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Uvod

Stalo se vam nékdy, Ze jste se vraceli z dovolené, téSili se na vini domova a misto
toho nasli dim pIny smradlavych a plesnivych potravin? Myslim, Ze vétSina z nas to
zna. Kolik z vas ale nékdy prekonalo odpor a kouklo se na plisné blize? Ja to zkusila
a zjistila jsem, Zze nemusi byt jen otravné a nechutné. Mizou dokonce byt i krasné, a

navic jsou v mnohém uzitecne.

Kdyz jsem hledala téma profilové prace, chtéla jsem néco z oblasti biologie, néco, co
jsem jesté tak dobfe nepoznala. Fascinoval mé svét pod mikroskopem, a tak jsem se

dostala k plisnim.

Ma profilova prace se zabyva studiem a dokumentaci béznych plisni nalezenych na

potravinach.

Mym hlavnim cilem bylo izolovat plisné ze Sesti co nejodliSnéjSich vzorkd potravin.
Ty jsem pak nasledné prenasela na agarové zivné pudy a dokumentovala jak
makrofotografiemi, tak i v mikrosvété. Praci se snazim srozumitelné pfiblizit
problematiku plisni i moznosti jejich pozorovani. Chci ukazat, Ze pozorovat plisné
muze kazdy klidné i v domacim prostfedi pomoci bézné dostupnych véci. Prace je

cilena hlavné na lidi jako ja — nadSené amatérské védce.

Cile
e |zolovat plisné ze Sesti riznych potravin a pokusit se je urcit
e Pozorovat a nafotit plisné
o pod mikroskopem
o makrofotografiemi
e Alespon tfi plisné pfenést na Zivné pudy
e Vytvofit sekvenéni video rustu jedné plisné
e Porovnat rast v riznych prostfedich

e \/ytvorit prfehled plisni nalezenych na potravinach



Co jsou plisné

Vlaknité mikromycety (plisné) jsou viaknité vicebunécné organismy z fise hub
(Fungi). Ziviny potfebné k Zivotu ziskavaiji vstfebavanim (absorbci) z okolniho

prostiedi. Zivi se pfevazné organickou hmotou.

V pfirodé pIni hlavné roli rozkladacl (destruentt), ¢imz vyznamné pfispivaji ke
kolobé&hu latek. Cast z nich se pfizptisobila i k napadani (parazitismu) rostlin &i

zivocichu, v€etné Clovéka (tzv. patogenni plisné — zpusobujici onemocnéni).

Plisné se vyskytuji prakticky vSude. Tyto nenapadné organismy jsou velmi
pfizpusobivé a zZivotaschopné. Jejich spory se bézné vyskytuji ve vzduchu, vodé,
pudé, vliastné prakticky vSude na svété. Nékteré mohou zit v extrémnich teplotach,

jiné i bez pfistupu vzduchu.

VétSinu houby tvofi podhoubi (mycelium) tvofené mikroskopickymi hyfami. To se
mezi riznymi oddélenimi lisi — muze byt tvofené jak jednojadernymi burikami, tak i
bufikami s vice jadry. Casto jsou buriky oddélené prepazkami, ale vzdy maji
spole€nou cytoplazmu, ktera muze mezi jednotlivymi bufikami pfechazet. Podhoubi
prorusta substratem a na napadenych pfedmétech ho nelze snadno rozeznat.
Viditelna ¢ast houby muaze byt jen mala, nebo nemusi byt vibec patrna, mycelium uz

pfitom muze byt velmi rozsahlé.

Jako vedlejsi produkt metabolismu plisni mohou vznikat latky zvané mykotoxiny.
Celkem je znamo pies 350 druhu plisni produkujicich mykotoxiny, pficemz nékteré
jich produkuiji i vice typU. Pfi nadmérné konzumaci mohou mykotoxiny zplsobovat
poSkozeni nékterych organd, hlavné ledvin a jater, zhorSovani imunity, tvorbu
rakoviny a nékteré i halucinace, Ci poruchy krevniho obéhu, vedouciho v extrémnich
pripadech i k odumirani koncetin. Z tohoto divodu je jejich obsah v potravinach a
krmivech pfisné hlidan. Nékdy ale mykotoxiny mohou byt i prospésné. Asi
nejznaméjsi a nejvyznamnéjsi je mykotoxin produkovany plisnémi ze skupiny

Penicillium, ktery ma antibiotické ucinky a je znamy jako antibiotikum penicilin.

Taxonomie mikroskopickych hub
Jak uz bylo zminé&no, plisné jsou houby. Rie Fungi je rozsahla, a proto je i
taxonomie velmi komplikovana. Plisné se vyskytuji pfevazné v oddéleni Zygomycota,

nebo Ascomycota, které se lisi napfiklad zpisobem rozmnozovani. Nékdy jsou také
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fazené do nesystematicky uméle vytvofené skupiny mitospornich hub
(Deuteromycetes, Fungi imperfecti, houby nedokonalé), které zahrnujici pouze
nepohlavné se rozmnoZzujici houby, které se rozmnozuji pomoci spor tzv. konidii. Ty

se tvofi bud na tzv. konidioforech nebo na samotném myceliu.

Mikroskopické houby se mohou vyskytovat ve dvou stadiich vyvoje. Prvni se nazyva

anamorfa. Ta se rozmnoZuje pomoci konidii.

Druhé, pokrocilejsi, stadium vyvoje hub se nazyva telemorfa. Ty se rozmnoZuji
pohlavné. Tvori meiospory na vytrusnicich vzniklych kopulaci hyf. Nékteré druhy

plisni (napf Penicillium) nedokazi tvorit telemorfy a vyskytuji se jen jako anamorfy.

NejCastéji se vyskytujici plisné spadaji do oddéleni Ascomycetes a Zygomycetes,

proto se na né blize zaméfim.

