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1. Izolace mikroskopickvch hub — metoda primého vvsevu

Material: koieni, bylinné caje
Pomucky: pinzeta, kultiva¢ni médium (MA2% — Malt Extrakt Agar s chloramfenikolem, DRBC), termostat na 25 °C
Pracovni postup:

1. Vzorek rovnomérné rozprostieme po povrchu kultivaéniho média.

2. Kultivujeme ve tmé, pii teploté 25 °C po dobu 7 dni.

3. Mikroskopovani, identifikace

Ukoly:
Provedte rodovou ¢i druhovou identifikaci izolatii.

2. Izolace a kvantifikace pudni mykoflory redici metodou

Princip: Pidni vzorek ur¢itého objemu roztiepeme ve standardnim objemu sterilni vody a dale fedime. V nékolika fedénich vysévame na misky s agarovou
padou. Metoda vychazi ze zakladniho empiricky ovéfeného predpokladu, Ze z 1 Zivotaschopné buiiky vyrista 1 kolonie. Zivotaschopné buiiky vytvateji na
agarovém Zivném mediu viditelné makroskopické kolonie. V piipad€ izolace a kvantifikace ptidni mykofléry se pouZiva napf. pidni agar s glukosou a
bengalskou cerveni, kterd ma antibakterialni ucinek a snizuje rychlost ristu hub.

Material: pida
Pomiicky: zkumavky se sterilni vodou, $pi¢ky, automatické pipety, kultivaéni médium (SEA - Soil Extract Agar - Pudni agar s glukosou a bengalskou ¢erveni),
L-klicka, tfepacka, termostat.

Pracovni postup:

1. Pripravime vychozi suspenzi vzorku v 9 nasobku sterilni dest. vody. Homogenizujeme ru¢n¢ nebo na ttepacce 10 — 20 min.

2. Pomoci pipety z vychozi suspenze pieneseme 1 ml do zkumavky s 9 ml ster. destilované vody. Dobie promichame! Tento postup opakujeme az
k dosazeni fed&ni 107,

3. Ziedéni 10 107 a 10® vykapneme pomoci pipety 100 pl na povrch pevného média (obr. 1) a L-kli¢kou rozetfeme rovnomérmné po celém
povrchu pevného média.

4. Kultivujeme pii teploté 25 °C po dobu 1 tydne.
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6. Vypocitame hodnotu CFU (Colony Forming Unit) v 1 g vzorku.
Vypocdet:
Celkovy pocet kolonii vynasobime fedénim a 10ti (pipetovali jsme 0,1ml na misku).

Celkovy podet mikroorganismi N na g vzorku se vypocéte podle vztahu

¥C
"; —]
Vingy + 0,1n.)d

2C  souget viech kolonii spoéitanych na vybranych plotnach,
v objem inokula aplikovaného na misku v ml.

ni pocet ploten pouzitych pro vypoéet z prvniho fedéni,

n2 pocet ploten pouzitych pro vypoéet z druhého fedéni,

d

faktor prvniho pro vypocet pouzitého redéni,

Ukoly:
Provedte rodovou ¢i druhovou identifikaci izolatii.
Vypocitejte hodnotu CFU.
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Nep#imé stanoveni poctu Zivych bunék v 1 g vzorku - METODA ROZTEREM NA PLOTNU

VY VTV

10! 1073 103 10 1079 109 107 108
Ne— 1 N———1 N———1 N———1 Ne— 1 Ne— 1 Ne— 1
100 100 l 100 l

OOC
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Nep¥Fimé stanoveni poctu Zivych bunék v 1 g vzorku - KAPKOVA METODA

VY VTV

107 107 103 10 107 10 107 109
— gl gl gl gl gmr gmr gl
20ul ZOMI{' 20/ 20ul 20ul 20
O 0 O 0O
O O
O 0 O 0
O O
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3. Izolace mikroskopickvch hub stérem z prostredi

Material: stér z prostfedi (napi. okenni ram, zaluzie, odpadkovy koS, klavesnice pocitace, aj.)
Pomiicky: 1x sterilni vatovy tampon, 2x Petriho miska s MA 2% (agar se sladovym extraktem + chloramfenikol), termostat na 25 °C

Pracovni postup:
1. Sterilni vatovy tampo6n zvlhéime pietfenim povrchu agaru.
2. Sterilnim vatovym tamponem pietieme odbérové misto.
3. Sterilnim vatovym tamponem pietieme celou plochu Petriho misky s agarem.
4. Kultivujeme 7 dna pfi teploté 25 °C.

Ukoly:
Podle identifikacniho klice provedte rodovou ¢i druhovou identifikaci.

