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ABSTRACT

In 2002-2004 a mycological examination of corn — transgenic and nontransgenic hybrids from
two localities (Praha — Ruzyné¢ and Ivanovice na Hané) was made. The main aim was isolation of
toxigenic fungi, especially Aspergillus, Fusarium and Penicillium species. The study material
included five hybrids of maize - Bt-maize (enrichment with delta-endotoxin from soil bacteria
Bacillus thuringiensis), nontransgenic hybrids with parasitic wasp Trichogramma, for biological
control of ECB and between hybrids without any protection. In total, 84 taxa of microfungi were
identified, 8 species belong to genus Aspergillus, 18 species to genus Fusarium and 25 species to
genus Penicillium. A similar complex of micromycetes was recorded on Bt maize compared to
the nontransgenic hybrids, but the frequency of toxigenic species was significantly reduced in Bt-
maize when compared to mean of all nontransgenic hybrids. Bt-maize was found to be infected
by toxigenic micromycetes at a lower level compared to nontransgenic hybrids and grain was
found to contain lower amounts of three selected mycotoxins (FUM, DON and ZEA).
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ABSTRAKT

V letech 2002-2004 byl provadén prizkum mykobioty transgenni a netransgenni kukufice na
dvou lokalitach (Praha-Ruzyné¢ a Ivanovice na Hané). Hlavnim cilem byla izolace toxinogennich
mikromycetl, predev§im druhl rodu Aspergillus, Fusarium a Penicillium. Studovano bylo pét
variant kukufice — Bt-kukufice (obohacena o 6-endotoxin zpludni bakterie Bacillus
thuringiensis), netransgenni hybridy s biologickou ochranou pomoci parazitické vosicky rodu
Trichogramma a hybridy kukufice bez ochrany. Celkem bylo izolovano 84 taxoni hub, z toho 8
druhti patfilo do rodu Aspergillus, 18 druhit do rodu Fusarium a 25 druhti do rodu Penicillium.
Na vSech hybridech kukutice bylo izolovano podobné spektrum mikromycetd, ale na Bt-kukufici



byly frekvence potencidlné toxinogennich mikromycetli vyrazné nizsi. Bylo zjiSténo, ze Bt-
kukufice je napadana mikromycety méné nez netransgenni hybridy kukufice a byl zjistén u Bt-
kukufice také nizsi obsah vybranych mykotoxini (FUM, DON a ZEA).

Kli¢ova slova: kukufice, Bt-kukufice, Bacillus thuringiensis, toxinogenni mikromycety,
Fusarium, Penicillium, Ostrinia nubilalis, ECB, biologicka ochrana, Trichogramma, mykotoxiny

UvVOD

Zavije¢ kukutiény (ECB) je nejvyznamnéjsi Skiidce kukufice ve stiedni Evropé (Magg et
al., 2003). Napadeni kukufice zavije¢em se na uzemi CR uZ tietim rokem za sebou zvysilo a
v roce 2003 bylo v né€kterych oblastech extrémné vysoké. Nejvice napadena byla oblast stfedni a
vychodni Moravy (Bagar, 2004). Housenky zavijec¢e kukuficného zpiisobuji Skody svym Zirem ve
stéblech, ptipadné v palicich kukufice (Rotrekl, 2004). Dalsi Skody jsou zplsobeny tim, ze
poranéni umoziuji vstup ptivodcim houbovych chorob do rostliny. Zde spoc¢iva nejvétsi riziko
v tom, ze nékteré houby, zejména rodu Fusarium, produkuji toxické latky (mykotoxiny), které
maji neptiznivy vliv na zdravotni stav hospodaiskych zvitat (Bagar, 2002). Mykotoxiny patii
biologickych uc¢inkli. Tyto ucinky piedstavuji pro ¢lovéka a hospodarska zvifata vyznamna
zdravotni rizika, jejichz dosah neni dodnes komplexné zhodnocen (Ostry et Ruprich, 1996; Barta
et al., 1998). Biologické ucinky mykotoxinti jsou akutni a chronickd toxicita, cytotoxicita,
neurotoxicita, imunosupresivni u¢inky, teratogenita, mutagenita, karcinogenni a kancerostatické
ucinky (Betina, 1990).

Nejzavaznéjsi Skody nejen na porostech kukufice, ale 1 ndsledné na kvalit¢ produktt
zpusobuji houby rodu Fusarium. Nejdulezitéjsi druhy, které¢ napadaji kukufici a jsou potencialni
producenti mykotoxinii ve stiedni Evropé jsou Fusarium graminearum, F. culmorum,
F. subglutinans a F. poae, pticemz F. graminearum dominuje v jiznich oblastech, zatimco
severnéji se vyskytuje F.culmorum. Druh F. subglutinans je nejvice rozsifen v oblastech
s vysokym napadenim kukufice zavijeCem (Kokaisl et Prokes, 1997).

