.

2.7.3 lzolace DNA

Pro izolaci fungalni DNA byla zvolena izola¢ni sada NucleoSpin® Plant I, stejné jako
u autor Schoneberg et al., (2018) nebo Naef a Defago, (2006). DNA plisni byla izolovana dle
navodu izola¢ni sady, ktera obsahovala nize pouzité pufry, enzym RNazu a barevné znacené
kolonky s filtrem, respektive sorbentem. Zkratky uvedené za pftislusnym pufrem znaci jeho

obchodni nazev.
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Volba kultivacniho média pro ziskdni mycelia spocivala podle charakteru ristu dané
plisn€ na PDA. Jestlize se kultura vyznacovala rtistem s produkci bohatého vzdusného mycelia,
byla kultivovana na PDA. V opa¢ném piipadé bylo pro kultivaci zvoleno 0,5 ml
bramboro-gluk6zového bujonu. Podminky kultivace byly v obou piipadech stejné, a to 25 °C
po dobu 5-7 dni, v termostatu. Malé mnozstvi mycelia vytvoiené na PDA bylo nasledné sterilné
sejmuto z agaru do zkumavky Eppendorf. Mycelium, ziskané z bujonu bylo nejprve odstfedéno
pii 15000 rpm po dobu 2 min. Bujon byl odpipetovan, k myceliu pfidano 0,5 ml sterilni
destilované vody a opét odstfedéno pii 15000 rpm po dobu 2 min. Nasledné byla voda
odpipetovana.

K ziskanému myceliu bylo pifidano 0,5 ml 96% etanolu a po dobu 3 s vortexovano.
Etanol byl odpipetovan, piidano 200 pl Iyzaéniho pufru (PL1) a 5 s vortexovano. Ke smési bylo
dale ptidano 100 ul téhoz pufru a 10 pul enzymu RNazy o koncentraci 10 mg/l. Pomoci sterilni
ockovaci kli¢ky byla smés ditkladné homogenizovana a nasledné inkubovana pti 65 °C 10 min.
Po uplynuti této doby nasledoval ptidavek 100 ul chloroformu, 10 s vortexovano a odstiedéno
pti 15 000 rpm 10 min. Dale bylo pracovano s horni odstfedénou vrstvou.

Lyzat byl pipetovan do kolonky s filtrem, oznacené fialovym pruhem. Filtrace byla
podpofena odstfedénim pii 11 000 rpm po dobu 2 min. K filtratu bylo ptidano 450 ul DNA
vazného pufru (PC) a dikladné promichano. Dale byla smés pipetovana do kolonky se
sorbentem, oznacené zelenym pruhem. Filtrace byla, podobné jako v pfedchozim piipade,
podpofena odstiedénim pii 11 000 rpm po dobu 1 min. Dale bylo pracovano s DNA
adsorbované na sorbentu, filtrat byl odpipetovan.

Do kolonky s adsorbovanou DNA bylo ptidano 400 pl promyvaciho pufru (PW1)
a odstiedéno pii 11 000 rpm po dobu 1 min. Tento krok byl opakovan s 700 pl promyvaciho
pufru (PW2). Nasledné bylo k sorbentu dodatecné ptidano 200 ul pufru (PW2) a odstedéno pfti
11000 rpm po dobu 2 min. Kolonka se sorbentem byla umisténa do sterilni zkumavky
Eppendorf a ptidano 50 pl eluéniho pufru (PE), pfedem zahiatého na 65 °C. Zkumavka byla
inkubovana pfi 65 °C po dobu 5 min a nasledn¢ odstfedéna pii 11 000 rpm po dobu 1 min. Krok
byl opakovan s novym podilem PE pufru. Ziskand DNA byla zpoc¢atku uchovavana pfti teploté

+ 4 °C, po provedeni vSech experimentt pii -20 °C.

2.7.4 Optimalni podminky PCR a priprava reakénich smési
Primery byly prvotné rozpusStény v mnozstvi PCR vody uvedeného vyrobcem na
koncentraci 100 pM. Z téchto roztoki byly pfipraveny pracovni roztoky o koncentraci 10 uM,

které byly uchovavany v mnozstvi 100 pl. V jednotlivych i multiplex reakcich bylo pracovano
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Vv celkovém objemu 25 upl. VSechny reagencie byly pipetovany do sterilni zkumavky typu
Eppendorf. Prvni pipetovanou slozkou byla PCR voda, dale pufry, primery, dNTP mix
a polymeraza. Smés byla dikladné promichana a patii¢ny podil pipetovan do reakénich PCR
zkumavek Posledni pifidavanou slozkou byla DNA, ktera byla izolovana podle postupu
uvedeného v kapitole 2.7.3, a to v mnozstvi 0,5 nebo 1 pl. V kazdé reakci byla pouzita patfi¢na
pozitivni kontrola v podobé DNA kmene, ktery pochazel z ¢eské sbiky mikroorganismii, nebo
izolatu, pfedem identifikovaného na zakladé¢ makroskopickych a mikroskopickych znakii.
Soucasné byla vzdy provedena negativni kontrola, kde misto DNA bylo puzito stejné mnozstvi
sterilni PCR vody. Komponenty pro ptipravu byly s vyjimkou DNA skladovéany pfi teploté
-20 °C. Rozmrazeny byly vZdy na dobu nezbytné nutnou pied vlastni pfipravou smési a v co
mozna nejkrat§im ¢asovém intervalu byly umistény zpét do -20 °C.

Kombinace primerd pouzitych v multiplex PCR byla zvolena tak, aby se rozdil
poskytovanych produktti 1iSil minimalné o 100 pb. Toto opatfeni zajisStovalo spolehlivé
hodnoceni vysledkti i v piipad€, ze by dochdzelo k odlisnym produktim reakce v ramci
jednotlivych kment plisni. Na zéklad¢ tohoto uvazeni byly zoptimalizovany tfi multiplexni

a jedna samostatna PCR.

2.7.5 ldentifikace rodu Fusarium a priikaz Tri5 genu

Finalni koncentrace jednotlivych sloZek reakéni smési byla nasledujici: One Taq
standard reakéni pufr s 10% obsahem One Taq GC reakéniho pufru 2x, 4,5 mM Mg2+, 100 uM
dNTP mix, 0,1 uM primer FusITsF a FuslITsG, 0,4 uM primer Tox5F a Tox5R, 2 U One Taq
polymeraza a 1 ul DNA. Optimalni podminky ,,Touchdown* PCR jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6 Optimalni podminky multiplex PCR pro identifikaci rodu Fusarium a prtikaz Tri5 genu

Krok Teplota Cas Pocet cykli
Uvodni denaturace 96 1 min
94 3 min
Denaturace 95 30s 10
Annealin -
) g 65-60 45 S Teplota - 0,5 °C/cyklus
Syntéza 72 1 min
Denaturace 95 30s
Annealing 60 1 min 20
Syntéza 72 1 min
Zavé€retna syntéza 72 10 min

44



2.7.6 ldentifikace F. avenaceum/tricinctum, F. graminearum a F. sporotrichioides

Jednotlivé slozky byly pouzity v nasledujici kone¢né koncentraci: One Taq standard
reakéni pufr s 10% obsahem One Taq GC reakéniho pufru 2x, 4 mM Mg?*, 200 uM dNTP mix,
0,2 uM primer Fa-U17F a Fa-U17R, 0,3 uM primer FG16F a FG16R, 0,2 uM primer FSPOF1
a LANSORI1, 2 U One Taq polymeraza a 0,5 ul DNA. Optimalni podminky ,,Touchdown* PCR

jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7 Optimalni podminky multiplex PCR pro identifikaci F. avenaceum/tricinctum, F.graminearum
a F. sporotrichioides

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Uvodni denaturace % 1 min
94 3 min
Denaturace 95 30s 10
Annealing 67-62 45 Teplota -0,5 °C/cyklus
Synteza 72 1 min
Denaturace 95 30s
Annealing 60 1 min 25
Syntéza 72 1 min
Zavérecna syntéza 72 10 min

2.7.7 ldentifikace F. poae a F. langsethiae

V tomto piipadé byly pouZzity slozky o koncentraci: One Taq standard reakéni pufr
s 10% obsahem One Taq GC reakéniho pufru 2x, 4 mM Mg?*, 200 pM dNTP mix, 0,2 uM
primer FP82F a FP82R, 0,2 uM primer FLANGF3 a LANSPOR1, 2 U One Taq polymeraza
a 0,5 ul DNA. Optimalni podminky ,,Touchdown* PCR jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8 Optimalni podminky multiplex PCR pro identifikaci F. poae a F. langsethiae

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Uvodni denaturace % 1 min
94 3 min
Denaturace 95 30s 10
Annealing 67-62 45 Teplota -0,5 °C/cyklus
Syntéza 72 1 min
Denaturace 95 30s
Annealing 60 1 min 25
Syntéza 72 1 min
Zavé€retna syntéza 72 10 min
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2.7.8 Specificka identifikace F. tricinctum

V této samostatné reakci bylo pracovano s nasledujicimi findlnimi koncentracemi: One
Taq standard reakéni pufr 1x, 1,8 mM Mg?" 0,2 mM dNTP mix, 0,2 mM primer Tril a Tri2,
1 U One Tag polymeraza a 0,5 pl DNA. Optimalni podminky reakce jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9 Optimalni podminky PCR pro identifikaci F. tricinctum

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Uvodni denturace 94 2min30s
Denaturace 95 30s
Annealing 65 30s 30
Syntéza 72 555
Zavérecna syntéza 72 3 min

2.7.9 Elektroforeticka separace produkti PCR

Pro separaci usekii DNA byl zvolen 1,5% agar6zovy gel v 1x TBE pufru s obsahem
ethidium bromidu o koncentraci 0,5 pg/ml. Patificné mnozstvi agarézy bylo navazeno do
1x TBE pufru, promichano a pfivedeno k varu v mikrovinné troub¢ (2 min, pti vykonu 600 W).
Po ochlazeni gelu na pfibliznou teplotu 60 °C bylo pfidano potiebné mnozstvi ethidium
bromidu a promichdno. Gel byl umistén do elektroforetické vany, vloZen hiebinek pro
vytvofeni jamek a ponechan pfi laboratorni teploté do tplného ztuhnuti.

Pro vlastni elektroforezu bylo pouzito 10 ul produktu, smichaného s 2 pl vkladaciho
pufru. Spolu s produktem byl separovan DNA marker, ktery byl davkovan v mnozstvi 5 pl.
Separace probihala za podminek 100 V po dobu 50 min v 1x TBE pufru. Vizualizace produktu
byla uskute¢néna pomoci UV zafeni (254 nm). Velikosti jednolitvych PCR produkti jsou
uvedeny v tabulce 3.

2.7.10 Produkce a extrakce mykotoxinu

Kultury plisni, u kterych byla prokdzana piitomnost Tri5 genu, a tedy schopnost
produkce trichothecenovych mykotoxint byly za t¢elem produkce mykotoxind kultivovany
podle praci Shi et al., (2017), Kokkonen et al., (2010) a Alvarez et al., (2009).

Z kultur kultivovanych na PDA po dobu 7 dni pii 25 °C v termostatu byl korkovrtem
0 pruméru 6 cm vyrazen kus agaru s myceliem a steriln¢€ ptenesen do kultivaéniho média. Pro
kultivaci bylo zvoleno 10 ml bramboro-gluk6ézového bujonu, sladinového bujonu a 10 g
komeréné dostupné ryze (Uprava ryze viz kapitola 2.6.10.). V piipadé produkce trichothecent
skupiny B probihala kultivace pfi 25 °C v termostatu, v ptipadé skupiny A pii 15°C

v termostatu, v obou ptipadech po dobu 4 tydni. Zaockovani bylo provedeno Vv dubletu. Od
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kazdého kultiva¢niho média byla soucasné ptfipravena negativni kontrola. V ¢ase po ukonceni
kultivace az do dalsiho zpracovani byly kultury uchovavany pfti -20 °C.

Extrakce mykotoxind byla provedena dle praci He et al., (2017) a Covarelli et al.,
(2015). V ptipad¢ tekutych médiii bylo nejprve filtraci pies perlan odéleno mycelium. Z filtratu
bylo odpipetovano 1 ml média a pfidany 3 ml ethylacetatu. Smés byla tfepana pii 200 rpm/min
po dobu 10 min. Organicka vrstva byla oddé€lena a ke zbytku byl ptidan novy podil ethylacetatu.
Extrakce byla provedena celkem tfikrat, pficemz organickd vrstva byla ze vSech extrakci
zpracovana v jednom podilu. V pfipad¢ sledovani produkce mykotoxinii na ryzi bylo pro
extrakci navazeno pfiblizné mnozstvi 2,5 g ryze véetné mycelia, pfidino 10 ml extrakéniho
¢inidla (acetonitril:voda:kyselina mravenci; 84:16:1) a tfepano pii 200 rpm/min po dobu
120 min. Ziskany extrakt byl odpipetovan od pevného podilu.