Ascomycetes
Ascomycetes neboli houby viecko-vytrusné tvofi jak anamorfy (rozmnozuji se

nepohlavné) tak telemorfy (rozmnoZuji se pohlavné). Pfi pohlavnim rozmnoZovani
vznikaji vytrusnice s kapsami zvanymi askospory nebo také viecka. Ty ve vétsiné
pfipadd obsahuiji 8 spor. Mycelium askomycet tvofi jednojaderné burnky propojené
prepazkami.

Nékteré zastupce tohoto oddéleni mizeme nalézt i v lese v podobé masitych plodnic

(napf.: lanyz, uchac, smrz)

Z béZnych plisni k tomuto oddéleni hub patfi rody Penicillium, Aspergillus a Fusarium

a to konkrétné do fadu plesnikotvornych (Eurotiales).

Zygomycetes
Druhy z této skupiny se umi rozmnozovat obéma zpUsoby (nepohlavni i pohlavni).

Nepohlavné se rozmnozuji vytrusy uvolfiujicimi se z vytrusnic, které vyrastaji na

povrchu.

Pohlavné se houba rozmnoZuje ve chvili, kdy se setkaji mycelia obou pohlavi.
Splynutim genetické informace obou mycelii vznika tzv. zygospora (odpocivajici
vytrus). Ta se samostatné Sifi a v pfiznivych podminkach vytvofi vytrusnici s vytrusy

oddélenych pohlavi a cely cyklus se muze opakovat.



Mycelium Zygomycetu je tvofeno mnohojadernymi burikami a ve stafi je nepravidelné

pfehradkované.

Do oddéleni Zygomycetes se fadi napfiklad rod Mucor (Mucor mucedo — pliserf

hlavickova) nebo Rhizopus (kropidlovec).



Postup prace

Ziskavani vzorku

Vzorky plisni jsem odebirala ze zplesnivélych potravin z nasi domacnosti. Vybrané
vzorky plisni jsem v prlibéhu celého projektu archivovala a dale pfenasela a snazila
se zaradit co nejvice druht'. Nékteré jsem pak prenasela na zivné pudy kvali tomu,
aby byla podoba kolonii plisni Iépe Citelna. Tento postup ma také vyhodu pfi
dokumentaci v makro zvétSeni, protoze plisen roste v jedné roviné. Nékteré z zivnych
pud jsem pofidila jiz pfipravené v Petriho miskach a nékteré jsem si vyrobila doma
pomoci bézné dostupnych surovin. Zakladni postupy a metodiku pfenosu a kultivace

mé naucila RNDr. Alena Kubatova, CSc. z Pfirodovédecké fakulty UK.

Postup pfenosu plisni na Zivnou ptdu
Pomucky: Petriho miska s agarem, jehla (je mozno pouzit i Spendliky ¢i narovnané

kancelarské svorky), svicka Ci plynovy hofak, sklenice studené vody, vzorek plisné

U tohoto procesu se musi pfihlizet k tomu, Ze zivna puda je vytvofena pro rlst plisni.
Z tohoto duvodu hrozi nebezpeci kontaminace sporami z ovzdusi (spory jsou vytrusy
plisni, kterymi se rozmnozuiji, viz dale). Proto se pfi pfenaseni musi dbat na to, aby
byl povrch agaru vystaven ovzdusi co nejkratSi dobu. Vzorky jsem pfenasela jehlou,
ktera byla pfed pokusem vysterilizovana v plameni svi¢ky. Jehlu jsem zchladila Cistou
studenou vodou. Pak jsem nabrala na Spicku jehly maly vzorek plisné. Teprve v tuto
chvili jsem otevrela Petriho misku, vzorek mirné zabodla do povrchu agaru a misku
zase rychle zavrela. Plisen jsem vétSinou pfenasela na 3 mista na misce, aby rychleji
pokryla povrch a byly vidét hranice kolonii. Poté jsem misku je$té uzavrela igelitovou
folii, aby nebyl povrch nasledné kontaminovan sporami z vnéjSiho prostfedi nebo

napf. zanesenim roztoci.
Zivné pudy
Zivné plidy jsou smési rizného sloZeni, utuzené pomoci agaru. Slouzi k pé&stovani

riznych organismu od bakterii, pfes kvasinky a plisné az po mycelia hub.

" Napt.: suché (chléb), sladké (jablko), mlé¢né (pomazanka)...
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Na péstovani plisni se pouziva mnoho druht agaru. Nékteré z nich jsou univerzalni,
jiné svym sloZzenim podporuiji rist jen nékterych plisni a pouzivaji se na identifikaci
urc€itych rodu, €i dokonce jen druha.

Na zakladé slozeni pldy se li§i podoba i rychlost rustu kolonii.

Ryzova a ryzovo-mrkvova zivna puda

Jelikoz jsem zpocCatku neméla k dispozici profesionalni agar, zkou$ela jsem doma
vytvofit vlastni Zivnou pldu bez agaru. Udélala jsem ji z rozvafené a najemno

rozmixované ryZe a do jedné varky jsem pfidala i mrkev. Smés po chvili ztuhla a

vytvofila vrstvu podobné konzistence jako zivné plidy s agarem.

Recept na Zivnou pudu
Ingredience: 100 g ryze, 400 ml vody, pfipadné 1 mrkev

Pomucky: maly hrnec, mixér, Petriho misky (daji se pouzit jakékoliv misky s rovnym

dnem a s vickem)

Ryzi a vodu, pfipadné dale mrkev, nechame vafit asi dvakrat déle, nez je obvyklé ke
konzumaci (cca 20 min). RyZe by méla byt dobfe rozvafena a lepkava, pokud tomu
tak neni, pfilejeme trochu vody a nechame jesté chvili vafit. Poté jesté teply obsah
hrnce namixujeme dohladka. Pokud neni k dispozici mixér mazeme ryzi také
rozmackat, vysledny povrch pady vSak nebude tak hladky. Rozmixovanou smés pak
co nejrychleji, aby nestihla ztuhnout, nalejeme do pfipravenych misek (vrstva 1,5 — 3

cm) a uhladime povrch smési.