4. 1zolace vodnich hyfomycet

Material: rostlinny material (opadané listi, vétvicky na vodni hladin€) odebrany z vodniho toku do plastového sacku
Pomiicky: kadinka (zavatovaci lahev), Petriho miska se sterilni dest. vodou, pinzeta, termostat na 15 °C

Pracovni postup:
1. Material nechame v laboratofi promyvat 1 hod. pod tekouci vodou.
2. Casti rostlinného materialu pfemistime do Petriho misky s destilovanou vodou.
3. Kultivujeme nekolik dni pii 15 °C a pod mikroskopem kontrolujeme tvorbu konidii.
4. Provedeme identifikaci dle klice
Ukoly:
Podle identifikacniho klice provedte rodovou ¢i druhovou identifikaci.
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5. Izolace mikroskopickych hub z osiva (seed born funai)

Material: obilky psenice

Pomiicky: 2% roztok dezinfek¢éniho ptipravku SAVO, minutky, sterilni detilovand voda, sterilni pinzeta, sterilni Petriho miska s filtraénim papirem nebo
kultivaéni médium (PDA — potato dextrose agar)

Pracovni postup:
1. Provedeme povrchovou dezinfekci vlozenim 5 obilek do 2% roztoku dezinfekéniho piipravku SAVO (tj. 0,1 % NaClO) na dobu 10 minut.
2. Poté osivo tiikrat oplachneme sterilni destilovanou vodou.

Sterilni pinzetou rozmistime obilky na povrch PDA (viz. schéma).

Kultivujeme ve tmé, pfi teploté 25 °C po dobu deseti dnil.

Mikroskopické hodnoceni

o ks~ w

Ukoly:
Provedte rodovou ¢i druhovou identifikaci.

6. Priprava ¢isté kultury

Material: Petriho misky se smiSenou kulturou
Pomiicky: preparacni jehla, Petriho miska s médiem, termostat na 25 °C

Pracovni postup:
1. Vyzihanou preparaéni jehlou pfeneseme ¢ast mycelia nebo spor na agarovou plotnu nebo do sterilni vody ve zkumavce k ziskani suspenze,
kterou miizeme dale fedit a poté vysévat na agarovou plotnu.
2. Kultivujeme 7 dnti pii teploté 25 °C.
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7. Priprava mikrokultury (sklickové kultury)

Material: Petriho misky s kulturou vlaknité houby

Pomiicky: preparacni jehla, Petriho miska s vhodnym kultivacnim médiem (Malt Extrakt Agar nebo Sabouraudiv glukozovy agar), sterilni pinzeta, sterilni
destilovana voda, sterilni kryci a podlozni skla, sterilni Petriho miska (vlhkéd komtirka).

Pracovni postup:

1. Z tenké vrstvy kultivacniho média ptipravime blocek o velikosti 1x1 cm.
Bloc¢ek preneseme na sterilni podlozni sklo umisténé ve vlhké komiirce.
Vpichem do Ctyf stran naockujeme kulturu a prekryjeme krycim sklem.
Kultivujeme 2 — 5 dni pfi teploté 25 °C.
Pribézné sledujeme rist suchym objektivem pii zvétSeni 60x — 450X.

O s o

na rosé/al, kultwura.

blocek SABA W
- J‘Féén ho miska.

pod!ozm ‘eklo
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8. Identifikace vlaknitych hub rodu Aspergillus
Material: Petriho misky s kulturou

Pomiicky: prepara¢ni jehla, Petriho miska s CYA (Czapkiv agar s kvasni¢nym extraktem), MEA (Agar se sladovym extraktem), CY20S (Czapkuv agar s
kvasni¢nym extraktem a 20% sacharosy), termostat

Pracovni postup:
7. Povrch pfislusnych médii inokulujeme konidiemi vlaknité houby formou vpichu na tfech mistech tvoticich vrcholy rovnoramenného trojahelnika
(body maji byt vzdaleny asi 3 cm od kraje misky). Aby se spory pti o¢kovani nerozptylily po celé pude, ockujeme misky zespodu, oto¢ené dnem
vzharu.
8. Kultivujeme 7 dnti pii teploté 25 a 37 °C.

Schéma inokulace:
Hodnoceni:
po 7 dnech kultivace provedeme vyhodnoceni rastu vlaknitych hub.

Sledujeme:
znaky makroskopické
e rychlost ristu
charakter povrchu kolonii
barvu kolonie
barvu spodni strany kolonie
pfitomnost pigmentu difundujiciho do agaru
piitomnost a barvu vypotku (exudat)
piitomnost zvlastnich utvara viditelnych okem (plodnicky, sklerocia, aj.)
charakteristicky zapach.
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V hodnoceni vzdy uvedeme staii kultury a pouzitou kultiva¢ni ptidu, nebot’ rizné pidy mnohdy modifikuji a znaéné¢ méni charakteristické znaky (jak
makroskopické, tak mikroskopické). Cisté kultury pfipravujeme zpravidla na pide, na které je popis rodu autorem uveden.

znaky mikroskopické

Ke zjisteéni mikroskopickych znaku nutnych pro identifikaci vlaknitych hub potiebujeme kromé mikroskopu i binokularni lupu. Pod lupou prohlédneme vétsi
struktury (charakter mycelia, sklerocii, plodnicek apod.), pro studium dalSich struktur, na nichz je zalozena identifikace, pripravime mikroskopicky preparat.
Jeho ptiprava a spravné posouzeni a zhodnoceni je mimoradné dulezité, nebot’ morfologické znaky u vlaknitych hub jsou zakladnim diagnostickym kritériem
pii uréovani roda a druhd. Identifikace do rodu ¢i druhu na zéakladé makroskopickych a mikroskopickych morfologickych znaka se provadi podle kli¢a
vypracovanych pro urcité taxonomické skupiny.