Rozpoustédlo bylo nasledné odpateno pod proudem dusiku do sucha a zbyly extrakt
skladovan pii -20°C. Pied analyzou byl analyt opétovné rozpustén v 1 ml acetonitrilu

a prefiltrovan pres PTFE filtr.

2.7.11 Analyza mykotoxini

Analyza mykotoxind byla provedena pomoci HPLC/MS. Kromé¢ trichothecenovych
mykotoxini byl do analyzy zafazen i mykotoxin zearalenon (ZON), ktery mliZe byt produkovan
nékterymi druhy fuzarii zodpovédné za vznik fuzariozy klastu (Wegulo et al., 2015). Nejprve
byla provedena ptima infuze analyti do hmotnostniho spektrometru za podminek uvedenenych
v tabulce 10. Nasledné byla metoda optimalizovana (podminky viz tabulka 11). Sledované

ionty a retencni Casy latek jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 10 Parametry pro ptimou infuzi analytti do hmotnostniho spektrometru

Parametr Hodnota

Typ ionizace Elektrosprej (ESI", ESIY)
Napéti na kapilafe - (+) 4500 V

Kolizni plyn medium

,,ion source gas‘ 1: 20 psi
,,ion source gas“ 2: 0 psi
»curtain gas® 10 psi

Plyny podporujici rozprasovani
a suSeni mobilni faze

Prutok 7 ul/min
Vstupni potencial -10V
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Tabulka 11 Optimalni podminky pro HPLC/MS analyzu

Parametr

Hodnota

Slozeni mobilni faze

Gradient mobilni faze

Prutok mobilni faze

Objem nastiiku
Teplota kolony

Typ ionizace; skenovani

Napéti na kapilare

Kolizni plyn

HPLC

MS

Plyny podporujici rozprasovani
a suseni mobilni faze

Doba skenovani

A: Deionizovana voda + 0,05 mM NH4COOH + 0,1 % HCOOH
B: Acetonitril

0 min: 15 % B, 3 min: 100 % B
0,5 ml/min

5 ul

30°C

ESI', ESI*; selektivni zdznam iontu (SIM)
- (+) 4500 V

medium

,»ion source gas*“ 1: 40 psi

,,ion source gas* 2: 50 psi
»curtain gas® 20 psi

50 ms

Tabulka 12 Retencni ¢asy, sledované adukty a deklastera¢ni potencidly analyzovanych mykotoxini

Mykotoxin Retencni ¢as [min] Adukt m/z DP [V]
ESI-
NIV 1,68 [M+HCOO]" 357 -30
DON 2,25 [M+HCOO]" 341 -30
D3G 2,00 [M+HCOO]" 503 -90
HT-2 3,57 [M+HCOO]" 469 -60
T-2 4,01 [M+HCOO" 511 -60
ZON 4,16 [M-H] 317 -115
ESI*
DON 2,25 [M+H] * 297 -70
D3G 2,00 [M+NH,] * 476 -70
HT-2 3,57 [M+NHJ] * 442 -70
T-2 4,01 [M+NHJ] * 484 -0
ZON 4,16 [M+H] * 319 -0
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3  VYSLEDKY

3.1 Stanoveni celkového poctu plisni a izolace rodu Fusarium

Dohromady bylo zpracovano 27 vzorki sladovnického jeémene, plivodem
z Vyzkumného pivovarského a sladaiského ustavu v Brné. Celkové pocty plisni, které byly na
zakladé vysledki méfeni aktivity vody a dle normy CSN 1SO 21527-2 vyjadieny na zivné ptidé
DG18 jsou uvedeny v piiloze D.

Ve vzorcich jeémene se kromé rodu Fusarium vyskytovala i doprovodna mikroflora
V podobé¢ jinych rodii plisni a kvasinek. Z tohoto divodu byla fuzaria izolovana na zakladé
posouzeni makroskopickych znakt. 1zolovany byly kolonie, které rostly v podobé bilého nebo
krémového az svétle hnédého mycelia (viz obrazek 5). Izolace byla ve vétSing€ piipada
provedena z agaru DG18, méné ¢asto z pidy DRBC. MALT agar, ktery byl v prvnim piipadé
pouzit za ucelem zvySené moznosti zachytu fuzarii, byl pro zpracovani dalsich vzorku vytazen.
Diivodem byl nariist nespecifikovaného bakteridlniho druhu, ktery byl doprovazen tvorbou
slizu po 48hodinové Kkultivaci. Pravdépodobné se jednalo o rod Bacillus, jehoz rust byl na
pudach DG18 a DRBC inhibovan.

Obrazek 5 1. fedéni vzorku €. 23 na DG18 po kultivaci 7 dni pfi
25 °C (1 lic, 2 rub). Izolovany byly suspektni kolonie s ristem v podobé¢ bilého
a krémové¢ zbarveného mycelia. (Foto autor).

V piipad€, Ze nedoslo k narustu plisni na dvou vySe zmiflovanych ptidach, byla pro
cilenou izolaci zvolena kontaktni metoda na PDA, pficemz suspektni kolonie rodu Fusarium
byly vybirany stejnym zptusobem (viz obrazek 6). V tomto piipadé byla bakterialni

kontaminace Casté¢né omezena pouzitym desinfekénim prosttedkem.
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Obrazek 6 Kontaktni metoda izolace. 1: vzorek 27, 2: vzorek 13. Kultivace
3 dny pii 25 °C na PDA. (Foto autor).

Suspektni kolonie rodu Fusarium byly, za u¢elem opétovného makroskopického posouzeni,
kultivovany na agaru MALT. V nékterych piipadech doslo kizolaci kultur, které dle
makroskopckych znakl nepatfily do rodu Fusarium. Divodem byla vzajemna podobnost
nékterych plisni na agaru DG18, ktera byla odliSena az na zmifiovaném MALT agaru. N&kdy
bylo prvotné docileno izolace smésné kultury, ktera byla podrobena nové izolaci.

Dvéma vyse uvedenymi postupy bylo celkem vyizolovano 131 suspektnich kolonii rodu

v

Fusarium, u kterych byla provedena podrobnéjsi identifikace.

3.2 Identifikace na zakladé morfologickych znakii

Vzhledem k tomu, Ze pro planovanou identifikaci fuzarii pomoci PCR, nebyly dostupné
viechny kmeny pochézejici z oficialnich sbirek mikroorganismii v CR, byly izolaty podrobeny
prvotni identifikaci na zakladé¢ makroskopickych a mikroskopickych znakti. Predbézna
identifikace druhu byla nasledné€ ovéiena pomoci druhoveé specifické PCR, pficemz v nékterych
ptipadech byly identifikované izolaty pouZity jako pozitivni kontroly pro dalsi analyzy.

Timto zpGsobem bylo identifikovano F. langsethiae, na jehoz pfitomnost upozornil
mikroskopického preparatu do laktofenolové modie byly pozorovany charakteristické
mikrokonidie tvaru kapky, monofialidy (viz obrazek 7), absence vietenovitych mikrokonidii,
makrokonidi a chlamydospor. Obdobné¢ bylo uréeno F. poae, které se vyznaCovalo
charakteristickym nasladlym pachem jiz béhem izolace z DG18. Mikroskopicky preparat,
provedeny z SNA, byl témé&f totozny s vyse popsanym u F. langsethiae, rozdil obou kultur
spocival v rychlosti ristu a tvorbé mycelia. F. poae vytvatrelo v porovnani s F. langsethiae
bohaté¢ vzdusné mycelium, které se za stejnych podminek kultivace rychleji rozrustalo. Obrazek

7 zobrazuje fialidy s mikrokonidiemi druhu F. poae pozorovanych in situ.

50



Vzhledem k tomu, ze se poc¢atek optimalizace podminek PCR pro druhovou identifikaci
F. avenaceum/tricinctum potykal s problémy amplifikace DNA sbirkového kmene
F.avenaceum CCM F-8015, byla mezi izolaty vénovana pozornost i tomuto druhu. Pro
hodnoceni morfologickych znakt byly v tomto ptipadé vybirany ty izolaty, u kterych nebyla
prokazana ptitomnost Tri5 genu. Makrokonidie suspektniho izolatu F. avenaceum byly stihl¢,
tii az péti septované se zakulacenou apikalni a bazalni buiikou, kterd byla mirn¢ zahnuta
(viz obrazek 7). Spolu s makrokonidiemi byly v preparatu pfipraveného z SNA pozorovany
ovalné mikrokonidie, které byly bez sept nebo maximalné s jednou piehradkou. Ptitomné
mikrokonidie indikovaly mozny druh F. arthrosporioides.

Z izolatd bez pfitomnosti Tri5 genu bylo dale identifikovano F. tricinctum. V preparatu,
ptipraveného po kultivaci na SNA bylo pozorovano zna¢né mnoZstvi mikrokonidii ovalnych

tvard, dale tvard citrond a hrusek (viz obrazek 7).

4

Obrazek 7 Mikroskopické znaky izolatd rodu Fusarium. 1 makrokonidie F. avenaceum
v preparatu z CLA, 2 mikrokonidie in situ F. poae na SNA, 3 mikrokonidie F. tricinctum
Vv preparatu z SNA, 4 monofialidy s mikrokonidiemi F. langsethiae v preparatu z SNA.
Zvétseni 40 x 10 (400x). (Foto autor).

Pti hodnoceni makrokospickych znaki bylo pozorovano, ze izolaty i sbirkové kultury
neprodukuji pigment, ktery je pro n€ podle obecného popisu charakteristicky. Ackoli je
morfologie variabilni a méla by byt hodnocena jako sekundéarni charakter, je produkovany
pigment nebo charakter ristu prvnim znakem, ktery napomaha identifikaci.

Pti hledani pfic¢iny nestandardniho rtstu bylo pro srovnani pouzito kultivacni médium,
respektive PDA firmy Oxoid (Velka Britanie). Kultury byly zaockovany paralelné¢ na PDA
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(Oxoid, Velkd Britanie) a PDA (Himedia, Indie) a kultivovany za podminek uvedenych
v kapitole 2.7.2. Po kultivaci byl pozorovan rozdil v rychlosti ristu a produkci pigementu, jak
je mozné vidét na obrazku 8. Slozeni PDA (Oxoid, Velka Britanie) je dle vyrobce zcela
identické s PDA (Himedia, Indie) (slozeni viz kapitola 2.6.3.). Ob¢ kultiva¢ni média se ale
pravdépodobné 1isi kvalitou pouzitych vstupnich surovin, nebot’ zakladem pro vyrobu je extrakt

ziskany z brambor.

Obrazek 8 Rozdilné makrokoskopické znaky na PDA. 1 a 3 F. graminearum CCM F-683, 2 a 4 F. tricinctum
(izolat 2). Horni fada PDA (Oxoid, Velka Britanie), dolni fada PDA (Himedia, Indie). Vlevo lic, vpravo rub
kolonie. Kultivace: laboratorni teplota, parapet okna, 8 dni. (Foto autor).

3.3 Optimalizace PCR podminek

Amplifikace DNA patficnymi primery byla prvotné provedena v samostatné reakci.
Nasledné bylo piistoupeno k optimalizaci podminek pro multiplex PCR. Optimalizace byla
provedena dle obecného protokolu pro ,,Touchdown* PCR (Korbie a Mattick 2008) a obecného
protokolu pro multiplex PCR (Henegariu et al., 1997) a spocivala v upravé podminek casu,

poc¢tu cyklu v jednotlivych fazich a zmén v koncentraci reak¢éni smési.

3.3.1 Identifikace plisni rodu Fusarium a priukaz Tri5 genu

Pro identifikaci rodu Fusarium byl zvolen primer ITS1 a ITS2 navrzeny Ramana et al.,
(2011), citovaném autory Gong et al., (2014) a Yli-Matilla et al., (2017). Podminky PCR,
zvoleny dle prvotni publikace Ramana et al., (2011), nevyzadovaly optimalizaci. Byl proveden
teplotni gradient, ve kterém bylo zji§téno, ze optimalni teplota annealingu (58 °C) je shodna
s teplotou uvedenou autory prace. Po ovéfeni amplifikace DNA plisni rodu Fusarium bylo
provedeno oveéteni specifity primeru viaéi plisnim odliSnych rodd, které mohou byt spolu

s fuzariemi potencialné izolovany z obilovin. Bylo zjisténo, ze uvedeny primer poskytuje
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produkt o stejné velikosti pard bazi s riznymi rody plisni (viz tabulka 13), a proto byl pro
analyzy nezndmych izolat vyfazen.