Smés by méla byt co nejvice uchranéna pfed moznou kontaminaci sporami
(nenechavat tuhnouci smés dlouho neuzavfenou, nedotykat se ji neocisténymi
nastroji). Pfes vSechnu snahu mi vSak na jednom nepouzitém ryZovo-mrkvovém
agaru skladovaném v lednici a uzavieném vickem vyrostla asi po 10 dnech neznama

plisen.

Na této pidé se dafi jen nékterym druhim plisni.

vwv v

Je snadno vyrobitelna z bézné dostupnych surovin, neni vSak univerzalni a kvuli
nemoznosti sterilizace mize byt pfi vyrobé kontaminovana. Pro amatérské pokusy

vSak postaci.



PDA - Bramborovo-dextrézovy agar

Tento profesionalni agar jsem koupila jiz pfipraveny a vysterilizovany v Petriho
miskach (vyrobce Liofilchem). Je povazovan za univerzalni agar pro kultivaci plisni

z potravina dalSich materialt a je jednou z nejrozsifenéjSich pud pro péstovani plisni
a kvasinek. Hlavni pfisady jsou bramborovy Skrob a dextr6za?®. Tyto pfisady podporuji

rust plisni a tvofeni spor a pigmentu.

SDA - Saboraud Dextrose Agar

Tento agar jsem také pofidila jiz pfipraveny (Liofilchem). Je pfizplsobeny zejména k
péstovani patogennich plisni (plisni zplsobujicich nemoci u ¢lovéka). Proto na ném
plisné z potravin ¢asto nezacnou produkovat spory. Hlavni pfisady jsou slinivkovy
vytazek z proteinu kasein a pepticky vytazek ze zvifeci tkané. Ty obsahuji latky
dulezité pro rlst organismu — aminokyseliny, dusik, uhlik, vitaminy a mineraly. Dale
obsahuje pomérné velké mnozstvi dextrozy, ktera je zdrojem energie pro rust. Cela

smeés je utuzena agarem.

Velky obsah dextrozy a kyselost pidy (pH 5.6) podmiriuje rast plisni.

Dokumentace

Béhem prace jsem pouzivala riizné zplsoby dokumentace. Po zaSkoleni jsem se
naucila pracovat se softwarem digitalni analyzy obrazu Lucia (Laboratory Imaging

S.r.0.), lépe jsem porozuméla mikroskopu i digitalnimu fotoaparatu.

Fotoaparat Olympus

Jako prvni zpusob dokumentace jsem zvolila makro fotografie pomoci digitalniho
fotoaparatu Olympus Pen. Fotila jsem bud v rezimu Auto, nebo v pfednastaveném
rezimu Makro. Na foceni jsem pouzivala makro objektiv M.Zuiko s ohniskovou
vzdalenosti 45 mm a Uhlem zabéru 27 stupfit. Minimalni vzdalenost zaostfeni je 50

cm. Objektiv nema zoom.

Stativ na makroskopické fotografie

Nékteré makroskopické fotky jsem fotila kamerou pfipevnénou na stativu. Touto

metodou bylo foceno sekvencni video a Petriho misky s agarem.

2 Jiny (stary) nazev pro glukézu — jednoduchy cukr (C°H'2Q?)
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Pouzivala jsem 75 cm vysoky stativ s posuvnym drzakem pro kameru (Dactyscope,
Laboratory Imaging s.r.0.) (viz obr. 1). Kamera byla spojena s objektivem Cosmicar.
Na stojanu jsou pfipevnény 2 LED reflektory, které jsem pouzivala na osvétleni

vzorkd

Obrazek 1 - Stativ s kamerou, objektivem a zapnutymi reflektory zapujéeny z firmy Laboratory Imaging

Kamera

Na dokumentaci pomoci mikroskopu, riznych objektivl i na foceni sekvence jsem
pouzivala barevnou USB kameru Grasshopper (Point Grey Research Inc.). Ta byla
pfipeviiovana na stativ s objektivy, nebo byla pfipevnéna k mikroskopu, odkud pak

USB kabelem pfenasela snimany obraz do pocitace.

Objektiv

Na foceni agarovych ploten a sekvence jsem pouzivala USB kameru na stativu
propojenou s objektivem. Osvédcil se mi teleobjektiv Cosmicar s maximalni
ohniskovou vzdalenosti 50 mm. Teleobjektivy maji velkou ohniskovou vzdalenost,
maly uhel zabéru a malou hloubku ostrosti. Zaroven obraz pfiblizuji. Ja jsem fotila

spiSe prehledové fotografie, takZe jsem pouZzivala mensi zvétSeni — max. 2x.

Obraz jsem doostfovala ru¢né posouvanim stativu.



Sekvenéni video
Sekvenci jsme fotila po dobu 21 dnu vzdy rano a vecer, tudiz se sekvence sklada
ze 42 snimku. K foceni jsem pouzivala jiz zminénou USB kameru s teleobjektivem

Cosmicar. Snimky byly foceny na bilém podkladu.

Plisert jsem méla pfi foceni pfenesenou na zZivnou pudu typu PDA (viz kapitola PDA
— Bramborovo-dextrézovy agar).

Mikroskop

Na pozorovani plisni pod mikroskopem jsem pouzivala svételny mikroskop Leitz
Wetzlar se spodnim prochazejicim svétlem. Mikroskop je trinokularni, ma dva okulary
a vstup pro pfipevnéni kamery, pomoci které se obraz da zaznamenavat (viz obr. 2).
Okulary maiji zvétSeni 10x. Na pozorovani jsem poté pouzivala objektivy

se zvétSenim 10x, 20x, 40x. Pouzité objektivy jsou vzdy uvedeny v popisku

fotografie.

Obrazek 2 - Svételny Mikroskop Leitz Wetzlar s pripojenou kamerou

Viytvareni preparatu

Pomucky: 2 jehly &i kancelarské sponky, podlozni a kryci skli¢ko, kyselina mlééna

(postaci i voda), vzorek plisné

Aby se daly plisné pozorovat ve zvétSeni, které nam umozniuje mikroskop, musela
jsem nejdfive vytvorit preparat. Ze vzorku plisné jsem odebrala pomoci jehly Ci

narovnaneé kancelarské sponky co nejmensi kus mycelia, nejlépe i se sporami.