2 typy
konidioforu

%

stopka (stipe)
konidialni hlavice paprs¢ité
@9@ E
"Foot cell” % ! , y | 2
uniseriatni biseriatni rhlle - cels ‘konidiz'xlm' hlavice sloupcovité

Ukoly:
Popiste veskeré znaky do identifikacniho protokolu
Podle identifikacniho klice provedte druhovou identifikaci.
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P¥iloha VI

%
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Obr. 1. Konidiofory u rodu Aspergillus
(podle Rapera a Fennellové)

a — ukondeni konidioforu 8 jednou fadou
finlid, b — ukonéeni konidioforu se dvéma
fadami fialid

Obr, 2. . Hillle cells' (prazdné buiiky)
u rodu Aspergillus (orig.)

! sek. fialidy "
. prim Fialidy - I
“--  mchytek ------ /
... konidiotor

Aspergillus

Obr, 3. Mladé plodnicka u rodu Aspergil-
lus (podle Arxe)

Obr, 4, Cast povrehu zralé plodnicky
u rodu Aspergillus (podlo Arxe)

Obr, 5. Viecko u rodu Aspergillus (podle
Arxoe)

Obr. 6. Askospory u rodu Aspergillus

L]

PHIALIDES

"E! U:AE

VESICLE

—— STIPE

e

Fig. 67. Morphology of Aspergi/lus. a. uniseriate and b. biseriate conidiophores,

(podle Arxe) ¢. columnar and d. radiating conidial chains. ¢. Hille cells.
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9. Identifikace vlaknitych hub rodu Penicillium
Material: Petriho misky s kulturou

Pomiicky: preparacni jehla, Petriho miska s CYA (Czapek Yeast Autolysate agar), MEA (Malt Extract Autolysate agar), YES (Yeast Extract Sucrose agar),
CREA (agar s kreatinem a bromkresolovym purpurem), Ehrlichovo ¢inidlo, termostat na 25, 30, 37 °C

Pracovni postup:
9. Povrch pfislusnych médii inokulujeme konidiemi vlaknité houby formou vpichu na trech mistech tvoticich vrcholy rovnoramenného trojuhelnika
(body maji byt vzdaleny asi 3 cm od kraje misky). Aby se spory pii ockovani nerozptylily po celé padeé, ockujeme misky zespoda, otoc¢ené dnem
vzharu.
10. Kultivujeme 1 tyden, ve tmé, pfti teploté 25, 30, 37 °C.

11. Hodnoceni ‘ I

Hodnoceni:

po 7 dnech kultivace provedeme vyhodnoceni rastu vlaknitych hub.
Na CYA, MEA a YES sledujeme:

Znaky makroskopické

rychlost ristu

charakter povrchu kolonii

barvu kolonie

barvu spodni strany kolonie

pfitomnost pigmentu difundujiciho do agaru

pfitomnost a barvu vypotku (exudat)

e pfitomnost zvlastnich utvari viditelnych okem (plodnicky, sklerocia, aj.)
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e hodnoceni riistu a produkce kyselych a zasaditych latek na CREA

e hodnoceni reakce s Ehrlichovym c¢inidlem - ze stfedu kolonie rostouci na CYA (staré 5-9 dni) vykrojime blok agaru. Stranu s kolonii ptekryjeme
Stvercem filtraéniho papiru o velikosti 1 cm? navlh&eného v Ehrlichové &inidle. Pokud se po 2-6 min. objevi fialovy prstenec, oznadime reakci za
pozitivni. Pokud se prstenec vytvoii po 10 min. ozna¢ime reakci za slabé pozitivni. Nékteré druhy produkujici alkaloidy, které pti reakci s Ehrlichovym
¢inidlem vytvéareji rizovy, cerveny nebo zluty prstenec.

Hodnoceni na CREA
schopnost vyuzivat kreatin jako zdroj N (rtst kultury na agaru)
schopnost tvorby kyselych latek (zluté zbarveni agaru za 5-7 dni kultivace)
schopnost tvorby zéasaditych latek (fialové zbarveni agaru za 8-21 dnii kultivace)

Znaky mikroskopické

Nativni preparatz MEA:

Material: kultura rodu Penicillium

Pomiicky: podlozni a kryci skla, preparacni jehly, kyselina mlé¢na, identifikacni protokol

Vysledky: popiSeme makroskopické a mikroskopické morfologické znaky mikromycety. Zapis provedeme do piiloZzeného identifikacniho protokolu.