Dalsim primerem pro rodovou identifikaci byl ItsF-ItsR navrzeny autory Bluhm et al.,
(2002), pouzitém autory Naef a Défago (2006), ktefi ve své praci vyuzili metodu ,,Step Down*
PCR s teplotou annealingu 64-60 °C, meénici se v intervalu péti cykld. V této praci byla od
pocatku zvolena metoda ,,Touchdown* PCR s teplotou annealingu 70-60 °C snizujici se o 1 °C
s kazdym cyklem na kone¢nych 60 °C. Za téchto podminek byla provedena amplifikace DNA
sbirkovych plisni rodu Fusarium a ovéfeni specificity primeru jako v piedchozim piipadé.
Produkt reakce o velikosti 431 pb., byl ziskan pouze s plisnémi rodu Fusarium, nikoli s dal$imi
testovanymi rody plisni. Velikost poskytovaného produktu odpovidala u fuzarii patiicich do
genetického komplexu sambucinum velikosti uvedené Bluhm et al., (2002). Kmeny patficich
do odlisnych genetickych komplext (pfedevsim Fusarium tricinctum spcies komplex) poskytly
produkt reakce o piiblizné velikosti 440 pb.

Pro identifikaci kment rodu Fusarium se schopnosti produkce trichothecenovych
mykotoxind byl zvolen primer Tox5F/Tox5R, prokazujici ptitomnost Tri5 genu, ktery je
prvnim genem V biochemické cesté syntézy trichothecent typu A i B (viz obrazky 3 a 4).

Po ovéfeni amplifikace DNA v samostatné reakci za identickych podminek jako
v ptipad¢ ItsF-ItsR bylo pfistoupeno k optimalizaci multiplex PCR. Pro optimalizaci byla
zpocatku zvolena DNA Fusarium sporotrichioides CCM F-3212. Po nastaveni podminek
opakovani cyklt a ¢asu dle standardniho protokolu pro multiplex PCR bylo navy$eno mnozstvi
pufru, koncentrace MgClz, mnozstvi enzymu polymerazy a z divodu slabého produktu
urcujiciho pritomnost nebo neptitomnost Tri5 genu bylo nutné upravit vzajemné koncentrace
obou primerd.

Po zkousSce metody s ostatnimi sbirkovymi kmeny fuzarii nebylo zpocatku zcela mozné
spravné vyhodnotit pozitivni/negativni rekaci urcujici pfitomnost Tri5 genu. Z tohoto diivodu
byl do reakce dodate¢né ptidan G/C One Taq standard reakéni pufr za soucasného sniZzeni
teploty faze annealingu v rozmezi 65-60 °C, ménici se o 0,5 °C s kazdym cyklem. Koneéné

optimalizované podminky jsou uvedeny v tabulce 6 a znazornény na obrazku 9.
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Obrazek 9 Optimalizované podminky amplifikace useku ITS a prikaz Tri5 genu.
1-7 amplifikace ITS a Tri5 genu izolati rodu Fusarium, M: DNA marker 1500-200 pb.,
N: negativni kontrola.

U nékterych izolath (pozdé&ji identifikovanych jako F. tricintum) byl amplifikovany
produkt v porovnani s ostatnimi slabsi intenzity, tak jak je mozné pozorovat na obrazku 9 pod
oznacenim 4 a 5. Nicméng, i tak bylo mozné pozitivni reakci amplifikace tseku ITS spravné

vyhodnotit.

3.3.2 ldentifikace F. avenaceum/tricinctum, F. graminearum a F. sporotrichioides

V tomto piipadé bylo pracovano dle Nicholson et al., (2004), kteti vyuzili druhové
specifické primery pro identifikaci plisni rodu Fusarium (viz tabulka 3) za podminek
»Touchdown* PCR. Podobn¢ jako v pfedchozim ptipad¢ byla nejprve ovefena amplifikace
ptislusné DNA v samostatné reakci pfi teploté annealingu 72-62 °C, snizujici se s kazdym
cyklem na kone¢nych 62 °C. Pro optimalizaci byly vyuzity DNA plisni F. graminearum
CCF-1626, F. sporotrichioides CCF-3212 a izolat F. avenaceum, respektive
F. arthrosporioides, ktery byl prvotné identifikovan dle makroskopickych a mikroskopickych
znaku (viz kapitola 3.2.), nebot’ sbirkova DNA kmene F. avenaceum CCM-8015 nebyla
zpocatku v samostatné reakci zcela amplifikovana.

K optimalizaci multiplex podminek bylo pfistupovano stejnym zplisobem jako
v kapitole 3.3.1. Kone¢né optimalizované podminky jsou uvedeny v kapitole 2.7.6. Hlavni
upravy reakéni smési spocCivaly v koncentraci primeru Fgl6F/R, specifického pro
F. graminearum, ktery byl vzhledem k ostatnim koncentra¢né zvyhodnén. Pro zvyseni intenzity
vysledkt byl pocateéni celkovy pocet cykla reakce zvySen ze 30 na 35 (viz obrazek 10).
Amplifikace F. graminearum i F. sporotrichioides poskytla ocekavané produkty reakce, a sice
420 pb. pro F. graminearum a 332 pb. pro F. sporotrichioides. V ptipadé¢ izolatd F. avenaceum
bylo namisto ocekavaného produktu o velikosti 345 pb., dosazeno produktu o velikosti 1000
pb. Po optimalizaci byla specifita primeri ovéfena s kmeny F. poae (izolat 1) a F. langsethiae

(izolat 21), jejichz DNA nebyla za téchto podminek amplifikovéna.
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3.3.3 Identifikace F. poae a F. langsethiae

Podobné jako v kapitole 3.3.2. bylo vyuzito ,,Touchdown*“ PCR dle Nicholson et al.,
(2004). V tomto piipadé bylo opét pracovano s DNA ziskanych zizolati je¢mene,
identifikovanych na zakladé makroskopickych a mikroskopickych znakt (viz kapitola 3.2.).
Diavodem byla absence F. langsethiae v obou dostupnych sbirkdch mikroorganisma v CR
a poc¢ate¢ni problémy amplifikace DNA s pouzitymi kmenem F. poae CCF M-584. Poté, co se
amplifikace DNA tohoto kmene nepodatila za podminek navrzenych autory Nicholson et al.,
(2004), byl kmen podroben makroskopickému a mikroskopickému vySetieni. Tak jak je
uvedeno v Kkapitole 3.4., byl tento druh pozdéji pomoci PCR reklasifikovan na
F. sporotrichioides.

DNA obou izolati poskytla o¢ekavané produkty reakce, a sice 330 pb. s primerem
FLANGF3/LANSPOR1 specifickym pro F. langsethiae a 220 pb. s primerem FP82F/R,
specifickym pro F. poae. Optimalizace multiplex podminek byla i v tomto pfipadé provedena
podobné jako v kapitole 3.3.1., pficemz pro zvyseni intenzity produktl byl pocet cykli navySen
z ptvodnich 30 na 35 (viz obrazek 10). Optimalizované multiplex podminky jsou uvedeny
v tabulce 8. Stejné jako v predchozim piipadé byla specifita primert ovéfena vuci kmentim,
které byly pouzity jako pozitivni kontroly v kapitole 3.3.2., pfi¢emZ k pozitivnim reakcim
u téchto kment nedoslo.

1

1000 pb. 1000 pb.

Obrazek 10 Optimalizované podminky PCR pro druhovou identifikaci. Vlevo 30 cykld, vpravo 35 cykla.
1: F. avenaceum/tricinctum; 2: F. graminearum, 3: F. sporotrichioides, 4: F. poae, 5: F. langsethiae.
M: DNA marker 200-1500 pb., N: negativni kontrola

Jak vyplyva z kapitol vySe, optimalizace PCR pro druhovou identifikaci rodu Fusarium
byla provedena tak, aby mohly byt obé smési analyzovany soucasné, tedy za identickych

reak¢énich podminek.

3.3.4 Specificka identifikace F. tricinctum
V tomto piipad¢ bylo prvotné pracovano za obecnych PCR podminek dle navrhu autora
prislusného primeru (Kulik, 2008). V ramci optimalizace byl autorem navrhovany pocet cykli

(35) snizen na kone¢nych 30, ¢imz doslo ke sniZeni ¢asové narocnosti zhruba o ptl hodiny.

55



Prvni kulturou, kterd byla podrobena této identifikaci byl izolat 2, jehoz mikroskopické znaky
zcela odpovidaly popisu F. tricinctum (viz kapitola 3.2.). Po reakci byl pozorovan ocekavany

produkt reakce, a sice 215 pb. (viz obrazek 11).

Obrazek 11 Optimalni podminky PCR pro identifikaci
F. tricinctum. M: DNA marker 100-500 pb., N: negativni kontrola.

Po optimalizaci podminek byla ovéfena specifita primeru s kmeny F. avenaceum
CCM F-8015, F. sporotrichioides CCF-3212, F. poae (izolat 1), F. langsethiae (izolat 21)
jejichz reakce byla negativni.
3.4 ldentifikace plisni rodu Fusarium a ovéreni pritomnosti Tri5 genu

Zjisténi pritomnosti Tri5 genu a ovéfeni amplifikace Giseku ITS bylo nejprve provedeno
u sbirkovych plisni rodu Fusarium. Vysledky uvadi tabulka 13. Tabulka mimo jiné zobrazuje

vysledky testu specificity primert pouzitych pro prukaz tseku ITS rDNA rodu Fusarium.
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Tabulka 13 Amplifikace useku ITS a prikkaz Tri5 genu. Symbol v/ zna¢i pozitivni reakci, symbol X zna¢i
negativni reakci, zkratka nt.: netestovano.

ITS ITS
Pliseri (Ramana et al., 2011) (Bluhmetal., 2002)  Tri5 gen
F. culmorum CCM F-163 v v v
F. culmorum CCF-1839 4 4 X
F. culmorum CCF-1745 nt. v v
F. graminearum CCF-1626 v v v
F. graminearum CCM F-683 v v v
F. austroamericanum CCM 8244 v v v
F. poae CCM F-584 v v v
F. poae CCMF-169 v v v
F. sporotrichioides CCF-3212 v v v
F. sporotrichioides CCM F-352 v v v
F. equiseti CCF-1747 v v v
F. avenaceum CCM-8015 4 v X
Cladosporium spp. v X X
Alternaria spp. v X X
Penicillium purpurogenum CCM F-257 v X X
Trichothecium roseum CCM 352 X X X
Aspergillus brasiliensis CCM 8222 v X X
Trichoderma viridae CCM F-486 v X X
Mucor racemosus CCM 8190 v X X
Epicoccum nigrum CCM 1811 nt. X X
Eurotium repens nt. X X
Verticillium spp. nt. X X
Scopulariopsis brumptii CCF 3192 nt. X X

Na zaklad¢ vysledkti byla amplifikace Gseku ITS izolath provedena pomoci primeru
navrzeného autory Bluhm et al., (2002). Primer Its1/Its2 (Ramana et al., 2011) byl po ovéfeni
specificity pro dalsi analyzy vytazen z divodu amplifikace DNA plisni jinych rodu.

Vzhledem k tomu, zZe identifikace sbirkovych kmeni byla provedena pouze na zakladé
hodnoceni makroskopickych a mikroskopickych znakd, byla ovétovana jejich totoZznost pomoci
multiplex reakci, uvedenych diive. Na zaklad¢ vysledkl byla identifikace potvrzena u kmeni
F. graminearum CCM F-683, F. sporotrichioides CCM F-352, a F. poae CCM F-169. Pozitivni
reakci s primerem Fgl6F/R byla zaznamenana i u F. austroamericanum CCM 8244, nebot’
tento druh je clenem Fusarium graminearum species komplex (Boutigny et al., 2014). Velikost

produktu byla stejna jako v pfipadé obou sbirkovych kmenu F. graminearum (420 pb.).
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Identita nebyla potvrzena u kmene F. poae CCM F-584. Po vysetfeni mikroskopickych
znakll tohoto kmene bylo v preparatu po kultivaci na SNA pozorovano znacné mnozstvi
chlamydospor a in situ monofialidy a polyfyalidy, nékteré nesouci vienovité mikrokonidie (viz
obrazek 12). Tento druh fuzaria je dle Leslie a Summerell (2006) snadno zaménitelny s druhy
F. sporotrichioides nebo F. tricinctum, pficemz F. poae produkuje chlamydospory ziidka
a vytvari pouze monofialidy (Leslie a Summerell, 2006). S pfihlédnutim k témto informacim,
bylo F. poae CCM F-584 podrobeno identifikaci pomoci multiplex PCR (kapitola 3.3.2.),
pticemz doslo kamplifikaci jeho DNA s primerem specifickym pro identifikaci
F. sporotrichioides. Dany kmen tak byl na zaklad¢ svych makroskopickych a mikroskopickych

znakil pivodné chybné identifikovan a pomoci PCR reklasifikovan na F. sporotrichioides.

Obrazek 12 Mikroskopické znaky F. poae CCM F-584, reklasifikované na F. sporotrichioides.
Vlevo fialidy s mikrokonidiemi in situ na SNA. Vpravo chlamydospory v preparatu z SNA.
Zvétseni 40 x 10 (400x). (Foto autor).

Prvotni identifikace tohoto druhu na zékladé makroskopickych a mikroskopickych
znaki byla provedena v ramci ¢eské sbirky mikroorganismil pii Masarykove univerzité, Brno.
Dany kmen tak byl pod oznacenim F. poae CCM-584 jiz zakoupen.