Vzorek jsem pfenesla na podlozni sklicko a zakapla tekutinou. Ja jsem pouzivala
kyselinu mlé€nou obarvenou bavinovou modfi, protoZe jsou v ni vzorky trochu
vyraznéjsi. ObyCejna voda ale také stacila. Poté jsem vzorek pfiklopila krycim

sklickem a tim byl vzorek pfipraven k pozorovani.

Software

Ke zpracovani pofizenych fotografii jsem méla k dispozici software Lucia (Laboratory
Imaging s.r.0.), ktery slouzi k digitalni analyze obrazu se Sirokym uplatnénim od

biomediciny az po kriminalistiku. Pouzivala jsem ho na zpracovani veskeré obrazoveé
dokumentace mimo fotoaparat. V tomto programu jsem napfiklad upravovala nékteré

fotografie, porovnavala rozdily mezi fotografiemi a vytvarela sekvenci.

10



Pozorované plisné na potravinach

Vzorek 1- Jablko

Z jablka jsem izolovala na PDA jeden druh plisné. Podle podoby kolonii Ize usuzovat,
Ze jde o rod Fusarium, ale plisen nevytvofila konidie, proto ji nebylo mozné urcit s

jistotou.
Rod Fusarium

Plisné rodu Fusarium se vyskytuji pfevazné v ptdnich ekosystémech, kde se podili
na rozkladu organické hmoty. Cast druht se ale pfizptisobila i parazitizmu rostlin,
nékteré i zivoCichu, v€etné Clovéka.

Co se tyCe potravin a zemédélstvi, houba nej¢astéji kontaminuje rizné obilniny.
Nékteré druhy mohou uvolfiovat mykotoxiny (fumosiny), které mohou negativné
pusobit na zdravi konzumentt. Pod mikroskopem jsou zfetelné jeji podlouhlé
vicebunéc&né konidie tvaru pllmésice, ¢i srpku, podle kterych dostala i svUj Cesky

nazev — srpovnicka

Nékteré druhy rodu Fusarium se dnes pouzivaji k ziskavani mykoproteinu quorn,
ktery se pouziva jako nahrazka masa. Plisen je také pouzivana v asijské kuchyni

k fermentaci.

Tuto plisen jsem izolovala z natlu¢eného jablka (viz obr. 4). Jablko bylo vypéstovano

na zahradé bez chemického oSetreni.

Na agarovych miskach vytvofila plisen rizovoCervené kolonie s bilym myceliem (viz
obr. 3)
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Obrazek 3 - Pliseri izolovana z jablka na agaru PDA Obrazek 4 - Pavodni jablko napadené plisni

Vzorek 2 — Chléb

Penicillium

Jednim z nejbéznéjSich rodu plisni mirného a teplého klimatu je Penicillium. Tento
rod obsahuje asi 450 druhd a je velmi obtizné je rozeznat a urcit. V3echny Ize dnes
zaradit pouze pomoci molekularnich metod. Rozezname ji podle typickych
konidiofortl pfipominajicich Stétec (viz obr.5), podle kterych také plisen dostala ¢esky
nazev — stétickovec. Konidiofory mohou byt jednoduché nebo vétvené, podle typu
vétveni konidioforl se daji plisné zafadit do 4 podrodu. RozmnoZuje se v podstaté
jen pomoci nepohlavnich spor (netvofi telemorfy). Jeji konidie se vyskytuji skoro
vSude. Proto na tyto houby mizeme narazit velmi ¢asto jako na kontaminanty
potravin a prostfedi kolem nas. Ruzné druhy rodu Penicillium se pouZzivaji i

v potravinafském a farmaceutickém pramyslu.

v s

Nejznaméjsi je asi Penicillium camemberti, tvofici povrch napfiklad hermelinu. Rodu
Penicillium mdzeme dékovat i za syry niva (Penicillium roqueforti) nebo gorgonzola.
Velmi ¢asto se mUzeme takeé setkat s produkty plisné druhu Penicillium
chrysogenum, ktera se vyuZziva k izolaci jejiho mykotoxinu — penicilinu. Penicilin ma

antibakterialni efekt a jde o prvni Siroce pouzivané antibiotikum.

Nejen tento, ale i mnoho dalSich zastupcu tohoto rodu produkuje fadu mykotoxinu.
Nékteré mohou byt i nebezpeéné. Jednim z nejrozSifenéjSich mykotoxinu je patulin,

produkovany vétSinou plisni Penicillium expansum. Tento mykotoxin je vétSinou
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nalézan v ovoci a produktech z ného. Jeho nadmérna konzumace muaze zpusobovat
poSkozeni travici soustavy. DalSi vyznamné mykotoxiny jsou ochratoxiny A, B a C. Ty
se vyskytuji zejména v raznych obilninach, ale také v mase konzumentl napadené
potravy (napf. hospodarska zvifata). Jejich konzumace muize opét poSkozovat travici
trakt, ale také napfiklad ledviny. NejcitlivéjSi jsou na né&j prasata a dribez.

Z chlebu jsem izolovala mnoho zastupct rodu Penicillium. Tvofili zafivé bilé husté
porosty (viz obr 6, plisefi méla na agaru jiné zabarveni), svétlé zeleno-rizové a nebo

napf. zelenomodré prasné povlaky s velkym mnozstvim spor.

Obrazek 6 - Kolonie rodu Penicillium na FDA,

Obrazek 5 - Nevétveny konidiofor rodu Penicillium, foceno ShEaRn BT - )
pod mikroskopem, zvétseni 10x40 plisen odividné wytvofila spory, fak (ze usuzovat z
cetnych malych kolonii v okoli

Mucor (mucedo) a Rhizopus
Tyto dva rody jsou zastupci oddéleni Zygomycetes, fad Mucorales. Obé tvofi kulovité
vytrusnice (sporangia), podepiené rozsifenym, kaliSkovitym myceliem — kolumelou.