Zavér: podle prislusného klice provedeme identifikaci.
Charakteristické znaky rodu Penicillium
Charakteristicka pro tento rod je Stétickovita stavba konidioforu (obr. 1). Mimo konidialni stddium (nepohlavni = anamorfa) se tvoii u nékterych druhi
drobné kulovité plodnicky s viecky (asky) a askosporami (pohlavni stadium = teleomorfa), které patii do rodu Eupenicillium a Talaromyces. Pro rozliseni
jednotlivych sekei rodu Penicillium je uréujici stavba konidioforu (obr. 2) a uspotfadani jeho ¢asti (vétvi, metul, fialid).

Ukoly:
Popiste veskeré znaky do identifikacniho protokolu
Podle identifikacniho klice proved'te druhovou identifikaci.
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Penicillium

———  konidre

- - fialiay

Obr. 1. Konidiofory u rodu Penieillium (Bivertieilllata Symietrica) (podle Ra-
(podle Rapera a Thoma) pera a Thoma)
@ — Monoverticillata, b Biverticillata Obr. 3. Konidiofory u rodu Penicillium

FIG. 5. Penicilli of the simplest and most complex types normally encountered in Penicil- Asymmotrica (Asymmetrica Divaricata) (podle Rapera
i ies ° Obr. 2. Komdiofor u  vodu  Penieilllium a Thoma)
ium species.
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sodrod Aspergilloides podrod Penicillium podrod Biverticillium
r=zdiofor monoverticilitni  konidiofor asymetricky vétveny  konidiofor biverticilitng
terverticildtni symetricky

podrod Furcatum
konidiofor divarikatni

_br. 3 - Schematické znazomnéni tvpt konidiofori u rocu Pznicillium
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10. ldentifikace vldaknitych hub rodu Fusarium
Material: Petriho miska s kulturou na PDA (bramborodextrozovy agar)
Hodnoceni: po 10 dnech kultivace pii 25 °C

MORFOLOGICKE STRUKTURY U RODU FUSARIUM

I.  znaky makroskopické, které urcime z charakteru ristu T
¥

o ? 4
e rychlost ristu ' Z\ﬁ i) —
e barvu kolonie R | 4111 S i i : o |
e barvu spodni strany kolonie T i1 T i St el
e piitomnost zvlastnich utvart viditelnych okem (sporodochia, sklerocia) m;’::h'm" pronnoty  na agary

Il.  znaky mikroskopické, které zjistime pomoci nativniho preparatu

- e ; L N AN
e makrokonidie - tvar bazalni a apikalni bunky, mikrokonidie, chlamydospory |\ lf{‘ﬁ{] \
e typ fialid (monofialidy, polyfialidy) ¢ & H WU N @ )
. ! W g ) e
Ukoly: o \ [?; B s[; N "r-: o
b Wl N/ \V5 S i
Popiste veskeré znaky do identifikacniho protokolu P Y \\ ./, o || ¢\
Proved'te druhovou identifikace. B \ /‘\ 4 " A L
-~ = \ e A7
monoblastické " i
fiahdy [
Fusarium culmorum “ ! ' ;rmlwmm-ue
alidy
7297 7
L H [ A ~
A1 . V0
HH U ANAN SO N
L ) ! 11 [ATN XN s
L\-r\\““ v A0 “@Q o
".__,‘ ‘¥\ \\.& ( \ ‘l»l l»_" 3 -
\ \ | V)
\ ¥ i
% __— no’ka
makrokonidie mezokonidie mikrokonidie chlamydospory sklerocia
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11. Identifikace vlaknitvch hub Fadu Mucorales
Material: Petriho miska s kulturou
Hodnoceni:

I11.  znaky makroskopické, které uré¢ime z charakteru ristu

IV.  znaky mikroskopické, které zjistime pomoci nativniho preparati

Ukoly:
Popiste veskeré mikroskopické znaky.
Provedte identifikaci do rodu.

Charakteristické znaky adu Mucorales

Zastupci tohoto fadu vytvari fidce vatovité nebo plstnaté vzdusné mycelium velmi rychle rostouci. Stélku téchto hub tvofi pfevazné mnohojaderné

mycelium bez piehradek a proto je zvlasté u mladého mycelia dobife pozorovatelné proudéni plazmy. Pfepazky se vyskytuji pravidelné pod
rozmnozovacimi organy a ve stafi nepravideln¢ v pribéhu mycelia. Pro rozliSeni roda a druhii fddu Mucorales se pouzivaji piedev§im znaky nepohlavniho
rozmnozovani, které se uskute¢fiuje sporangiosporami vznikajicimi ve sporangiich vyrustajicich na zvlastnich vlaknech — sporangioforech.