Stale vice pouzivanou pfimou ochranou proti zavije¢i kukuficnému je biologicka ochrana
pomoci parazitické vosi¢ky rodu Trichogramma. Drobna vosi¢ka Trichogramma evanescens
(drobnénka vejcozrava) je vajecny parazitoid, ktery klade vajicka do vajicek hostitelskych druhti
motyld (Bagar, 2002).

Jednou ze soucasnych metod snizeni ztrat vynost kukufice zpusobené zavijeCem
kukuficnym je vyuzivani kukufice rezistentni k zavije¢i kukuficnému — Bt-kukufice. Tato
kukufice nese ve své genetické vybaveé gen ziskany od bakterie Bacillus thuringiensis (Bt), ktery
indukuje v rostliné produkci delta-endotoxinu, letdlniho pro sktidce. Rostlina se tak proti nému
chrani sama, a to po celou dobu vegetace (Jirsak et Bal§anek, 1999). Srovnavaci studie (Magg et



al. 2001, 2002), ukazuji vyrazné nizsi obsah mykotoxind u transgennich hybridi kukutice. Gatch
et Munkvold (2002) také uvadéji vyrazné nizsi napadeni stébel Bt-kukutice druhy Fusarium
verticillioides, F. proliferatum, F.subglutinans nez u ostatnich hybridd kukufice, jak pfi
sledovani pfirodni infekce larvami, tak v infekénich pokusech se zavijeCem kukufiénym.
Clements et al. (2003) rovnéz uvadéji, ze Bt-kukufice, obsahujici Cry 1Ab protein v obilkdch
a pletivech, vykazuje mensi koncentrace fumonisini a snizeni hniloby palic kukufice. Také
Munkvold et al. (1997, 1999) v experimentech shodné zjistili u Bt-kukufice niz$i koncentrace
fumonisint, snizeni napadeni palic a stébel zastupci rodu Fusarium.

MATERIAL A METODIKA

V priibéhu let 2002-2003 byly provedeny odbéry palic kukufice s viditelnym pozerkem od zavijece
kukufiéného a s patrnym myceliem na povrchu kukufice (Zea mays L.) v rizném stupni zralosti ze dvou
lokalit v Ceské Republice, a to z Ivanovic na Hané a z Prahy-Ruzyné. Lokalita Ivanovice na Hané se
nachazi v oblasti typické pro péstovani kukufice na zrno s pravidelnym vysokym vyskytem zavijece
kukufi¢ného. Lokalita Praha-Ruzyné se nachazi v okrajové oblasti péstovani kukufice na zrno
s nepravidelnym Skodlivym vyskytem zavijeCe kukufi¢éného. Ve vSech experimentech bylo pfirozené
napadeni porostl zavijecem kukufiénym. Na obou lokalitach byly polni pokusy ve vSech letech za sebou
provadény na stejné plose, jako monokultura kukufice. Pouze u Bt-kukufice byly odebirany palice
s mechanickym poskozenim nebo viditelnym myceliem na povrchu. V pribéhu vegetace se jednalo
o0 odbéry predskliziové a kratce po sklizni, ususeni a uskladnéni obilek o odbéry poskliziiové.

Na kazdé lokalité byly pouzity 3 strategie ochrany vici zavije¢i kukutficnému: 1) insektrezistentni Bt-
kukutice MON 810, tj. geneticky modifikovana kukufice s vnesenym genem z pudni bakterie Bacillus
thuringiensis (genetickd ochrana), 2a) hybrid Monumental-izolinie bez Bt-toxinu (kontrolni varianta —
agrotechnicka ochrana), 2b) hybrid Monumental-izolinie bez Bt-toxinu biologicky osetfen proti zavijeci
kukufi¢nému pomoci parazitické vosicky rodu Trichogramma (biologicka ochrana), 3a) hybrid Raissa -
nachylny k zavije¢i kukufiénému ze sortimentu hybridd povolenych v CR (kontrolni varianta —
agrotechnicka ochrana), 3b) hybrid Raissa biologicky oSetfeny pomoci parazitické vosicky rodu
Trichogramma (biologicka ochrana).

Pro zjisténi druhového spektra mikromycetii byly pouzity metody: pfima izolace viditelného mycelia
z povrchu palice (pfenos mycelia patrného pod binokularni lupou sterilni jehlou z povrchu palice na
izola¢ni média) a metoda omyti obilek (nahodn¢ vybrané tii obilky z palice byly nasledné ponotfeny do 5
ml sterilni vody a po dobu 2 minut tfikrat tfepany v ultrasonické tiepacce). Omyté obilky byly pieneseny
sterilni pinzetou na izola¢ni média. Pro izolaci mikromyceti z uskladnéné kukufice byla pouzita metoda
omyté a neomyté obilky. Jako zakladni izola¢ni média byla pouzita: agar se sladovym extraktem (MEA),
kukufi¢ny agar (CMA) a pidni agar s gluk6zou a bengalskou ¢erveni (SEGA). Petriho misky s izola¢nimi
médii byly inkubovany v termostatu ve tmée pii 25°C.