Z celkovych 131 izolovanych kmenti ze vzorki je¢mene bylo 72 identifikovano stejnym
zpusobem jako sbirkové kmeny rodu Fusarium.

Pocet izolata (72), které byly analyzovany, vychazel ze dvou parametri. Nejprve byl
hodnocen makroskopicky a mikroskopicky vzhled kultur a souc¢asné bylo piihlédnuto, z jakého
konkrétniho vzorku byly ziskany. Jestlize bylo z jednoho vzorku izolovdno vétsi mnoZstvi
fuzarii, které byly dle svych znaki identické, byl vybran jeden zastupce, ktery byl ovéfovan
pomoci PCR. Ostatni byly predbézné vyhodnoceny jako totozné s danym ovéfovanym kmenem
(59). Jako v piedchozim piipadé¢ byla nejprve provedena amplifikace useku ITS spolu
s prikazem Tri5 genu. V piipadé pozitivni amplifikace ITS dle Bluhm et al., (2002) byla

nasledné provedena druhova identifikace jednotlivych izolata (viz tabulka 14). Ta byla
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primarné uskutecnéna pomoci optimélnich podminek druhové-specifickych multiplex PCR.

Jestlize DNA nebyla v tomto ptipadé amplifikovana, byl izolat oznacen jako Fusarium spp.

Tabulka 14 Vysledky identifikace suspektnich izolatd a prikaz Tri5 genu. Symbol v'zna¢i pozitivni reakci,

symbol X zna¢i negativni reakci a symbol ---- znamena izolat plisn¢ jiného rodu nez Fusarium.
Izolat ITS Tri5 gen Druhova identifikace

1 v v F. poae
2 v X F. avenaceum/tricinctum
3 v v F. poae
4 v X Fusarium spp.
5 v v F. poae
6 v v F. sporotrichioides
7 v v F. poae
8 v v F. sporotrichioides
9 v v F. poae
10 v X Fusarium spp.
11 v v F. langsethiae
12 v v F. poae
13 v X Fusarium spp.
14 v X F. avenaceum/tricinctum
15 v v F. poae
16 v v F. poae
17 v X F. avenaceum/tricinctum
18 v v F. poae
19 v X F. avenaceum/tricinctum
20 v X F. avenaceum/tricinctum
21 v v F. langsethiae
22 v v F. poae
23 v v F. langsethiae
24 v v F. sporotrichioides
25 v v F. poae
26 v v F. poae
27 v X F. avenaceum/tricinctum
28 v X F. avenaceum/tricinctum
29 v X F. avenaceum/tricinctum
30 v v F. poae
31 X X
32 v X F. avenaceum/tricinctum
33 v v F. poae
34 v X F. avenaceum/tricinctum
35 v X F. avenaceum/tricinctum
36 v X F. avenaceum/tricinctum
37 v v F. poae
38 v X F. avenaceum/tricinctum
39 v X Fusarium spp.
40 v v F. poae
41 v v F. poae
42 v X F. avenaceum/tricinctum
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Tabulka 14, pokracovani. Vysledky identifikace suspektnich izolatl a prikaz Tri5 genu. Symbol v'znaéi
pozitivni reakci,symbol X znaci negativni reakci a symbol ---- znamena izolat plisné jiného rodu nez
Fusarium.

Izolat ITS Tri5 gen Druhovi identifikace
43 v v F. poae
44 v X Fusarium spp.
45 v X F. avenaceum/tricinctum
46 v v F. langsethiae
47 v X Fusarium spp.
48 v v F. poae
49 v X F. avenaceum/tricinctum
50 X X
51 X X
52 X X
53 v v F. poae
54 v v F. poae
55 X X
56 v X F. avenaceum/tricinctum
57 v X F. avenaceum/tricinctum
58 v X F. avenaceum/tricinctum
59 v X F. avenaceum/tricinctum
60 v v F. poae
61 v v F. poae
62 v X F. avenaceum/tricinctum
63 v v F. poae
64 v X Fusarium spp.
65 v v F. poae
66 X X
67 X X
68 v X F. avenaceum/tricinctum
69 v X Fusarium spp.
70 v X Fusarium spp.
71 v X Fusarium spp.
72 X X

Jak uvadi tabulka 14, u nékterych izolat nebylo ITS amplifikovano. Jednalo se o ty
kmeny, u kterych nebylo mozné spravné vyhodnotit mikroskopické znaky, nebot’ u nékterych
z nich bylo v preparatu i po del§i dob¢ kultivace pozorovano pouze mycelium, coz je pro
zatazeni do rodu nedostacujicim kritériem. Vzhledem k tomu, ze metoda byla za pouziti
primeru navrzeného autory Bluhm et al., (2002) vyhodnocena jako specificka pouze pro
identifikaci plisni rodu Fusarium, mohly byt tyto izolaty spolehlivé vyhodnoceny jako plisné
jinych rodi, pficemz byly pro dalsi identifikaci vyfazeny.

U vsech izolovanych kment, které patii k vyznamnym producentiim trichothecenovych

mykotoxind (F. poae, F. sporotrichioides a F. langsethiae) byla prokazana ptitomnost
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Tri5 genu. Tento gen nebyl prokdzan ani u jednoho kmene identifikovanych jako
F. avenaceum/tricinctum nebo Fusarium spp.

Izolaty, primarné¢ ur¢ené jako F. avenaceum/tricincum, byly podrobeny dodate¢né
reakci umoziujici specifickou identifikaci v ramci genetického komplexu Fusarium tricinctum
species komplex (viz tabulka 15). VSechny vySetfované kultury tak byly na zaklad¢ amplifikace
s primerem Tril/Tri2 vyhodnoceny jako F. tricinctum, ¢emuz ve vétsing ptipadi nasvédéovalo
predem provedené mikroskopické vySetieni. Vyjimku tvofily izolaty 14 a 27, u kterych

mikroskopické znaky odpovidaly druhtm F. avenaceum nebo F. arthrosporioides.

Tabulka 15 Vysledky identifikace ¢lent F. tricinctum species komplex. Symbol v znaéi pozitivni reakci, symbol
X zna¢i negativni reakci.

Tzolat FaU-17F/FaU-17R Tril/Tri2
2
4
10
13
14
17
19
20
27
28
29
32
34
35
36
38
42
44
45
49
56
57
58
59
62
68
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Tabulka 15 mimo jiné uvadi izolaty (konkrétné Cisla 4, 10, 13 a 44), které z neznamych
pfi¢in nebyly identifikovany pomoci primeru FaU-17F/FaU-17R, ackoli byly pozdé&ji ureny
jako F. tricinctum. Divod, pro¢ byly dodate¢né testovany pomoci primeru Tril/Tri2 byly jejich
mikroskopické znaky, které odpovidaly popisu druhu F. tricinctum. Amplifikace s primerem
FaU-17F/FaU-17R nebyla opakovana, nebot’ izolat byl jiz specificky identifikovan pomoci

Tril/Tri2 a provedeni dalSich reakci bylo omezeno z ¢asovych duvodd.
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Produkt s primerem Tril/Tri2 byl zaznamenan i u izolatd 14 a 27, ackoli mikroskopické
znaky téchto kultur zcela neodpovidaji popisu F. tricinctum. Porovnani konidii uvadi obrazek
13. Podle ptedbéznych odhadi na zakladé vysetieni na CLA a SNA byly povazovany za druhy

F. avenaceum nebo F. arthrosporioides.

Obrazek 13 Mikroskopické znaky izolatd rodu Fusarium. 1: mikrokonidie
F. tricinctum in situ na SNA (izolat 2), 2: makrokonidie a mikrokonidie izolatu
14. Zvétseni 40x10 (400x). (Foto autor).

Zbyvajici kultury, u kterych byla zjisténa pozitivni reakce useku ITS rDNA, ale nebyly
identifikovany pomoci druhové-specifickych PCR, byly také podrobeny mikroskopickému
vySetieni. Na zakladé hodnoceni makroskopickych a mikroskopickych znakt byl u nekterych
proveden pokus o predbéznou druhovou identifikaci, respektive zatazeni izolatu do genetického
komplexu. Podle ptedbéznych odhadt jsou zbylé izolaty ¢leny Fusarium fujikuroi species

komplex a Fusarium equiseti species komplex.

3.5 Hodnoceni vzorki je¢mene z hlediska plisni rodu Fusarium

Z 27 analyzovanych vzorkd bylo 24 pozitivnich na pfitomnost plisni rodu Fusarium.
U vétSiny z nich byly identifikovany 2 druhy fuzarii, méné ¢asto jeden druh, z nékolika vzorkl
byly izolovany i 3 druhy a v jednom piipad¢ az 4 druhy plisni rodu Fusarium. Druhova
identifikace prokazala dominanci F. poae, které bylo ptitomno v 18 vzorcich, a F. tricinctum,
které bylo izolovano ze 14 vzorku. F. langsethiae bylo prokazano ve 4 a F. sporotrichioides ve
2 ruznych vzorcich. Ani jeden vzorek jeCmene nebyl pozitivni na pfitomnost F. graminerum.
Ze 3 vzorkil byly izolovany druhy, jejichZ identita nebyla v rdmci rozsahu této prace pomoci
PCR ovéfena, a proto zustaly oznaceny jako Fusarium spp. Shrnuti vyse uvedeného hodnoceni

je uvedeno v grafech 1 a 2 a dale v tabulce 16.
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Graf 2 Pocet izolovanych druhi plisni rodu Graf 1 Zastoupeni jednotlivych druhii izolovanych
Fusarium z jednoho vzorku je¢mene. z 27 vzorkl je¢mene.

Tabulka 16 mimo jiné obsahuje informace o koncentraci T-2 a HT-2 toxinu, které byly
stanoveny metodou ELISA ve Vyzkumném ustavu pivovarském a sladaiském v Brné. U vzorku
oznaceného Cislem 7 nebyla koncentrace téchto toxinil urCena, ackoli je¢ny slad ziskany
z tohoto vzorku byl pfi¢inou ptep€novani piva, coz nasvédéuje mozné piitomnosti fuzarii.
Nicméné, vyskyt téchto plisni nebyl po provedené izolaci zjistén, stejné jako ve vzorcich

oznacenych ¢isly 10 a 21.
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Tabulka 16 Druhova identifikace plisni rodu Fusarium v jednotlivych vzorcich je¢mene. Symbol ---- znagi vzorky,
ze kterych nebyly plisné rodu Fusarium izolovany.

> T-2+HT-2 toxin

Vzorek Identifikované druhy rodu Fusarium (no/kg)
1 F. poae; F. langsethiae; Fusarium spp. 322,3
2 F. tricinctum 944,2
3 F. poae 356,6
4 F. poae 2110
5 F. tricinctum; F poae 349,2
6 F. poae 3072,5
7 ——- —
8 F. tricinctum 252,2
9 Fusarium spp.; Fusarium spp. 1169,5
10 <10
11 F. poae; Fusarium spp. 312,3
12 F. sporotrichioides 2199
13 F. poae, F. tricinctum 1247,0
14 F. tricinctum 239,6
15 F. poae; F. tricinctum 3184
16 F. poae; F. tricinctum 277,7
17 F. poae; F. tricinctum 358,8
18 F. poae; F. tricinctum 14555
19 F. poae; F. tricinctum; F. langsethiae 324,5
20 F. poae; F. tricinctum 288,8
21 -—-- 2251
22 F. poae; Fusarium spp. 290,7
23 F. poae; F. tricinctum; F. langsethiae; F. sporotrichioides 288,8
24 F. poae; F. tricinctum 256,6
25 F. poae; F. tricinctum <10
26 F. poae <10
27 F. tricinctum; F. langsethiae 952,1

3.6 Optimalizace podminek HPLC/MS pro detekci mykotoxint
Pro optimalizaci podminek detekce byl z jednotlivych standardti mykotoxind pfipraven
modelovy vzorek, ve kterém koncentrace kazdého mykotoxinu dosahovala 2 ug/ml

v acetonitrilu. Ten byl prvotn€ pouzit pro ptimou infuzi analyti do hmotnostniho spektrometru
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scilem optimalizace specifickych prechodi (MRM) vcetné parametri deklasteracniho
potencialu (DP), kolizni energie (CE) a vystupniho potencialu kolizni cely (CXP). Nasledné
bylo pfistoupeno k optimalizaci podminek separace, respektive sloZzeni mobilni faze (MF). Jako
organické rozpoustédlo byl nejprve zvolen metanol a dale byl testovan ptidavek aditiv do vodné
slozky v podob¢ kyseliny mraven¢i a mravenéanu amonného. Pii pfidavku 0,1 % kyseliny
mraven¢i nedochazelo k dostate¢né ionizaci sledovanych mykotoxinti, a proto byl ptidan
mravenCan amonny v koncentraci 5 a 1 mM. Vyssi koncentrace mravenCanu amonného
zpusobovala potlaceni ionizace nékterych mykotoxini. Postupnym snizovanim jeho
koncentrace bylo zjisténo, Ze pro ionizaci analytl postac¢uje velmi malé mnozstvi (0,05 mM).
Separace mykotoxint za téchto podminek je uvedena na obrazku 14, kde je mozné pozorovat
nezadouci rozmyvani piku deoxynivalenolu, deoxynivalenol-3-glukosidu a caste¢né
i nivalenolu. Z tohoto divodu byl metanol nahrazen acetonitrilem. Separace probihajici za
téchto podminek pfi snimani zapornych iontil je uvedena na obrazku 15, separace pii snimani

kladnych iontli na obrazku 16.