Mucor - sporangiofory jsou ukonceny sporangii bez apofyzy, s kolumelou kulovitou, ovalnou nebo hruSkovitou.
Rhizopus — sporangiofory se tvoii obvykle ve svazcich a nebyvaji vétvené. Vznikaji na vyhoncich (stolonech), které tvoti velmi ¢asto na pevném podkladu
rozvétvené, tmaveé hnédé rhizoidy. Kolumela mé vyvinutou apofyzu. Po prasknuti sporangialni st€ny se kolumela s apofyzou kloboukovité obraci.

Rhizomucor - sporangiofory byvaji vétvené. Pfitomny stolony a hnédé rhizoidy.

Absidia - sporangiofory vyrustaji ve svazcich na vyhoncich s rhizoidy. Kolumela kuzelovita, ¢asto ma na vrcholu papilu nebo ostiejsi vyénélek. Sporangiofor

pfechézi do sporangia Sirokou apofyzou.
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P¥iloha Il
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Mucorales

Obr. 1. Tvorba zygospory u Mucorales
(orig.)

a — notkani koneti plus a minus myeelif,
b mygotn, ¢ — ZYRORPOra

Obr. 2. Muohosporickd spgrangium s kolu-
molou u r. Mucor (orig.)

Obr. 3. Ciast sporangioforu so sporangio
lami u rodu Thamnidium (podle Zychy)

Obr. 4. Sporangium » apofyzou a kolu-
molou u rodu Absidia (orig.)

Obr. 5. ROzné formy vegetativnioh bunék
u Mucorales (orig.)

@ obi bufika, b goma, ¢ pudfef
bunky
Obr. 6. Roziifeny  konee sporangioforu

# merosporangii (orig.)
Obr. 7. Sporokladium s finlidami a s koni-
diomi u Mucorales (podle Arxe)
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12. Nativni preparat:

Princip: mikroskopické morfologické znaky vlaknitych hub sledujeme v nativnim preparatu. Protoze se vsak jejich vlakna spatn¢ smaceji a v preparatu c¢asto
byvaji vzduchové bubliny, je Iépe pouzit misto vody 10 az 20% vodny roztok glycerolu, ktery nevysycha tak rychle. Misto glycerolu Ize pouzit i roztok

laktofenolu nebo kyselinu mlécnou.

Material: kultury vlaknitych hub
Pomiicky: podlozni a kryci sklo, preparac¢ni jehla, kyselina mlé¢na

Pracovni postup:

1. Na podlozni sklo naneseme kapku kyseliny mlé¢né.

2. Sterilni preparacéni jehlou preneseme z kolonie mikromycety malé mnozstvi mycelia s fruktifikaénimi organy do kapky kyseliny mlécné (nejlépe
dvéma preparac¢nimi jehlami). U kultur silné sporulujicich odebirame mycelium na rozhrani mezi zbarvenou ¢asti kolonie a bilym okrajem, aby v
preparatu nebylo pfilis§ mnoho konidii. Mycelium neroztirame, abychom neposkodili fruktifikacni organy — pouze jehlami uvolnime jednotliva
vlakna do kapaliny.
Opatrné prikryjeme krycim sklem (nepritiskujeme!) a piebyte¢nou kapalinu odsajeme ze strany filtracnim papirem.
4. Preparat bez dalsi upravy prohlizime suchym objektivem, nejprve slabym zvétsenim (objektiv 10x), postupné pak silngjsim zvétsenim (objektiv 40x

a 100x) u hyalinnich mikromycet s fdzovym kontrastem

w

Sledujeme:
o charakter mycelia (3itku vlaken, barvu a strukturu mycelia, ptepazky (septa) — pfitomnost a rozlozeni, zpisob vétveni)
e charakter, zptsob tvofeni (konidiogeneze) a uspotadani fruktifika¢nich organt (napt. sporangiofory, konidiofory, sporangia, kolumela, fialidy, konidie,
zygospory, askospory aj.)
e pfitomnost a charakter jinych utvart (chlamydospory).
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Mikroskopovani

Rise: FUNGI

Oddéleni: MUCOROMYCOTA
Pododdéleni: MUCOROMYCOTINA
T¥ida: MUCOROMYCETES

Rad: MUCORALES

- mnohojaderné coenocytické mycelium, piehradky se tvofi pro oddéleni rozmnozovacich organt nebo ve starSich myceliich

- sporangia vznikaji na vétvenych ¢i nevétvenych sporangioforech, jsou vétsinou mnohosporova (az 1000 spor), u odvozenéjsich typt vznikaji sporangia
S malym poctem spor (az jednosporové - nespravné oznacované za "konidii")

- zygospora vznika pfi pohlavnim rozmnozovani splynutim dvou riznych gametangii

complete cross-wall pf'epéika - Mucoromycotina

Rod Mucor

- sporangiofory vétvené ¢i nevétvené, bez rhizoidu a stolonti, ukonc¢eny mnohosporovymi sporangii bez apofyzy, s kolumelou kulovitou, ovalnou nebo
hruskovitou

a. sympodialné vétveny circinatni sporangiofory
b. kulovita kolumela 2 ;
C. sporangiospory [| T