Rod Rhizopus je navic charakteristicky tvorbou rhizoidd, coz jsou pfichytna viakna.

Rod Mucor ¢ita asi 40 druht. Jeho kolonie tvofi objemné, rychle rostouci porosty.
Tato plisen je v kuchyni také velmi Casta. Setkat se s ni muzZete zejména na chlebu.
Na napadenych potravinach tvofi objemné bilé porosty s plodnicemi, rozeznatelnymi

i pouhym okem jako malé tmavé tecky.

Rod Rhizopus zahrnuje nejméné 8 druhu. V pfirodé patfi mezi bézné kontaminanty.
Nékteré rody tohoto druhu se vyuzivaji na fermentaci, konkrétné k vyrobé tempehu
nebo asijskych alkoholickych napojl. Jiné se vyuzivaji napf.: na vyrobu kyseliny

fumarové, pouzivané jako dochucovadlo.
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Plisenn mi také vyrostla na chlebu, bohuzZel se mi ji nepodafilo pfenést na agar,

protoZe byl kontaminovan rychle rostouci plisni rodu Penicillium a Epicoccum.

Epiccocum
Rod Epiccocum mi vyrostl na agaru, na ktery jsem pfenasela plisen rodu Mucor.

Plisné tohoto rodu tvofi okrové kolonie (viz obr. 7) a pokud vysporuluji tvofi Cervené

spory. Nejlépe se jim dafi pod UV svétlem.

Obrazek 7 - Okrové kolonie rodu Epicoccum na Zivné
pldé SDA

Aspergillus

Tento rod s Ceskym nazvem kropidlak je u nas také pomeérné bézny. Je to plisen

z oddéleni Ascomycetes a umi tvofit jak telemorfy (pohlavni stadium), tak anamorfy
(nepohlavni stadium). V teplejSich oblastech se bézné vyskytuje v padé v
rozkladajicich se biomasach. Jeho druhy pak zpUsobuji Skody tfeba ve skladech
obili. Z potravin se Casto objevuje v ceredliich, ofechach, kofenich a olejninach. V
napadenych potravinach pak mize produkovat nebezpecny mykotoxin — aflatoxin.
Ten patfi mezi jednomy z nejsilnéjSich karcinogenu (pfispiva ke vzniku nadoru) a
zpusobuje poskozeni jater. Neobjevuje se navic jen v napadenych potravinach, ale
napfiklad i v mléce zvirat, ktera zkonzumovala napadené krmivo. Proto je jeho
hladina v potravinach pfisné hlidana a limit pro potraviny je nyni 20 ug/kg. DalSim
vyznamnym mykotoxinem produkovanym plisnémi rodu Aspergillus je ochratoxin A
(jeho ucinky viz vySe v kapitole o Penicilliu). Spory nékterych zastupcu tohoto rodu

mohou také zpUlsobovat alergické reakce.
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Nékteré plisné rodu Aspergillus jsou dllezitou soucasti asijské kuchyné, kde se
plisni Aspergillus oryzae, které se dale pouzivaji na vyrobu sojové omacky, miso
pasty, alkoholického napoje sake a dalSich produktl. Aspergillus se pouziva i

v prumyslu k vyrobé organickych kyselin.

Ja jsem Aspergillus izolovala z chleba, na kterém se vyskytovalo hned nékolik jeho
druhu. Tvofil bud modrozeleny a hnédy povlak spor, nebo Zluté (viz obr 9), tmavé
olivové a 8erné porosty. Cerna plisefi by mohla byt Aspergillus niger a olivové zelena

zase napf. Aspergillus fumigatus.

Obrazek 10 - Konidie rodu Aspergifius, (kolonie 2
obr, 8), Foceno pod mikroskopem, zvétdeni 10x40

Obrazek 9 - Kolonie rodu Aspergillus (zluté), (modra
kontaminace rodem Penicillium) Pliseri byla pfenesena z
chleba na agar PDA, pliseri rostla pomalu, ale rychle vysporulovala (hodné malych kolonii)

Telemorfa rodu Aspergillus

Tuto formu plisné jsem objevila na chlebu. Tvofila Zluty porost, ktery upIné rozezral
Cast napadeného chleba (viz obr. 12). S pomoci pani doktorky Kubatové jsem ji urcila
jako plisen z oddéleni Ascomycetes; telemorfu rodu Aspergillus. Na rozdil od jiz
zminovanych zastupcu tohoto oddéleni, které se fadi do hub nedokonalych (Fungi
imperfecti), se tento druh rozmnoZzuje pohlavné. Pod mikroskopem bylo mozné

pozorovat velke, kulovité, vytrusnice s mnozstvim spor (viz obr.11).

Na agaru se bohuzel plisefi neuchytila a misto toho mi vyrostla pliser rodu
Penicillium, ktera pokryvala vétSinu chleba.
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Obrazek 11 - Kulovita vytrusnice rodu Eurotiales (anamorfa

rodu Aspergillus), foceno pod mikroskopem, zvétSeni 10x40 Euroliales (Aspergillus) - 2luté kolonie vievo dole.

Zbytek chleba pokryvaji kolonie rodu Penicillium a
anamorty Aspergifiu

Vzorek 3 - Mrkev

Alternarium

DalSi plisen, kterou jsem zdokumentovala, je z rodu Alternaria. Vzorek jsem izolovala
z mrkve, kde se vétSina z nas s touto plisni setkala v podobé Cernych skvrn. Plisen
se zaCala rozrustat uz v lednici, po vyndani se k ni pak pozdé&ji pfidaly dalsi druhy. Ty
po delSi dobé v teple nakonec rod Alternarium utlacily do ustrani. Plisen jsem
izolovala pomoci RA, na kterém se ji velmi dobfe dafilo a vytvofila husty Cerny

porost. Na PDA a SDA pak tvofila bilé mycelium s €ernym zrnitym povrchem.