1.15e7
E | NIV

110e7 { W@ DG
m DOX

HT-I toxm

10067 § g zon

9.00e6 o

3.00e6

T.00e6

BUZUSI|

6.00e6 7 ‘
5.00e6 7 |
4.00e6 3
3.00e6 o
200e6 o

1.00e6 o

0.00 . ’ f —— - ,\'-M

0.0 0.5 10 15 20 25 3.0 35 40 45 5.0 55 60 8.5
Cas [min]

Obréazek 14 HPLC/MS separace mykotoxini. Kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm,
2,7 um Castice); teplota kolony 30 °C; MF: 0,05 mM NH4COOH + 0,1 % HCOOH (A), metanol
(B). Nastiik 5 ul; skenovani ionta ESI", SIM.
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Obrazek 15 HPLC/MS separace mykotoxini. Kolona Ascentis Express C18

(150 x 3 mm, 2,7 um ¢astice); teplota kolony 30 °C; MF: 0,05 mM NH4COOH + 0,1 % HCOOH
(A), acetonitril (B). Nasttik 5 pl; skenovani ionttt ESI7, SIM.
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Obrazek 16 HPLC/MS separace mykotoxinti. Kolona Ascentis Express

C18 (150 x 3 mm, 2,7 um ¢astice); teplota kolony 30 °C; MF: 0,05 mM NH4COOH + 0,1 % HCOOH
(A), acetonitril (B). Nastiik 5 pl; skenovani ionti ESI*, SIM.
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V poslednim kroku optimalizace byla separace upravou gradientu zkracena zhruba
0 1 minutu. Separace za téchto podminek byla vyhodnocena jako optimalni pro dalsi analyzy

a je uvedena na obrazku 17.
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Obrazek 17 Finalni separace mykotoxind. Kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um
astice); teplota kolony 30 °C; MF: 0,05 mM NH4COOH + 0,1 % HCOOH (A), acetonitril
(B); Gradientova eluce: 15-100 % B za 3 min; nastfik 5 pl; skenovani iontd EST", SIM.

Dale byly optimalizovany MRM piechody pro sledovani mykotoxinl pii snimani
zapornych a kladnych iontt, nebot’ pomoci této metody je mozné dosahnout vysoké selektivity
a nizkych limith detekce analyzovanych latek. Z technickych a ¢asovych divodi se zcela
nepodafilo optimalizovat vSechny parametry specifickych ptechodl, protoze fragmentace
nékterych aduktt byla obtizna. Za pouziti hodnot DP, CE a CXP, ziskanych po piimé infuzi
analyti do hmotnostniho spektrometru byla ioniza¢ni Gi€innost analytl niz8i nez v ptipadé¢ SIM
moédu. Z tohoto diivodu bylo rozhodnuto, Ze dalsi analyzy budou provedeny pomoci SIM

ametoda bude vyuzita pouze pro detekci mykotoxind, docasné bez moznosti jejich
kvantifikace.
3.7 Analyza mykotoxini

Pro analyzu mykotoxinli, produkovanych plisnémi byly zvoleny kmeny F. poae
CCM-584, reklasifikované na F. sporotrichioides a F. graminearum CCF-1626. Kultivace byla
provedena pii idealnich podminkach ¢asu a teploty (viz kapitola 2.7.10.) publikovanych pro

kultivaci plisni za u¢elem produkce trichothecenovych mykotoxinid skupiny A, respektive B.
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Sledovan byl vliv rizného slozeni média na produkci, pfi¢emz piiblizné mnoztvi mykotoxini
bylo porovnavano pouze na zakladé vysky, respektive intenzity pika.

Dle o¢ekavani byla u kmene F. sporotrichioides zaznamenana pfitomnost T-2 a HT-2
toxinu. Nejvyssi a zaroven identicka intenzita pika T-2 toxinu byla zaznamenéna po kultivaci
ve sladinovém a bramborovém bujonu. Nizsi produkce bylo dosaZeno po kultivaci na ryzi.
V piipadé HT-2 toxinu bylo nejvyssi mnozstvi vyprodukovano ve sladinovém bujonu a na ryzi,
nejméné v bramboro-glukézovém bujonu. Po kultivaci na ryzi byla u tohoto kmene dodate¢né
zaznamenana piitomnost zearalenonu.

Kmen F. graminearum CCF-1626 produkoval deoxynivalenol snejvyssi intenzitou
piku po kultivaci v bramboro-glukézovém bujonu. Soucasné v tomto bujonu doslo k nejvyssi
produkci zearalenonu, ktery byl mimo jiné pifitomen v extraktu ziskaném z ryze, ale nikoli
v extraktu ze sladinového bujonu. Po kultivaci na ryzi byla zaznamenédna druhd nejvyssi
intenzita piku deoxynivalenolu, naopak jeho nejnizsi intenzita byla zaznamenana V piipadé
pouziti sladinového bujonu.

Vyse uvedené vysledky jsou shrnuty v tabulkach 17 a 18 a dale v grafech 3 a 4.

Tabulka 17 Intenzity piki mykotoxini po kultivaci F. sporotrichioides na riznych médiich.

Symbol ---- zna¢i neptitomnost mykotoxinu v daném médiu.
Mykotoxin Intenzita piku
PD bujon MALT bujon Ryze
HT-2 10,5E+06 7,00E+06 10,4E+06
T-2 10,8E+06 10,8E+06 10,5E+06
ZON - ---- 11,0E+06

Tabulka 18 Intenziti pikd mykotoxind po kultivaci F. graminearum CCF-1626 na rtiznych médiich.

Symbol ---- zna¢i nepfitomnost mykotoxinu v daném médiu.
Mykotoxin Intenzita piku
PD bujon MALT bujon RyzZe
DON 3,90E+06 6,60E+06 5,40E+06
ZON - 4,00E+06 1,15E+06
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Graf 3 Produkce mykotoxini kmene F. sporotrichioides Graf 4 Produkce mykotoxini kmene F. graminearum

na riznych médiich.
Kultivace 4 tydny, 15 °C.
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4 DISKUZE

4.1 lzolace plisni rodu Fusarium

Zpusob izolace fuzarii ze vzorki je¢mene zvoleny v této praci vychazel z pozadavku
Vyzkumného tstavu pivovarského a sladaiského v Brné pro stanoveni celkového poctu plisni.
Suspektni kolonie byly izolovany po stanoveni poctd, a to pfevazné z agaru DG18. Tento
zpusob ale komplikovala doprovodna mikrofléra. AZ po kultivaci na agaru MALT byly nékteré
izolaty vyhodnoceny jako plisné jinych rodi, jiné byly pro dalsi zpracovani vyfazeny az na
zaklad¢ posouzeni mikroskopickych znakii.

Dopliujici izolaéni zpusob v podobé kontaktni metody na PDA umoznil lepsi orientaci
v urcovani suspektnich kolonii rodu Fusarium. Vzhledem k tomu, Ze je PDA energeticky
bohatym médiem dochazelo ¢astéji k zfetelnéjSimu zbarveni jednotlivych kolonii. I presto se
v nékterych piipadech nepodafilo na prvni pokus izolovat ¢istou kulturu. Jednim z diivodt byla
absence inhibi¢nich latek zabranujici rustu doprovodné bakterialni mikroflory. Rust
ptitomnych bakterii byl inhibovan pouze z ¢asti, a to diky pouzitému dezinfekénimu ptipravku.
Izolat tak musel byt dodatecné kultivovan na agaru DRBC, pomoci kterého byl bakterialni rtst
inhibovan zcela, nicméné tim doslo k prodlouzeni doby izolace dané kultury ze vzorku.

Z dtivodu toho, ze kontaktni metoda byla pouzita pouze jako dopliujici zptsob k izolaci
zagaru DG18, byl pouzit nizky pocet vySetiovanych zrn (10 zrn/vzorek). Jestlize by tato
metoda izolace méla byt v budoucnu upfednostnéna, bylo by nutné pouzit reprezentativni
mnozstvi zrn, zpravidla 100 ks suspektnich obilnych zrn z jednoho vzorku (Beccari et al., 2016;
Boutigny et al., 2014). Zivné médium by navic mélo byt doplnéno o vhodné antibiotikum
inhibujici bakterialni rist, ptipadné o latku potlacujici rist rychle rostoucich vzdusnych plisni,
jako je napt. rod Mucor. Po vzoru prace Beccari et al., (2016) by pouzité PDA mohlo byt
obohaceno o Streptomycin sulfat a Dichloran (Beccari et al., 2016).

Ob& metody izolace Cistych Kkultur s naslednym krokem extrakce DNA za tcelem
druhové identifikace maji spole¢nou nevyhodu, a sice ¢asovou naroc¢nost, stejn¢ jako nutnost
analyzy velkého mnoZzstvi izolati. Vhodnym feSenim uspory ¢asu a financi se nabizi
optimalizace izolace fungalni DNA, kterd by namisto Cist¢tho mycelia mohla byt ziskdvana ze
surového vzorku obilovin, jako v publikacich autort Schoneberg et al., (2018); Sumikova
et al., (2017), Kulik (2008) nebo Demeke et al., (2005). Tento krok by vyrazné urychlil
ptedevsim druhovou identifikaci fuzarii pfi zpracovani vzorki obilovin ve velkém mnoZstvi.
Na druhou stranu je timto zplsobem ziskdna smésna DNA, kterou jiz nelze pouzit pro

charakterizaci jednotlivych plisni z hlediska schopnosti produkce mykotoxin.
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Autofi Schoneberg et al., (2018) ve své praci izolovali DNA rodu Fusarium ze vzorkt
ovsa za pouziti Kitu Nucleospin Plant® II, ktery byl pouzit i v této praci. Oproti zpracovani
mycelia byla u surového vzorku zvolena delsi doba inkubace za pisobeni vys$S§iho mnozstvi
lyza¢niho pufru a enzymu RNazy (Schoneberg et al., 2018). Pokud by bylo v budoucnu
pfistoupeno k tomuto kroku, tak by pravdépodobné nemuselo dojit ke zmén¢ izola¢niho kitu,
ale pouze k upravé podminek pfti zpracovani vzorkd.

Pti izolaci kolonii, respektive DNA je také dulezité zohlednit charakter rastu
jednotlivych druhti fuzarii, které mohou vyznamné ovlivnit vysledky druhové identifikace.
Kulik (2008) se ve své praci zabyval identifikaci vybranych druht rodu Fusarium se zamétenim
na F. tricinctum ve vzorcich pSenice. Po analyze DNA izolované piimo ze vzorkd pSenice
patficnymi pufry a roztoky bylo F. tricinctum prokazano v 11 piipadech ze 13, pficemz po
izolaci kultur a nésledné morfologické identifikaci byl tento druh prokdzan pouze ve 3 vzorcich.
Dle autora mize byt rust F. tricinctum inhibovan rychle rostoucimi druhy, jako je F. poae,
nasledkem ¢ehoz bylo pravdépodobné dosazeno rozdilnych vysledkt (Kulik, 2008).

Demeke et al. (2005) ve své praci porovnavali izolaci DNA z kultur ziskanych po
kultivaci kontaktni metodu na PDA spolu sizolaci DNA ze surového vzorku pomoci
extrakénich pufri. Za pouziti kontaktni metody byl vyskyt F. graminearum zaznamenan
v 35 vzorcich, zatimco po zpracovani surové smési obilovin byl vyskyt zjistén v 50 vzorcich
z 82 testovanych. Autofi tento vyznamny rozdil pfisuzuji pravdépodobné rustové kompetici
mezi izolaty, rozdilné Zivotaschopnosti pfitomnych plisni nebo moznému pulsobeni
desinfekéniho prosttedku, ktery mohl mimo jiné inhibovat riist tohoto druhu fuzaria (Demeke
et al., 2005).