50 pm

25um
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Rod Rhizopus

— sporangiofory se tvoii obvykle ve svazcich a nebyvaji vétvené. Vznikaji na stolonech (vyhoncich), které tvoii velmi ¢asto na pevném podkladu rozvétvené,
tmaveé hnédé rhizoidy. Kolumela mé vyvinutou apofyzu (nalevkovité rozsitfeni sporangioforu pod sporangiem). Po prasknuti sporangialni stény se kolumela

s apofyzou kloboukovité obraci.

a. nevétvené sporangiofory s rhizoidy
b. kolumela s apofyzou

C. sporangiospory

d. chlamydospory

e. rhizoidy
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Rod Absidia

a. vétvené sporangiofory

b. kolumela kuZelovitd s 1 nebo n€kolika vyb&zky a apofyzou
c. obii bunky

d. sporangiospory

rhizoidy a stolony nezfetelné

Rod Zygorhynchus - vznik zygospory

2-655 Zygorhynchus moelleri
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Rod Cunninghamella
- vétvené sporangiofory ukoncené jednosporovymi sporangii (sporangioly), rhizoidy vyvinuté, stolony chybi
a. vétveny sporangiofor zakon€eny sporogennimi hlavicemi

b. sporangioly (jednosporové sporangia)
C. zygospora
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Rise: FUNGI
Oddéleni: ASCOMYCOTA

- vegetativni stélku tvoii piehradkované mycelium nebo pucivé bunky ¢i pseudomycelium
- tvorba sept je centripetalni, zac¢ind u stény hyf a pokracuje ke stfedu kde ponecha volny por

prepazka - Ascomycota prepazka - Saccharomycetes
I s
O central septal pore : micropaores
M(BO-BOO nm diam) 2 {(~ 9 nm diam)
O“«'-' Woronin bodies |

RozmnoZovani: pohlavni i nepohlavni nebo jen nepohlavni
- stadium, kdy houba vytvaii nepohlavni mitospory, se nazyva staidium imperfektni (anamorfa)
- stadium, kdy houba vytvaii pohlavni meiospory, se nazyva stadium perfektni (teleomorfa)

Nepohlavni rozmnoZovani

- nejjednodussim zpisobem je fragmentace hyf

- bunky vznikajici exogenné na specializovanych hyfach - konidioforech nazyvame konidie
- buniky, které davaji vznik konidiim nazyvame konidiogenni burky

Zakladni typy konidiogeneze (vzniku konidii):
1. Thalicka: jiz ptedem vytvofené bunky hyf se rozd¢€li prehradkami a rozpadnou se na jednotlivé €asti. K formovani definitivniho tvaru dochazi po odd¢leni.

a) Thalicko - arthricka: arthrokonidie

b) Holothalicka: thalokonidie (thalokonidiemi jsou v jistém smyslu i chlamydospory - tlustosténné pietrvavajici buniky vznikajici na myceliu)
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2. Blasticka: konidie se formuje diive nez je odd€lena piepazkou od konidiogenni buiky

a) Holoblasticka - ticast vSech vrstev bunécné stény
a) synchronni - produkce vice konidii na méchyiku
b) sympodialni - proliferace konidiogenni bunky

b) Enteroblasticka - vnéjsi sténa se protrhne, konidii utvari vnitini vrstva

a) treticka - vznik porokonidii, ¢asto s vyraznou jizvou na konidiogenni buice
b) fialidicka - konidiogenni bunky fialidy
c¢) annelidicka - konidiogenni bunky anelidy (limecek)

Geotrichum candidum- arthrokonidie v rozpadajicich se fetizcich Microsporum gypseum - thalokonidie (makrokonidie a mikrokonidie)

2-321 Microsporum gypseum

-25/42-



Geomyces pannorum — holothalick4 konidiogeneze Botrytis cinerea — holoblasticka, synchronni konidiogeneze

2-096 Chrysosporium pannorum

Botrytis
cinerea

rozvetveny
konidiofor
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Beauveria bassiana — holoblasticka, sympodialni proliferace konidiogenni buiiky ~ Alternaria citri- enteroblasticka, treticka konidiogeneze (porokonidie)

Alternaria
alternata

konidie

J konidie
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Rod Penicillium — enteroblasticka, fialidicka kon. Rod Paecilomyces - konidiofory méné pravidelné vétvené, fialidy protahlé
v dlouhy krcek, konidie

Paecilomyces variotii

OO () — konidie

fialida

stétcovity konidiofor
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Rod Aspergillus - enteroblasticka, fialidicka kon

2 typy
konidioforu

§ konididlni hlavice paprséité

stopka (stipe)

&g "foot cell"
"hulle - cells"

uniseriatni biseriatni konidialni hlavice sloupcovité

-29/42-



Rod Fusarium - enteroblasticka, fialidicka kon
1. monofialidy

2. polyfialidy

3. makrokonidie

4. mikrokonidie

5. chlamydospory
6. sporodochium (palisada konidioforii v loZisku na povrchu substratu)
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Rod Trichoderma - enteroblasticka, fialidicka kon.