Tato plisen je mozné urcit podle spor. Ty se tvofi pfimo na myceliu a pfipominaji

balicky zavazané provazkem — jsou rozdélené na vice €asti (viz obr.14).

Zastupci tohoto rodu se vyskytuji také prevazné v padé, mohou napadat rostliny a
jen vzacné zivocCichy. Na potravinach je ¢asto objevime na rdznych druzich zeleniny,
ale i na obilninach a ovoci. VétSina druht tohoto rodu rychle roste a tvofi tmavé, az
¢erné skvrny. Jeji konidie (spory vzniklé nepohlavné) se bézné nalézaji v ovzdusi

kolem nas.

U nékoho mohou ve vétSich koncentracich zpusobovat alergické reakce. Zaroven
mohou produkovat pomérné velké mnozstvi mykotoxinl a jak vdechovani spor, tak

konzumace napadenych potravin mize negativné ovlivnit zdravi ¢lovéka i zvifat. U

16

Obréazek 12 - Chieb nechany bez vody, felemorfa rodu



zvirat se napfiklad objevuje nador jicnu zplsobeny konzumaci krmiva
kontaminovaného mykotoxiny. U ¢lovéka mlze vdechovani spor zase zhorSovat
pohyb Fasinkového epitelu na sliznicich dychacich cest a vyvolat napf. sinusitidu

(zanét vedlejsich dutin nosnich).

DalsSi plisné na mrkvi
Jako dal$i se na mrkvi pozdéji objevil modrozeleny a bily povlak tvofeny plisni
Penicillium (viz Penicillium kapitola Vzorek 2) (viz obr. 13).

Dale se objevil Eerny povlak tvofeny sporami, jehoz plvod se mi bohuzel nepodafilo

urdcit.

Obrazek 13 - Mrkev napadena nékolika druhy plisni (Penicillium modrozeleny a bily, neuréeny povlak spor ¢erny
Alternarium téZ ¢erné)
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Vzorek 4 - Pomeranc

Penicillium

Na pomeranci jsem objevila jednu z nejznaméjsich plisni rodu Penicillium (o rodu viz.
kapitola u vzorku 2), zpUsobujici tzv. modrou hnilobu citrust (viz obr.15, 16). Tuto
konkrétni plisen jsem nalezla na pomeranci skladovaném v lednici. V chladu vytvofila
jen malou kolonii, ale po vynéti z chladu se velmi rychle rozrostla. Vytvofila na citrusu
modrozeleny povlak a pozdéji produkovala velké mnozstvi modrozelenych spor.
Stejnou plisen jsem nasla i na dal§im pomeranci a citrénu. Pravdépodobné se jedna
o druh Penicillium digitatum, pfipadné o Penicillium italicum, jehoz kolonie maji

olivovéjsi barvu. Oba druhy velmi ¢asto kontaminuji citrusy. Mimo né se mohou

objevovat napfiklad na ryzi, masu €i ofeSich.

Obréazek 15 - Pomeranc, pokryty plisni Penicillium. Obrazek 16 - Plisen Penicillium z pomeranée, pfenesand
Na obrazku je patrna hranice, kde jsou zralé spory na iivnou pudu PDA
(modrozelena c¢ast) a kde je jen mycelium.

Vzorek 5 —- Pomazankové maslo

Na pomazankovém maslu se vytvofily tmavé kolonie rodu Cladosporium. Na PDA a

SDA plisen vytvofila tmavé kolonie a vedle ni zaroven vyrostly kolonie kvasinek.
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Rod Cladosporium
Rod Cladosporium se fadi do oddéleni Ascomycota. Jeho spory jsou nejhojné&jSimi
sporami létajicimi v ovzdu$i. Tento rod obsahuje asi 770 druhd. Napada ovoce,

zeleninu, obilniny i masné vyrobky.

Spory rodu Cladosporium mohou vyvolavat alergické zachvaty, obzvlasté u lidi
s astmatem a dychacimi poruchami. Neprodukuji zadné vyznamné mykotoxiny, ale

mohou produkovat zapachajici t€kavé latky.

Plisné rodu Cladosporium obecné tvofi tmavé kolonie, coz se potvrdilo i u této plisné,
kdy byla kolonie tmavé Seda (viz obr. 17). Pod mikroskopem mizeme pozorovat
konidiofory na nichz vyrustaji fetizky zrajicich konidii, které se vétvi. Jsou ale velmi
kifehké, a proto se pfi pfipravé preparatu vétSinou rozpadaji. Konidie jsou ovalné,
mivaji hruby povrch a mohou byt vidét i mista, kde byly pfipojeny k fetizku (viz

obr 18).

Obréazek 17 - Kolonie rodu Cladosporium na agaru Obrazek 18 - Spory a éast mycelia rodu Cladosporium
SDA (tmavé Sedé kolonie), pliser vysporulovala, jak na konidiich si lze vidét zplodtélé misto kde byly
znaci i malé kolonie dole phichyceng ke konidiofory. Foceno pod mikroskopem,

zvetseni 10x40

Vzorek 6 — Kien
Ze kienu se mi na RMA podafilo izolovat druh rodu Fusarium (viz kapitola Vzorek 1).

Na ryZovo-mrkvovém agaru vytvofila plisefi jen tenky povlak podlouhlych srpkovitych

spor (viz obr. 19). Na pudé se zaroven vytvofily velké bubliny a vyduté.
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Na zZivné pldy jsem pak pfenasela plisen jiz izolovanou na RMA. Na obou vytvofila

bilé vlaknité mycelium.

Pozdéji pfi pfenaseni plisni na profesionalni agary uz byl vzorek pfili$ stary, a proto
se mi nepodafilo pfenést Zzadnou plisen, vyrostly mi na nich ale kolonie kvasinek. (viz
obr. 20).