Obdobny problém se tyka i F. langsethiae, jez muze byt z divodu omezené produkce
vzdu$ného mycelia a pomalého ristu inhibovano ostatnimi druhy, jako je F. poae nebo
F. culmorum. Jeho izolace je tak zatizena moznou chybou (Terzi et al., 2014; Imathiu et al.,
2013). Beccari et al., (2016) diskutuji své vysledky analyzy je¢mene s ohledem na nizky vyskyt
F. langsethiae také jako mozny vliv izolace, nebot” autofi pouzili kontaktni metodu izolace na
PDA (Beccari et al., 2016). Kmeny F. langsethiae, ziskané v nasi praci byly téméf vsech
ptipadech izolovany z DG18, kde vlivem nizké aktivity vody média dochazi k potlaceni
rychlého rozriistdni mycelia ostatnich plisni. Jeden kmen byl izolovan z PDA po pouziti
kontakni metody. Jednalo se o vzorek 27, kde byla vedle F. langsethiae zjisténa piitomnost

F. tricinctum. V tomto vzorku nebylo prokazano F. poae, které by mohlo jeho izolaci ovlivnit.
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4.2 Optimalizace podminek PCR

Zoptimalizovana multiplex PCR umozuje specifickou detekci plisni rodu Fusarium
vcetné toxinogennich kmend schopnych produkce trichothecenovych mykotoxinti, a to na
zaklad¢ pozitivniho prukazu Tri5 genu. Pro detekci plisni rodu Fusarium byl zvolen usek ITS
rDNA. Sbirkové kmeny, které byly pouzity pro optimalizaci podminek, stejné jako realné
izolaty poskytly o¢ekavany produkt reakce. Dle tvrzeni nékterych autorti mtize byt amplifikace
useku ITS vramci rodu Fusarium problematickd. Jedna se o kmeny F. avenaceum,
F. arthrosporioides, F. tricinctum, F. langsethiae nebo F. sporotrichioides (Nayaka et al.,
2011; Yli-Matilla et al., 2002). U vsech sbirkovych kment véetné izolati ze vzorka nebyly
V rdmci prace zaznamenany problémy s amplifikaci tohoto useku. Kmeny, identifikované jako
F. tricinctum, v nékterych piipadech poskytly, v porovnani s ostatnimi druhy, slabsi produkty
reakce. Nicmén¢ i za téchto okolnosti bylo mozné vyhodnotit pozitivni reakci a spravné tak
urcit, Ze se jedna o izolat plisné, patiici do rodu Fusarium.

Pro spolehlivé vyhodnoceni pozitivni reakce prikazu Tri5 genu bylo nutné
optimalizovat vzajemné koncentrace pouzitych primert. Jak uvadi Bluhm et al., (2002)
amplifikace sekvence ITS, ktera je v genomu pfitomna v mnoha kopiich komplikuje
amplifikaci genu, ptitomného pouze v jedné kopii (Bluhm et al., 2002), kterou v tomto piipadé
predstavuje Tri5 gen.

Metodu by bylo mozné rozsifit o prikaz genu fumb5, ktery je kliCovym genem
Vv biochemické syntéze fumonisint (Bluhm et al., 2002). Sekvence pro prukaz tohoto genu jiz
byla navrzena autory Bluhm et al., (2002). Primer byl navic pouzit za podobnych podminek
V porovnani s podminkami reakce uvedenych v této praci a poskytované produkty maji
dostate¢né rozdilné velikosti (Naef a Défago, 2006; Bluhm et al., 2002). Mohla by tak
byt vytvofena multiplexni metoda, poskytujici §irS§i spektrum informaci o jednotlivych
izolovanych kmenech, respektive o jejich schopnosti produkovat rizné typy mykotoxint. Tyto
informace mimo jiné pomahaji pti nasledné druhové identifikaci dané plisn€. U nezndmého
kmene s pozitivnim genem fum5 lIze predpokladat, ze se jedna o Clena Fusarium fujikuroi
species komplex, kam se mimo jiné fadi druhy F. proliferatum nebo F. verticillioides (Aoki
etal., 2014).

Po optimalizaci druhové-specifické PCR nebyl u pouzitého primeru Fa-U17F/R
pozorovan puvodné ocekdvany produkt reakce 345 pb., ale 1000 pb. Tento rozdil Ize
pravdépodobné vysvétlit tim, ze primer Fa-U17F/R (Turner et al., 1998) ma zcela identickou

sekvenci jako primer FaF/R (Doohan et al., 1998), s produktem o velikosti 920 pb. | pfes to
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velikost produktu zcela nesouhlasi. Tento rozdil by mohl byt zptisoben genetickou variabilitou
mezi kmeny. Napt. Yli-Matilla et al., 2018 uvadi u primeru JIAF/R specifického pro
identifikaci F. avenaceum produkt o velikosti 300 pb., ac¢koli autor, ktery primer navrhl (Turner
et al., 1998) uvadi produkt o velikosti 220 pb. (Yli-Matilla et al., 2018). Goertz et al. (2010) ve
své praci publikuji vysledek pro JIAF/R v rozmezi 220-300 pb. (Goertz et al., 2010). Je tedy
mozné, ze v piipadé¢ primeru Fa-UI7F/R je velikost ovlivnéna genetickou variabilitou
Fusarium tricinctum species komplex, kam se mimo jiné fadi i F. avenaceum.

Také v piipadé druhové identifikace se nabizi moznost rozsifeni metody. I z tohoto
diavodu byly pouzité primery rozdéleny do dvou skupin. Pro budouci vyuziti by mohla byt
metoda rozsifena o specifickou identifikaci druh F. culmorum nebo F. equiseti. Jiz v ramci
této prace probihal pokus o zavedeni specifické detekce uvedenych druhl, které se ale
nepodatilo realizovat. Pracovano bylo dle Nicholson et al. (2004), tak jako pfi identifikaci
ostatnich fuzarii. Déle bude potieba optimalizovat podminky pro specifickou detekci
F. avenaceum a F. acuminatum, nebot’ i ty se amplifikuji s primerem Fa-U17F/R (Naef
a Défago, 2006; Demeke et al., 2005), a navic jsou vzajemné morfologicky podobné (Leslie
a Summerell, 2006; Nelson et al., 1998). Oba druhy jsou ¢leny Fusarium tricinctum species
komplex a je tedy dilezité zvolit primer, ktery je spolehlivé odlisi. Piikladem je jiz vyse
zminény primer JiAF/R, specificky pro detekci F. avenaceum (Ylli-Matilla et al., 2004; Turner
et al., 1998) a FAC-F/R, jenz je specifickym pro detekci F. acuminatum (Demeke et al., 2005;
Williams et al., 2002).

Primer JiAF/R je sice specifickym pro F. avenaceum a dokaze odlisit geneticky uzce
piibuzné F. tricinctum, nicméné produkt o stejné velikosti poskytuje i S kmeny
F. arthrosporioides a F. anguioides (Yli-Matilla et al., 2018). Pro budouci analyzy je tieba
zvazit, do jaké miry bude identifikace jednotlivych plisni probihat. VSechny 3 kultury jsou
geneticky tizce ptibuzné, délené na 3 klastry ve spoleceném komplexu F. avenaceum. Podle
popisu, uvedeného Yli-Matilla et al., (2018) maji vSechny spole¢ny znak, a sice produkci
Stihlych, Casto péti septovanych makrokonidii. Lisi se ve schopnosti produkce mikrokonidii
a chlamydospor (Yli-Matilla et al., 2018). Pti zpracovani vétsiho mnozstvi vzorkt s cilem
identifikace riznych druhti fuzarii bude pravdépodobné dostacujici identifikace F. avenaceum
pomoci tohoto primeru. Jestlize by nékteré prace mély byt v budoucnu zaméieny na identifikaci
¢lentt Fusarium avenaceum komplex nabizi se vyuziti metody navrzené Yli-Matilla et al.,
(2004), podle které je mozné spolehlivé odlisit kmeny F. avenaceum a F. tricinctum vcetné
kment F. arthrosporioides (Yli-Matilla et al., 2004).
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4.3 ldentifikace plisni rodu Fusarium a ovéieni piitomnosti Tri5 genu

Vsechna fuzéria izolovana ze vzorki jeCmene a identifikovanid jako F. poae,
F. langsethiae nebo F. sporotrichioides, byla pozitivni na ptitomnost Tri5 genu. Demeke et al.
(2005) tento gen prokazali u 9 z 10 izolovanych kment F. poae a u 7 z 10 izolovanych kmenti
F. sporotrichioides. Vysledky jsou tedy téméf shodné s vysledky nasi prace. Autofi se ve své
studii nezabyvali identifikaci F. langsethiae, na druhou stranu byl Tri5 gen prokazan u nékolika
izolata F. graminearum, F. culmorum, F. equiseti a F. acuminatum. Kmeny byly ziskany ze
smési obilovin zahrnujici jeémen, pSenici a kukufici (Demeke et al., 2005). | to je v souladu
s vysledky ptedlozené prace, nebot’ u vétSiny testovanych sbirkovych kmeni téchto druht
fuzarii byl Tri5 gen rovnéZ prokazan. Ramana et al. (2011) ve své praci uvadi 15 z 85 blize
nespecifikovanych izolati plisni rodu Fusarium, u kterych byl prokazan Tri5 gen. U vSech
pozitivnich byla schopnost produkce trichothecenovych mykotoxind potvrzena na zédkladé¢
vysledkl z analyzy pomoci tenkovrstvé chromatografie. V tomto piipadé se jednalo o izolaty
ziskané ze vzorktl ryze (Ramana et al., 2011). Priyanka et al. (2015) analyzovaly 177 vzork,
které se skladaly z kukufice, ryZe a ¢iroku, pficemz pomoci PCR a prukazu Tri5 genu
detekovali toxinogenni plisn¢ rodu Fusarium v uvedenych vzorcich. Ty byly prokazany celkem
ve 23 vzorcich, z ¢ehoz vice neZ polovinu (17) tvotila kukufice (Priyanka et al. 2015).

Védecké prace z poslednich let se ¢astéji, nez prukazem Tri5 genu zabyvaji jeho expresi
(Han et al., 2018), nebo v ramci kment schopnych produkce trichothecenovych mykotoxint
sleduji jejich chemotyp (Covarelli et al., 2015). Prace zamétené predevsim na druhovou
identifikaci fuzarii izolovanych z obilovin vétSinou nesleduji schopnost jednotlivych kultur
produkovat mykotoxiny, ale jsou doplnény o informace tykajicich se detekce a kvantifikace
vybranych mykotoxini v daném vzorku (Beccari et al., 2018; Sumikova et al., 2017, Beccari
etal., 2016).

Jednim z vysledkd druhoveé-specifické identifikace v ramci nasi prace je reklasifikace
kmene F. poae na F. sporotrichioides. Reklasifikace druhii pomoci PCR byla zaznamenana
I v pracech jinych autorti. Yli-Matilla et al. (2004) uvadi rozdilné vysledky v porovnani
mikroskopické a genetické identifikace druhti F graminearum a F. culmorum, stejné jako druhi
F. tricinctum, F. poae a F. sporotrichioides (Yli-Matilla et al. 2004). Jedna se o druhy, které
jsou vzajemné snadno zaménitelné (Leslie a Sumerell, 2006). | F. langsethiae byvalo diive
casto identifikovano jako F. poae (Yli-Matilla et al., 2002), v nékterych piipadech jako
F. sporotrichioides (Imathiu et al., 2012).
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V praci byl jako pozitivni kontrola pro druhovou identifikaci F. avenaceum/tricinctum
pouzit izolat 27, ktery byl na zdklad¢ tvaru makrokonidii primarné¢ posouzen jako
F. avenaceum, respektive F. arthrosporioides. Nicméné, jak je uvedeno v tabulce 12, dany
izolat byl pozdéji identifikovan jako F. tricinctum, ac¢koli mikroskopické znaky neodpovidaji
popisu F. tricinctum. Podobné mikroskopické znaky a stejné vysledky identifikace byly
zaznamenany i u izolatu 14. Kulik (2008) ve své praci pomoci druhové-specifického primeru
reklasifikoval izolat F. acuminatum na F. tricinctum a uvadi, Ze n¢které kmeny F. tricinctum
jsou morfologicky podobné pravé k F. acuminatum. F. acuminatum je mimo jiné morfolgicky
podobné k F. avenaceum (Leslie a Summerell, 2006). Dal$im reklasifikovanym izolatem bylo
F. nurragi, celym nazvem Fusarium avenaceum subspecies nurragi (Kulik et al., 2008). Ackoli
se jedna o poddruh F. avenaceum, mohou byt vzajemné snadno odliSeny (Leslie a Summerell,
2006). Dodate¢nou sekvenaci DNA, ktera byla autorem provedena, byla u F. nurragi zjisténa
99% shoda s druhem F. tricinctum (Kulik, 2008).

Uvedené informace, tykajicich se ¢lenti Fusarium tricinctum species komplex, ukazuji,
ze identifikace jednotlivych druhii v ramci tohoto komplexu neni jednoducha. Dalsi prace by
mohly byt izce zaméteny na morfologickou, ptipadné genetickou diverzitu téchto druhd. Studie
tohoto typu by ale pravdépodobné musely byt provedeny s pomoci sekvenace DNA, ktera je
pomérné finanéné narocna.

4.4 Hodnoceni vzorki je¢mene z hlediska vyskytu plisni rodu Fusarium

Porovnavani hodnoceni vzorkd obilovin ve vztahu k vyskytu plisni rodu Fusarium je
zavislé na fad¢ faktorti. Jak bylo jiz uvedeno dfive, vyskyt jednotlivych druhi je siln¢ ovlivnén
zejména klimatickymi podminkami prostfedi, dale pouZitou odriidou, ptfedplodinou nebo
aplikaci ochrannych prostredki (Wenda-Piesik et al., 2017; Terzi et al., 2014). Nize uvedené
odstavce uvadi prace autort, ktefi se zabyvali podobnou tématikou. Ze studii vyplyva, ze na
tizemi Ceské republiky, ale i na jinych mistech Evropy je s ohledem na rok péstovani dané
obiloviny, hlaseno rozdilné zastoupeni fuzarii. Vzorky je¢mene analyzované v této praci byly
sklizeny v roce 2018. Jednalo se o rizné odridy je¢émene jarniho.