Trichoderma viride

rozvetveny
konidiofor
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Rod Trichothecium - blasticka, retrogresivni

—konidie

konidiofor

Trichothecium
roseum



Rod Stachybotrys - enteroblasticka, fialidicka kon. Rod Acremonium - enteroblasticka, fialidick4 kon., tvorba
synnemat, fialidy vétSinou jednotlivé, k vrcholu se zuzujici
(jehlicovité), septum na bazi, konidie jednobunécné, hladké,
hyalinni v fetizcich ¢i hlavicich.

Acremonium murorum

konidiofor \- \ / fialida
LS SR \ \ synnema
Stachybotrys 8 D
chartarum \/
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Phoma lingam - pyknidy (kulovity nebo lahvicovity ttvar s ostiolem, uvniti vystlany konidiofory, na nichz se tvofi konidie) - nepohlavni rozmnozovani

Phoma
eupyrena

konidie

ostiolum

Pohlavni rozmnoZovani

- pti pohlavnim procesu vznikaji plodnice (askomata) => v plodnicich pak dochazi ke karyogamii v koncovych bunikach tzv. askogennich hyfach - z nich
vznikaji viecka
- spory (askospory) vznikaji ve viecku (latinsky ascus, mnozné ¢islo asci) obvykle v poctu 8 v jednom viecku
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Typy plodnic:

1) Askohymenialni typ

- kleistothecium je uzaviena plodnice s vytvofenou sténou, otvira se rozpadem; viecka nejsou nijak uspofadana (napf. teleomorfa rodu Aspergillus)

- perithecium je kulovita nebo protahla plodnice s izkym ustim (ostiolem) vystlanym perifyzami, viecka jsou uspofadana v hymeniu, mezi nimi se tvoii
sterilni hyfova zakonceni — parafyzy (napt. Chaetomium)

- apothecium je miskovita plodnice; viecka jsou uspotadana v hymeniu na povrchu plodnice, parafyzy vytvoreny

2) Askolokularni typ

- askostroma - v pseudoparenchymatickém ttvaru se diferencuji pohlavni organy, askogenni hyfy a viecka vrustaji do sekundarné vytvoiené lyzogenni dutiny
(lokulu)

Chaetomium globosum

A - perithecium

B - zvinéna névétvena vldkna (trichomy)
C - viecko (ascus)

D - askospory
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Aspergillus nidulans — tvorba plodnic typu kleistothecium

Emericella nidulans,
anamorfa
Aspergillus nidulans

fialidy
metuly

Eurotium amstelodami
anamorfa Aspergillus vitis

vrecka

konidie
méchyrek
peridie

_-konidie

£

& —— askospory

0O

fialidy
stopka
"hille cells"
konidiofor stopka
askospory a viecko konidiofor
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MEDIA

SAB - Sabouraudiiv agar s glukézou
glukoza 40 g/l

pepton 10 g/l

agar 15 g/l

pH 6,9

MA 2% - agar se sladovym extraktem
Malt extrakt 20,0 g/l

agar 20,0 g/l

pH 5.6

MA 0,5 % - agar se sladovym extraktem

Malt extrakt 5,00/l
agar 20,0 g/l
pH 5.6

Vodni agar

destilovana voda 1000 ml
agar 20,0 g/l
Pudni agar

pudni extrakt 1000 ml
agar 20,0 g/l

Pudni extrakt - 500 g pudy vafit 1 hodinu v 1200 ml vody, ptefiltrovat ptes filtra¢ni papir a doplnit na 1000 ml. /pH 6-6,5/ pH 6,6 - 6,8.
OA- Ovesny Agar

ovesné vlocky 30 g/l

agar 20 g/l

Ovesné vloc¢ky vafit pozvolna 2 hodiny v 1 1 vody. Ptefiltrovat ptes gazu, doplnit do 1 litru. Pfidat agar.
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SEA — Pudni agar s glukosou a bengalskou ¢erveni

pudni extrakt 1000 mi
glukoza 10,09/
K,HPO, 1,09/I
NaNO3 1,09/l
agar 20 g/l
bengalska Cerven 0,07 g/l

Pudni extrakt - 500 g pudy vafit 1 hodinu v 1200 ml vody, piefiltrovat pies filtraéni papir a doplnit na 1000 ml. /pH 6-6,5/ pH 6,6 - 6,8.