Obrazek 20 - Kolonie kvasinek pfanesenych z

Obrézek 19 - Spory rodu Fusarium, izolovaného z kienu. ~Kfénu, kalonie na PDA
Foceno pod mikroskopem, zvétseni 10x40

Porovnani rastu plisni za riiznych podminek

Rlzné zivné pudy

V ramci prace jsem pfenasela plisné na 3 rlizné zivné pudy a porovnavala jejich rist.
Porovnavala jsem také podobu kolonii na riiznych ptdach.

RyZova Zivna puda

Na této padé se velmi dafilo vzorkim z mrkve rod Alternarium a kontaminant Mucor.
Druha jmenovana vytvofila jiz po 5 dnech porost, ktery zaplnil cely prostor mezi
Zivnou pudou a vickem nadoby. Plisné z pomerance se také rozrostly, i kdyz po
mnohem delSi dob& a do mnohem menSich objem(. Jejich agar byl navic
kontaminovan dalSi plisni rodu Alternarium a Cladosporium. Rod izolovany z kfenu
(Fusarium) vytvofil asi po 12 dnech tenky povlak po celé ploSe a tvofilo ho velké
mnozstvi spor. Zaroven vytvofil na agaru zvlastni bubliny. Oproti tomu druh

z pomazanky se skoro nerozrostl a jen se udrzoval pfi zivoté v misté pfenosu.

Zvlastni bylo, Ze puda s druhem z pomazanky zustala tekuta.
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Na druhou stranu, na nepouzité pudé, kterou jsem uchovavala v lednici, mi asi po 10
dnech vyrostla neznama plisen, a¢ byla nadoba pevné uzaviena. Pida neni
univerzalni, dafi se na ni jen nékterym plisnim. Spi$ nez na izolaci plisni, se puda

hodi na ziskavani vzorkd ze vzduchu.

PDA a SDA
Jak jsem jiz zminila, agar PDA je uzpusobeny pro rast saprotrofnich plisni (rostou na
organickych i neorganickych materialech), tudiz byl pro maj ucel lepSi. Oproti tomu

SDA je vyrobeny na péstovani patogennich plisni (ty, které napadaji ZivocCichy).
Tyto rozdily se ve vétsiné pfipadd vyznamné promitly na podobé kolonii.

Vétsina kolonii na PDA méla objemnéjSi porosty a €asto rostly i rychleji. Na SDA se

oproti tomu nékdy tvofily jen povlaky spor. Zaroven na PDA plisné ¢astéji sporulovaly

(vytvarely spory).

ROzné mnozstvi vody

Dalsi pokus, ktery jsem vyzkousela pfi zkoumani rliznych prostfedi, byl provadén
s chleby. Ctyfi krajice stejného chlebu jsem vlozila do igelitovych pytlickd, ke
kazdému jsem dala rizné mnozstvi vody a pytlicky jsem zavazala. Chleby byly

skladovany u okna v pokojové teploté.

Nejdfive se plisné rozrostly na chlebu s nejvéts§im mnozstvim pfidané vody. Zaroven
vytvofily nejvice mycelia na povrchu chleba a vznikla vétsi diverzita druht nez u
sussich krajicl (viz obr. 24). Porost tvofily pfevazné zastupci rodu Penicillium. Dale

se objevovaly kolonie rodu Aspergillus.

Na dalSich dvou se plisen vytvofila o par dni pozdéji. Diverzita byla také velka, i kdyz
ne tak jako u prvniho vzorku chlebu. Vzorek se vSak vyrazné liSil vzhledem porostu.
Na povrchu chleba se zdaleka nevytvorilo tolik mycelia, ale na prvni pohled bylo vidét

velké mnozstvi uvolfiujicich se spor.

VIh&i chleba byl také pokryt pfevazné plisnémi rodu Penicillium, rod Aspergillus se

vSak objevoval ¢etnéji a nasla jsem i zastupce rodu Mucor (viz obr 23).

Na chlebu ponechaném pouze s malym obsahem vody vyrostlo vyrazné vice
zastupcl rodu Aspergillus a Mucor ¢&i Rhizopus. Zaroven je povrch vice prasny (viz
obr. 22).
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Na poslednim krajici, ktery byl ponechan bez vody, se viditelna kolonie plisné utvofila
zase 0 néco pozdéji. Celkem vyrostly asi jen dva druhy plisné a viditelnou ¢ast houby
tvofil jen modrozeleny nebo Zluty povlak. Porost tvofily modrozelené kolonie rodu
Penicillium a Aspergillus, které uvolnovaly velké mnozstvi spor. V jednom misté
vyrostla také telemorfa z oddéleni Ascomycetes. Ta vytvofila Zlutozeleny porost,

ktery, na rozdil od dalSich porostu, vyhloubil do krajice pomérné velkou diru.

Ac se na suchém chlebu plisen vytvofila nejpozdéji, presto se objevila az prekvapivé

rychle, a to asi po 7 dnech.

Tento experiment bylo mozné z vybranych potravin jednoduse provadét pouze
s chlebem, protoze ostatni potraviny jiz v sobé obsahuji vodu a pfidani vody by tudiz

ruast pfili§ neovlivnilo.

Obrézek 21 - Chiéb skladovany bez piidané vody Obrazek 22- Chib s malym mnozstvim vody
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Obrazek 23 - Vzorek nechany s stfednim obsahem vody

Sekvence fotografii

Na sekvencnim videu je zachycen rist plisné izolované z jablka. Sekvence se sklada
z 42 fotografii focenych béhem 21 dnu — vzdy rano a vecer. Miska byla po celou

dobu foceni ve tmavém prostfedi a v pokojové teploté.