Na zakladé vysledki byla vyhodnocena dominance F. poae, coz je v souladu
s neékterymi dalSimi studiemi. Bezdekova et al., (2016) se ve své praci zabyvali vyskytem
fuzérii ve sladovnickém je¢meni S ohledem na lokalitu, rok pésténi a oSetfeni fungicidy.
Nejcastéji izolovanym druhem bylo F. poae. Dal§imi detekovanymi druhy byly
F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum a F. tricinctum, pficemz v zavislosti na lokalité

se F. poae ve vzorcich vyskytovalo nejvice spolu sF. graminearum (Zabéice) nebo
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s F. culmorum (Krométiz). Podle autort bylo F. tricinctum izolovano pouze v jednom piipade¢,
a tedy pravdépodobné neni nebezpecnym patogenem pro je¢men (Bezd€kova et al., 2016). To
neni v souladu s vysledky ptedlozené prace, nebot’ v naSem piipadé bylo F. tricinctum druhym
necastéji izolovanym druhem, ihned za F. poae.

Na uzemi Ceské republiky je ¢ast&ji vyskyt fuzarii sledovan ve vzorcich psenice nez
jeémene. Nicméné, i v tomto ptipadé je od roku 2012 dominantnim druhem F. poae, které
v tomto roce dosahlo vys§iho zastoupeni oproti F. graminearum (Sumikova et al., 2017). Ve
vzorcich, které dosahovaly nejvyssich koncentraci mykotoxini enniantinti a beauvericinu bylo
F. poae Casto detekovano ve smési s F. avenaceum. Autofi ve své praci nesleduji vyskyt
F. tricinctum, F. sporotrichioides bylo detekovano pouze ojedinéle v roce 2014 a F. langsethiae
bylo zaznamenano ptedevs§im v roce 2015 (Sumikova et al., 2017). Je dilezité zminit, ze autofi
prace pouzili primer FaF/R (Doohan et al., 1998) za ucelem specifické identifikace
F. avenaceum. Jak jiz bylo uvedeno dfive, tento primer neodlisi druhy F. avenaceum,
F. tricinctum a F. acuminatum (Demeke et al., 2005; Turner et al., 1998). Vysledky uvadéjici
zastoupeni F. avenaceum tak mohou byt, dle nasich vysledki identifikace, nadhodnoceny.
Chrpova et al. (2016) uvadéji jednozna¢nou dominanci F. poae ve vzorcich psenice v roce 2012
a 2013, pricemz jest¢ vroce 2011 bylo dominantnim druhem F. graminearum.
F. sporotrichioides bylo detekovano pouze ojedinéle a F. langsethiae pouze v jednom
z 270 vySetfovanych vzorki. V praci neni zminén vyskyt F. tricinctum, pfi¢emz identifikace
F. avenaceum byla jako v pfedchozim piipadé uskute¢néna pomoci primeru FaF/R (Chrpova
etal., 2016). Skutec¢nost, Ze na nasem uzemi doslo za posledni roky k dominanci F. poae
souvisi s tim, Ze jsou tato obdobi charakterizovdna pocasim, které neni vhodné pro vyskyt
a siteni F. graminearum (Sumikova et al., 2017; Chrpova et al., 2016).

Ani v publikacich dostupnych z jinych zemi neni zaznamenano vyznamné zastoupeni
druhu F. tricinctum. Beccari et al., (2018) ve svych vzorcich sladovnického jeémene v obdobi
2013-2014 detekovali ptedevsim F. poae (37 % vzorkl), F. avenaceum (23 %)
a F. graminearum (22 %). F. tricinctum bylo pfitomno pouze v 7 %. Ve vétsing vzorka (58 %)
byl prokazan pouze jeden druh, ve 36 % 2 rizné druhy, z ¢ehoz 6 % tvorila smés F. poae
s F. tricinctum (Beccari et al., 2018). V nasi praci byla smés 2 druhid prokazana ve 13 vzorcich
a v€tSina z nich (9) piedstavovala smés F. poae a F. tricinctum.

V té samé lokalité, ale v obdobi 2012-2013 Beccari et al., (2016) uvadi dominanci
F. avenaceum (63 %), dale ptitomnost F. graminearum (19 %), nacez nasledovalo F. poae
pouze V5% zastoupeni. Mimo jiné bylo detekovano F. sporotrichioides (4 %)

a ojedin¢le F. langsethiae (1 %). F. tricinctum nebylo identifikovano ani v jednom piipadé. Ze
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vzorku byl vétsinou izolovan pouze jeden druh fuzaria (60 %), mén¢ Casto dva druhy (37 %)
(Beccari et al., 2016). Xue et al., (2019), ktefi se zabyvali sledovanim vyskytu plisni rodu
Fusarium v riznych obilovinach po dobu 17 let, uvadi dominanci druhu F. poae
(42% zastoupeni vzhledem k ostatnim druhiim) a F. graminearum (40% zastoupeni). 4-9 %
tvorily druhy F. avenaceum, F. sporotrichioides a F. equiseti. F. tricinctum tvofilo pouze 1 %
ze vSech izolovanych fuzarii a F. langsethiae nebylo izolovano ani v jednom piipadé. Je
dalezit¢ zminit, Ze identifikace fuzarii byla provedena pouze na zdkladé hodnoceni
makroskopickych a mikroskopickych znakt a izolace byla uskute¢néna kontaktni metodou na
PDA (Xue et al., 2019).

Zvysené zastoupeni druhu F. tricinctum ve vzorcich sladovnického je¢mene bylo
zaznamenano Beccari et al., (2017) v experimentu zkoumajiciho vliv teploty béhem celého
ro¢niho obdobi na vyskyt fuzarioz klasi je¢émene béhem let 2011-2013. K dominanci
F. tricinctum oproti ostatnim fuzarii doslo v roce 2012, ktery se podle autord oproti ostatnim
roklim vyznacoval delS§im poctem dni, kdy teploty béhem zimniho obdobi dosahovaly pod bod
mrazu. Navic bylo piedeslé letni obdobi charakterizovano nizkym poctem dni, kdy teploty
dosahovaly teplot vrozmezi 30-35 °C. F. poae bylo naopak vtomto roce zastoupeno
byl charakterizovan vysokymi teplotami béhem kveteni s nizkym poctem srazek. Zima byla
mirna, pficemz piedeslé 1éto bylo hodnoceno jako nadprimérné, teploty se po mnoho dni
pohybovaly v rozmezi 30-35 °C. F. tricinctum nebylo v tomto roce ve vzorcich pfitomno
(Beccari et al., 2017).

Z vysledki vySe uvedené studie se zda byt patrné, ze F. poae a F. tricinctum pro
napadeni jeCmene vyZaduji rozdilné teploty nejen béhem kveteni, ale i v zim¢, kterd je
dilezitym obdobi pro prezimovani plisni. Vysledky nasi prace nejsou v souladu s timto
zavérem, nebot’ v tomto pripadé byla téméf polovina vzorku (11 z 27) napadena F. poae
a F. tricinctum soucasné.

Z dostupnych informaci o zastoupeni T-2 a HT-2 toxinu lze ptedpovidat, v jakych
vzorcich jsou pravdépodobné ptitomny F. langsethiae nebo F. sporotrichioides, nebot’ tyto
druhy jsou v Evropé povazovany za hlavni producenty téchto mykotoxini (Sumikova et al.,
2017). Na druhou stranu, autofi Nazari et al., (2019) uvadi nepiimy vztah mezi mnozstvim
DNA F. langsethiae a obsahem T-2 a HT-2 toxinu ve vzorcich psenice, ac¢koli v pracech jinych

autorti byla mezi t€émito parametry zaznamenana silnd korelace. Pfimy vztah byl naopak
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zaznamenan mezi koncentraci téchto toxind a mnozstvim DNA F. sporotrichioides (Nazari
etal., 2019).

Vysledky nasi prace, respektive identifikované druhy fuzarii, se ve vétSiné piipada
neshoduji s uvedenym obsahem toxint, zjiSténych metodou ELISA. Ve vzorcich se tfemi
nejvyssimi  koncentracemi T-2 a HT-2 toxinat (3072,5 pg/kg, 14555 upg/kg
a 1169,5 pg/kg) byly zjistény pouze druhy, které nejsou jejich produkce schopné. Jedna se
o F. poae, F.tricinctum a dva blize nespecifikované druhy, oznacené jako Fusarium spp.,
u kterych nebyl prokazan Tri5 gen. F. poae je nékterymi autory oznacované za producenta
tohoto typu mykotoxini. Nicméng, jak vyplyva z nékterych studii, kmeny F. poae postradaji
geny, klicové pro jejich syntézu. Proto je syntéza trichotheceni typu A u tohoto druhu
zakonc¢ena produkty diacetooxyscirpenolu a neosolaniolu (Nazari et al., 2019; Vanheule et al.,
2017). Edwards et al., (2009) uvadi, Ze pouze nékteré izolaty F. poae jsou schopné produkce
T-2 a HT-2 toxina v nizké koncentraci (Edwards et al., 2009).

Neni jasné, pro¢ ze vzorkil s vysokym obsahem T-2 a HT-2 toxind nebyly izolovany
druhy F. langsethiae nebo F. sporotrichioides. Jedno z moznych vysvétleni se tyka
problematiky izolace, ktera byla diskutovana v kapitole 4.1. Ta postihuje piedevsim
F. langsethiae, nicméné muze mit vliv i na vyskyt jinych druhti fuzarii. Proto by v ramci dalsich
praci mél byt vyuzit vySe uvedeny nazor a fungalni DNA by méla byt extrahovéana pfimo ze
vzorku je¢mene. Navic, F. sporotrichioides je schopné nékolikanasobné vyssi produkce T-2
a HT-2 toxint v porovnani s F. langsethiae (Nazari et al., 2019; Nazari et al., 2014). Je tedy
mozné, ze ve vzorcich stoji za produkci téchto toxind pravé F. sporotrichioides, které se
nepodafilo vyizolovat. Jeho vyskyt byl zaznamenan pouze ve 2 piipadech, (s koncentracemi
toxini 219,9 ug/kg a 288,8 ug/kg) a je v souladu s ostatnimi pracemi, které uvadi pomérné
nizkou ptitomnost F. sporotrichioides ve vzorcich jeémene (Beccari et al., 2018; Beccari et al.,
2016).

Ve vzorku €. 7, u kterého bylo zjisténo piepénovani piva, nebyl vyskyt plisni rodu
Fusarium potvrzen. lzolace byla provedena roztérem i kontaktni metodou, pfi¢emz v obou
ptipadech byla zaznamenana pouze pfitomnost plisni rodu Mucor a Aspergillus. | v tomto

pfipad¢, by méla byt analyza opakovana s DNA, izolované ptimo ze vzorku.

4.5 Optimalizace podminek HPLC/MS pro detekci mykotoxinu
V ramci predloZzené prace se podafilo optimalizovat podminky detekce mykotoxint
deoxynivalenolu, deoxynivalenol-3-glukosidu, nivalenolu, T-2 a HT-2 toxint a zearalenonu.

Optimalizace podminek spocivala ptredevSim V Gpravé sloZeni a gradientu mobilni faze.
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Monitorovani latek probihalo jak pfi snimani kladnych, tak i zapornych ionti. U vétSiny analytt
byla zaznamenana vyssi odezva v rezimu snimani zapornych iontt, kde dochazelo k tvorbé
aduktovych iontu S mravencanem. Pouze ionizace T-2 toxinu byla efektivnéjsi pfi snimani
kladnych iontti. V ramci optimalizace sloZeni mobilni faze bylo zjisténo, ze pouzity mravencan
amonny je efektivni pouze pfi koncentraci 0,5 mM. Vys$si mnozstvi mélo za nasledek snizeni
ucinosti ionizace analyzovanych latek.

I pfesto, ze byla provedena pfima infuze analytt do hmotnostniho spektrometru s cilem
optimalizace MRM piechodt pro kvantitativni analyzu mykotoxinti, nepodatilo se dosdhnout
potiebné citlivosti z diivodu nesnadné fragmentace sledovanych adukti. Zaméteni budoucich
praci by se tedy mohlo tykat této problematiky. Pro podporu fragmentace analytti by mohla byt
vyzkouSena zdména ptidavaného pufru do mobilni faze za octan amonny, tak jak bylo zvoleno
autory Sumikova et al., (2017) nebo Kai et al., (2016), pti¢emz jeho koncentrace v mobilni fazi

dosahovala 5 mM, respektive 10 mM.