DRBC (Agar s dichloranem, bengalskou ¢erveni a chloramfenikolem)

pepton 5,09/
glukoza 10,09/1
KH,PO, 1,09/1
MgSQO, 0,5g/1
dichloran 0,002¢/1
bengalska Cerven 0,025¢g/I
agar 15,09/1
pH5.6+0.2

Media pro identifikace rodu Asperqgillus

CYA (Czapkuv agar s kvasni¢nym extraktem) Pitt, 1973

K;HPO, 1g/l
Czapkiiv koncentrat* 10 mi/l
kvasni¢ni extrakt 54/
sachar6za 309/l
agar 15 g/l
pH 6 - 6,5
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*Czapkiiv koncentrat:
NaNOs 304¢g
KCI 59
MgSO,.7H,O 5¢g
FeSO,.7H,O 0,19
ZnS0Oy 01g
CuSOq4 0,059
destilovana voda 100 ml

MEA (Agar se sladovym extraktem) Blakeslee, 1915

malt extrakt 20 g/l
pepton 19/
glukoza 20g/1
agar 20 g/l
pH5-55

CY20S (Czapkiiv agar s kvasni¢nym extraktem a 20% sacharézy) Pitt et Hocking, 1985

KoHPO, 1g/l
Czapkuav koncentrat* 10 mi/l
kvasnicni extrakt 54/
sachard6za 200 g/l
agar 20 g/l
pH 5,2

Media pro identifikace rodu Penicillium

MEA (Agar se sladovym extraktem) Raper et Thom, 1949

malt extrakt 30 g/l
pepton 19/
glukoza 20g/1
ZnS0O, 0,01 g/l
CuSO, 0,005 g/l
agar 20 g/l
pH5-55
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CYA (Czapkuv agar s kvasni¢énym extraktem) Pitt, 1979

Czapktiv koncentrat* 10 mi/l
kvasni¢ni extrakt 59/l
sachar6za 30 g/l
agar 15 g/l
pH 6,3 £0,2
*Czapkuv koncentrat:

NaNOs 304¢g

KCI 50

MgSO,4.7H,O  5¢g
FeSO,4.7H,0 0,1 g
ZnS0Oy 01g
CuSO, 0,05¢
destilovana voda 100 ml

CYAS (Czapkiv agar s 5% NaCl)

NaCl 509/
Czapkuv koncentrat* 10 mli/l
kvasni¢ni extrakt 54/
sachard6za 309/l
agar 15 g/l
pH 6,3 +0,2

YEA (Agar s kvasni¢nim extraktem a sacharozou) Frisvad, 1989

kvasnicni extrakt 20 g/l
sachar6za 150 g/l
agar 20 g/l
MgS0O,.7H,0 0,59/
ZnS0O, 0,01 g/l
CuSO, 0,005 g/l
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CREA (Kreatinovy agar se sacharozou) Frisvad, 1985;1993

Ky;HPO,
MgSO,.7H,0
FeS0O,.7H,O
KCI

ZnSO4
CuS0O,4
kreatin
sachar6za
bromkresolovy purpur
agar

pH 8,0+ 0,2

1,39/l
0,59/
0,01 g/l
0,59/
0,01 g/l
0,005 g/l
34/l

30 g/l
0,05 g/l
15 g/l

G25N (Glycerol nitrate agar) Pitt, 1973

K2HPO,

Czapktv koncentrat*
kvasni¢ni extrakt
glycerol

agar

destilovana voda

pH 6,3 £ 0,2

Ehrlichovo ¢inidlo, Lund 1995 — pro testovani pritomnosti mykotoxint

4-dimethylamino-
benzaldehyd
ethanol

10 N HCI

0,759
7,5 ml
3,749
250 g
12 ¢
750 ml

29

85 ml
15 ml
4-dimethylaminobenzaldehyd ptidat do ethanolu, poté ptidat HCI.
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Media pro identifikace rodu Fusarium

PDA (Bramboro-dextrézovy agar) Burgess, Liddell et Summerell, 1988

dextroza 20 g/l
brambory 250 g/l
agar 20 g/l

Oloupané brambory nakrajet na kostky a pfilit 1 1 vody, vatit 1 hodinu.
Rozmixovat, prefiltrovat, doplnit vyvarenou vodu na 1000ml.

PSA (Bramboro-sacharozovy agar) Burgess, Liddell et Summerell, 1988

sachardza 20 g/l
brambory 300 g/l
agar 15 g/l

Oloupané brambory nakrajet na kostky a pfilit 1 1 vody, vafit 1 hodinu.
Rozmixovat, prefiltrovat, doplnit vyvarenou vodu na 1000ml.

SNA (Syntetické Zivné médium) Gerlach et Nirenberg, 1982

K>HPO4 1,0 g/l
MgS0,.7H,0 0,59/l
KNO; 1,0 g/l
KCI 0,59/
sachardza 0,2 g/l
glukéza 0,2 g/l
agar 15 g/l

Po ztuhnuti média v Petriho miskach polozit na povrch agaru sterilni filtra¢ni papir (cca 1 cm2).
Stonek lupinu (Lupinus polyphyllus, vI¢i bob mnoholisty)

Zelené stonky lupinu se rozd€li na nékolik cm dlouhé ¢asti a vysterilizuji v erlence s vodou. Sterilni kousky se ptidaji k jeste tekutému agarovému médiu v
Petriho misce.
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