Plisen rostla na zivné pudé PDA a béhem foceni vytvofila Cervenobilé mycelium.
Spory se vSak bohuzel nevytvofily. Nejvétsi problém pfi foceni sekvence nastal kvuli
tomu, Ze se se vzorkem nesmélo béhem procesu foceni hybat, tudiz se nadoba
nemohla uzavirat folii. To spole€¢né se skutecnosti, Ze se miska musela dvakrat
denné otevirat kvuli foceni, vedlo k tomu, Ze byla miska na nékolika mistech

kontaminovana (vybér fotografii ze sekvence viz obr.25).
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Obrézek 25 - Sest vybranych obrazk( ze sekvence, 1 - uprostfed agaru, v misté naoékovani se za&ina tvorit
kolonie, 2 - kolonie se zacina rozrustat, dostava barvu a okolo se tvori dal$i kolonie, 3 - kolonie se zvétsuji a
postupné cervenaji, 4 - kolonie ziskavaji vinovou barvu a na levé strané agaru se tvofi kontaminace (Cervené jsou
kvasinky, ¢erné pliseri, mozna Cladosporium), 5 - na krajich kolonii se tvori bilé mycelium a zacinaji byt patrné
hranice kolonii, 6 — posledni snimek sekvence
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Prehled pozorovanych plisni
Jednim z mych vystupu je pfehled béznych plisni nalezenych na potravinach.
Pfehled ma 2 stran a je doplnén mymi autorskymi mikroskopickymi i

makroskopickymi fotografiemi.

Popisuji v ném zakladni informace k 7 nejastéjSim roddm plisni, kontaminujicich

potraviny se na potravinach.

Pfehled byl pro ucely vyuky pfipraven k tisku a je k dispozici v pfiloze.

Zaver

Béhem své profilové prace jsem izolovala plisné ze Sesti rliznych potravin a co
nejpfesnéji jsem je urcila. Z potravin jsem izolovala celkem 10 druhu plisni a kazdou
jsem prenesla na dva druhy zivnych pld. Pozorovala jsem poté, jak se li§i vzhled

kolonii na obou pudach.

Ruist jedné z plisni jsem zdokumentovala pomoci sekvenéniho videa, které je

soucasti profilové prace.

Dale jsem porovnala, jak ovliviiuje mnozstvi vody rust plisni na chlebu. Lze shrnout,
Ze s pfibyvajici vihkosti skladovani se urychlovalo uchyceni plisni a stoupala

rozmanitost zachycenych druhu.

VSechny pokusy jsem podrobné fotograficky zdokumentovala makrofotografiemi a
plisné jsem nafotila pod mikroskopem. Soucasti profilové prace je mnou vypracovany
prehled nalezenych plisni. Nakonec jsem vytvofila tisknutelny pfehled béznych plisni

na potravinach.

Na moji praci by bylo mozné v budoucnu navazat zkoumanim dalSich druh( potravin
nebo podrobnéjSim zkoumanim toho, jak okolni prostredi ovlivhuje rychlost objeveni

se plisni a jejich diverzitu.

25



Zdroje

1)

2)

3)

9)

6)

7)

8)

9)

SEDLAROVA, M., VASUTOVA, M., PETRZELOVA, . a kol. Atlas houbovych
organizmu. Oddéleni fytopatologie Katedry botaniky PfF UP v Olomouci
Stranka — askomycety — dostupné z:
http://old.botany.upol.cz/atlasy/system/Ascomycetes.php

KUBATOVA, Alena: Atlas mikroskopickych saprotrofnich hub (Ascomycota)
(2006), dostupné z
https://www.natur.cuni.cz/biologie/botanika/veda-a-vyzkum/atlas-mikroskopick
ych-saprotrofnich-hub-ascomycota

Mykotoxiny — heslo dostupné z
https://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/76672.aspx

TVRZOVA, Ludmila, CHUMCHALOVA Jana, NEMEC Miroslav, PACOVA
Zdenka, SAVICKA Dana, KUBATOVA Alena a PATAKOVA Petra. Miniatlas
mikroorganismu [online]. 1. vyd. Brno: Masarykova univerzita, 2006 [cit.
2022-11-09]. Elportal. Dostupné z: http://is.muni.cz/elportal/?id=702650.
ISSN 1802-128X.

Kurs 7 - plisné v potravinach: Plisné, potraviny a pokrmy v provozovnach
stravovacich sluZzeb [online]. Hradec Kralové: KHSHK, 2016 [cit. 2022-11-09].

Dostupné z: http://www.khshk.cz/e-learning/kurs7/obsah_kurzu.html

KUBATOVA, Alena. Houby v nasich domacnostech aneb o &em doma vite i
nevite. Ziva. 2012, 2012(5), 224 - 228.

OSTRY, Vladimir. Mikroskopické vlaknité houby: Uginky mykotoxin( na lidské
zdravi. Vesmir. 2000, 2000(79), 187 - 189.

Aspergillus. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco:
Wikimedia Foundation, 2022 [cit. 2022-11-09]. Dostupné z:
https://en.wikipedia.org/wiki/Aspergillus

JELINEK, Jan a Vladimir ZICHACEK. Biologie pro gymnézia: (teoretické a
prakticka ¢ast). 12. vydani. Olomouc: Nakladatelstvi Olomouc, 2021. ISBN
978-80-7182-345-2.

10)MALIR, Frantisek a Vladimir OSTRY. Viaknité Mikromycety (plisné),

mykotoxiny a zdravi ¢lovéka. Brno: Narodni centrum oSetfovatelstvi a
nelékarskych zdravotnickych oboru, 2003. ISBN 80-7013-395-3.

26


http://botany.upol.cz/
https://www.natur.cuni.cz/biologie/botanika/veda-a-vyzkum/atlas-mikroskopickych-saprotrofnich-hub-ascomycota
https://www.natur.cuni.cz/biologie/botanika/veda-a-vyzkum/atlas-mikroskopickych-saprotrofnich-hub-ascomycota
https://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/76672.aspx
http://www.khshk.cz/e-learning/kurs7/obsah_kurzu.html
https://en.wikipedia.org/wiki/Aspergillus

P¥ilohy

Priloha 1 — zameér profilové prace

Pfiloha 2 — tisknutelny pfehled béznych plisni pro vyukové ucely
Pfiloha 3 — sekvencni video rustu plisné rodu Fusarium

Pfiloha 4 — album fotografii
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