4.6 Analyza mykotoxini

Pro sledovani produkce vybranych trichothecenovych mykotoxinl a zearalenonu byla
zvolena kultiva¢ni média s odliSnym slozenim. Vybrané kmeny plisni F. sporotrichioides
a F. graminearum reprezentovaly zastupce producenti trichothecend typu A, respektive B.

Z technickych a ¢asovych divoda se nepodafilo optimalizovat metodu kvantifikace
sledovanych analyti,, a proto bylo jejich mnozstvi vyjadfeno pouze na zakladé odecteni
intenzity pikd. Pro budouci prace se zaméfenim na sledovani faktori ovliviiujicich produkci
mykotoxind bude nejprve nutné dokoncit optimalizaci metody.

Vyznamny vliv pouZitého kultivatniho média na produkci mytoxinl byl
u F. sporotrichioides zaznamenan V pfipadé HT-2 toxinu. Zatimco po kultivaci na ryzi
a sladinovém bujonu bylo dosazeno stejné intenzity pikl, po kultivaci v PD bujonu jeho
intenzita poklesla. Autoti Shi et al., (2017) se ve své praci zabyvali vlivem kultiva¢niho média
na produkci trichothecenovych mykotoxini pii pouzti PDA, ryze a kukufice. Studie byla
zamétena na sledovani procentualniho zastoupeni jednotlivych trichothecenti v ramcei skupiny
A a B pfi teploté kultivace 25 °C po dobu 21 dni (Shi et al., 2017). V naSem ptipad¢é byla
kultivace provedena pii 15 °C po dobu 4 tydnd. V piipadé trichothecenti skupiny A obecné
dochazelo k nejvyssi produkei na kukufici, dale na ryzi a nejméné na PDA (Shi et al., 2017).
Tyto vysledky jsou ¢astééné v souladu s vysledky zjisténymi v ramci nasi prace, nebot’ po

kultivaci plisn¢ v PD bujonu byl zaznamenan pokles intenzity piku HT-2 toxinu.
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V piipadé deoxynivalenolu dochazelo u F. graminearum K nejvyssi produkci na ryzi,
dale na kukufici a nejméné na PDA. Na ryzi bylo mimo jiné dosazeno nejvyssi koncentrace
zearalenonu, produkovaného kmenem F. culmorum a F. graminearum pii 25 °C (Shi et al.,
2017). To neni v souladu s naSim zjisténim, protoze v PD bujonu doslo k nejvyssi produkci
obou vyse uvedenych mykotoxini, pficemz na ryzi doslo k vyrazné nizsi produkci zearalenonu
V porovnani s PD bujonem.

Pon¢kud prekvapujicim vysledkem je pfitomnost zearalenonu po kultivaci
F. sporotrichioides na ryzi. Pik v tomto piipadé dosahl nejvyssi intenzity v porovnani s piky
reprezentujici T-2 a HT-2 toxin. Dle Leslie a Summerell (2006) jsou kmeny F. sporotrichioides
schopné syntézy zearalenonu, ale tento druh je uvadén jako jeden z hlavnich producenti
T-2 a HT-2 toxinu (Beccari et al., 2018; Sumikova et al., 2017; Nazari et al., 2016).

VétSina védeckych praci, zabyvajici se vlivem vnéjSich faktori (teplota a aktivita vody)
na produkci mykotoxinid, vyuziva kultivaci fuzarii na ryzi nebo zrn obili. Ryze je Casto
vyuzivana pro zjisténi chemotypu daného druhu plisné (Covarelli et al. 2015; Alvarez et al.,
2009). Kokonnen et al., (2010) uvadi, ze pouzita obilna zrna simuluji pfirozené prostiedi plisni
rodu Fusarium, a je tedy mozné v zavislosti na riznych vné&jsich podminkach lépe piedpovidat
produkci mykotoxind po napadeni rostliny (Kokonnen et al., 2010). Nicméné pouziti tekutého
bujonu umoznuje lepsi kontrolu a ptipadnou zménu obsahu jednotlivych slozek (Vanheule
etal., 2017). Volba kultivaéniho média pro budouci hodnoceni vnéjsich vlivi bude zavisla na

tom, jaké parametry budou v ramci prace sledovany.
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5 ZAVER

Prace predstavila optimalni podminky multiplexni ,,Touchdown* PCR pro specifickou
identifikaci toxinogennich plisni rodu Fusarium izolovanych zjecmene. ldentifikace je
zalozena na amplifikaci Gseku ITS ribozomalni DNA a prikazu Tri5 genu, ktery je prvnim
genem biochemické syntézy trichothecenovych mykotoxinti. V ramci druhové-specifické
identifikace doslo k optimalizaci multiplexnich ,,Touchdown* PCR metod, umoznujicich
detekci né€kolika vyznamnych fytopatogennich druhti rodu Fusarium, konkrétné cleny
F. tricinctum species komplex, F. graminearum, F. sporotrichioides, F. poae a F. langsethiae.
Dodate¢né byla optimalizovana samostatna tradicni PCR metoda pro specifickou detekci
F. tricinctum. Druhova identifikace byla provedena vcéetné¢ sledovani makroskopickych
a mikroskopickych znakl jednotlivych kultrur, nebot’ se oba zptsoby identifikace vzajemné
vhodné dopliuji. Pravé diky mikroskopickym znaktim byly identifikovany druhy, které mohly
byt vyuzity jako pozitivni kontroly v PCR pro dal$i analyzy. Na druhou stranu, pomoci PCR
doslo k reklasifikaci kmene F. sporotrichioides, ktery byl prvotné povazovan za kmen F. poae.

V analyzovanych vzorcich jeCmene byla zjisténa dominance druhu F. poae, ktera byla
v poslednich letech zaznamenéna i v pracech jinych autord, véetné studii provadénych v Ceské
republice. Druhym nejcastéji identifikovanym druhem bylo F. tricinctum, jehoz frekvence
vyskytu je v rozporu s obdobnymi pracemi z poslednich let. Dal§imi, méné Casto pfitomnymi
plisnémi rodu Fusarium, bylo F. langsethiae a F. sporotrichioides. U vSech izolovanych kment
F. poae, F. sporotrichioides a F. langsethiae byl prokazan Tri5 gen.

Jednim zcild prace byl pokus o zavedeni metody detekce a kvantifikace
trichothecenovych mykotoxinii pomoci HPLC/MS. Z technickych a ¢asovych divoda bylo
dosazeno pouze moznosti detekce vybranych trichothecent. Jejich kvantifikace zdstava

predmétem zajmu budoucich praci.
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Piiloha A Rostliny Hvozdik karafiat (Dianthus caryophillus). 1: Vzeslé semenacky, 2: Rostlinky po prvnim
presazeni, 3: Rostlinky pied prvnim stfihem listl (pfiblizné stafi 5 mésict).

94



Pifloha B Makroskopické znaky plisni rodu Fusarium na raznych kultivaénich médiich.

Fusarium culmorum CCM F-163. Kultivace: PDA 10 dni, SNA a CLA 14 dni, laboratorni teplota, okenni parapet.
Vlevo lic, vpraco rub kolonie. (Foto autor).
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Fusarium avenaceum CCM F-8015. Kultivace: PDA 10 dni, SNA a CLA 14 dni, laboratorni teplota, okenni
parapet. Vlevo lic, vpraco rub kolonie. (Foto autor).
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Fusarium graminearum CCF-1626. Kultivace: PDA 10 dni, SNA a CLA 14 dni, laboratorni teplota, okenni

parapet. Vlevo lic, vpraco rub kolonie. (Foto autor).
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Fusarium graminearum CCM F-683. Kultivace 14 dni, laboratorni teplota, okenni parapet. Vlevo lic, vpraco rub

kolonie. (Foto autor).

98




Fusarium poae CCM F-584, reklasifikované na F. sporotrichioides. Kultivace: PDA 10 dni, SNA a CLA 14 dni,

laboratorni teplota, okenni parapet. Vlevo lic, vpraco rub kolonie. (Foto autor).
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Fusarium equiseti CCF-1747. Kultivace 14 dni, laboratorni teplota, okenni parapet. Vlevo lic, vpraco rub kolonie.

(Foto autor).




Fusarium langsethiae (izolat 21). Kultivace 14 dni, laboratorni teplota, okenni parapet. Vlevo lic, vpraco rub
kolonie. (Foto autor).
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Fusarium poae (izolat 1). Kultivace 14 dni, laboratorni teplota, okenni parapet. Vlevo lic, vpraco rub kolonie.

(Foto autor).

102



Fusarium tricinctum (izolat 2). Kultivace 13 dni, laboratorni teplota, okenni parapet. Vlevo lic, vpraco rub
kolonie. (Foto autor).
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Fusarium tricinctum (izolat 14). Kultivace 13 dni, laboratorni teplota, okenni parapet. Vlevo lic, vpravo rub
kolonie. (Foto autor).
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Pifloha C Mikroskopické znaky vybranych plisni rodu Fusarium. Doba kultivace se pohybovala v rozmezi
2-4 tydni na okennim parapetu pii laboratorni teploté. VSechny byly mikroskopovany se zvéSenim
40 x 10 (400x) (Foto autor).

7 + 8

1: makrokonidie F. avenaceum CCM-8015 v preparatu z CLA; 2: makrokonidie F. culmorum CCF-1839 in situ
na CLA; 3: makrokonidie F. culmorum CCF-1839 v preparatu z CLA; 4: fialidy s mikrokonidiemi F. poae
CCM F-584 pomoci PCR reklasifikované na F. sporotrichioides in situ na SNA; 5: makrokonide F. equiseti
CCF-1747 v preparatu z CLA; 6: fialidy s mikrokonidiemi in situ F. poae (izolat 1); 7: chlamydospory
a makrokonidie F. equiseti CCF-1747; 8: mikrokonidie F. poae CCM F-169 v preparatu z SNA.
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9: mikrokonidie F. tricinctum (izolat 2) in situ na SNA,; 10: mikrokonidie F. tricinctum (izolat 14) in situ na SNA,;
11, 12: monofialidy a polyfialidy s mikrokonidiemi izolatu 64. Pravdépodobné se jedna o druh F. subglutinans,
¢len Fusarium fujikuroi species komplex.; 13, 14 mikrokonidie izolatu 39 in situ na SNA. Pravdépodobné se jedna
o druh F. verticillioides, ¢len Fusarium fujikuroi species komplex.




15: monofialidy s mikrokonidiemi F. langsethiae (izolat 21) v preparatu z SNA; 16: makrokonidie
F. graminearum CCM F-683 v preparatu z CLA; 17: chlamydospory F. sporotrichioides CCF-3212 v preparatu
z SNA,; 18: mikrokonidie F. sporotrichioides CCF-3212 v preparatu z SNA.
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Piiloha D Vyjadfeni celkovych poétii plisni dle eské technické normy CSN ISO 21527-2. Barevné oznagené podty
kolonii ptedstavuji kolonie zahrnuté do vyjadieni vysledkid v podobé kolonie tvoficich jednotky (KTJ)/g.

Pocty kolonii plisni DG18

Vzorek aw (25 °C) . KTJ/g
I1. Fedéni II1. Redéni

1 0,495 0,488 11 14 2 2 1,3E+03
2 0,449 0,454 8 2 0 0 5,0E+02

3 0,494 0,487 o @ 1
A 0470 0476 0 0 0 0 <1,0E+02
5 0481 0,480 9 12 3 2 1,1E+03

6 0471 0,468 4+ N o 0
7 0523 0,524 3 2 1 1 <1,0E+02
- 0,508 0,505 1 0 1 0 <1,0E+02
0516 0,514 2 0 0 0 <1,0E+02
10 0566 0,567 0 0 1 0 <1,0E+02
D 0464 0461 1 0 1 0 <1,0E+02
12 0,466 0471 1 1 0 0 <1,0E+02
I 0548 0,549 2 7 0 0 7.0E+02
14 0452 0,446 8 3 0 0 3,0E+02
15 0543 0,537 3 6 2 0 6,0E+02
16 0533 0,532 5 2 1 0 2,0E+02
B 0494 0494 0 0 0 0 <1,0E+02
18 0,462 0,465 17 13 2 1 1,5E+03
19 0564 0,566 5 7 0 0 6,0E+02
20 0532 0,528 36 30 8 8 3,7E+03

21 0539 0,543 - 3 0 0

22 0472 0472 3 1 0
23 0559 0,555 30 33 8 8 3,6E+03
24 0,544 0,548 7 7 5 0 6,3E+02
25 0,449 0,453 26 18 2 0 2,2E+03
26 0550 0,548 8 3 1 1 8,0E+02
27 0489 0489 7 10 1 13 1,4E+03

Pocet N plisni (vyjadieni standardnich po¢ti)
Odhad poétt Ne plisni (vyjadieni nizkych pocth)

Pocet N’ plisni (zvlastni ptipad, kdy je pro vypocet k dispozici jedna miska, ktera
obsahuje vice nez 10 kolonii, ale méné nez 150)

- Fuzaria byla dodate¢né vyizolovana kli¢enim na PDA
Fuzéria nebyla vyizolovéana
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