Pii druhové identifikaci zastupcl rodu Aspergillus a Penicillium byla pouzita média MEA, CZ (Czapkiv
agar), CYA (Czapkutv agar s kvasni¢nym extraktem), DG 18 (agar s dichloranem a 18% glycerolu), AFPA



(Aspergillus flavus a parasiticus agar). K determinaci zastupct rodu Fusarium byla pouzita média:
specialni zivny agar (SNA), ovesny agar (OA) a bramboro-dextrozovy agar (PDA). Jako urdovaci
literatura slouzila Booth (1971), Brayford (1993), Burgess et al. (1988), Gerlach et Nirenberg (1982), Pitt
(1979, 1991), Ramirez (1982), Raper et Fennell (1965), Raper et Thom (1949), Samson et al. (1996)
a Seifert (1996).

V obilkach kukufice bylo provedeno imunoenzymatické stanoveni obsahu mykotoxinii soupravami
ELISA s kalibraci certifikovanymi standardy. Celkem bylo analyzovano 50 vzorku, jako vzorky slouzily
namleté kukufi¢né obilky. Analyzovany byly mykotoxiny: deoxynivalenol (DON), T-2 toxin, fumonisiny
(FUM), zearalonon (ZEA) a aflatoxiny (AF). Testy ELISA byly provedeny ve Vyzkumném ustavu
picninaiském v Troubsku.

Ziskana data byla zpracovana metodami mnohorozmérné statistické analyzy v programu Canoco.

VYSLEDKY A DISKUZE

Celkem bylo provedeno 29 odbérl a zpracovano 315 vzorkt kukufice s hlavnim cilem posoudit vliv
napadeni kukufice zavijeCem kukuficnym na naslednou kontaminaci toxinogennimi houbami, ale také
zhodnotit vliv typu lokality, varianty pokusu a jejiho oSetieni na celkovou skladbu mykobioty obilek.

Tato prace byla zaméfena hlavné na sledovani zastoupeni hlavnich producenti mykotoxinti, tedy rodt
Aspergillus, Fusarium a Penicillium, ostatni izolované kmeny byly v mnoha pfipadech urCovany pouze na
urovni rodd. Také zhodnoceni vyskytu izolovanych druht se tyka pouze zastupci vyse uvedenych rodu.

Izolovano bylo celkem 83 taxonti mikroskopickych hub nalezejicich do 25 rodi, véetné neurcenych
mycelii. VétSina izolovanych druhti patii do oddéleni Ascomycota a Zygomycota. Z celkového poctu

mikromycetdl bylo izolovano 51 druhii toxinogennich rodt Aspergillus (8 druht), Fusarium (18 druhlt)

a Penicillium (25 druht).

Soupis vSech izolovanych taxonti hub.

Acremonium strictum W. Gams
Acremonium sp. div.

Alternaria alternata (Fr.) Keissl.
Alternaria tenuissima (Kunze) Wiltshire
Aspergillus flavus Link

Aspergillus fumigatus Fresen.

Aspergillus niger Tiegh.

Aspergillus ochraceus K. Wilh.

Aspergillus sclerotiorum G. A. Huber
Aspergillus ustus (Bainier) Thom et Church
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab.
Aspergillus sp.

Chaetomium globosum Kunze
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A.deVries
Cladosporium herbarum (Pers.) Link
Cladosporium sphaerospermum Penz.
Epicoccum nigrum Link

Eurotium rubrum Jos. Konig et al.
Fusarium acuminatum Ellis et Everh.
Fusarium avenaceum (Corda) Sacc.

Fusarium cf. avenaceum (Corda) Sacc.

Fusarium culmorum (W. G. Sm.) Sacc.

Fusarium dimerum Penz.

Fusarium cf. equiseti (Corda) Sacc.

Fusarium graminearum Schwabe

Fusarium oxysporum Schltdl.

Fusarium poae (Peck) Wollenw.

Fusarium proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex Gerlach et
Nirenberg

Fusarium sambucinum Fuckel

Fusarium solani (Mart.) Sacc.

Fusarium cf. solani (Mart.) Sacc.

Fusarium sporotrichioides Sherb.

Fusarium subglutinans (Wollenw. et Reinking) P. E.
Nelson, Tousson et Marasas

Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg
Fusarium tricinctum (Corda) Sacc.

Fusarium sp. div.

Geomyces pannorum (Link) Sigler et J. W. Carmich.
Geosmithia putterillii (Thom) Pitt

Geotrichum candidum Link

Gonatobotrys simplex Corda

Hormiactis sp.



Mucor circinelloides Tiegh. Penicillium purpurogenum var. rubri-sclerotium Thom

Mucor hiemalis Wehmer Penicillium simplicissimum (Oudem.) Thom
Mucor sp. div. Penicillium cf. spinulosum Thom

Paecilomyces cf. lilacinus (Thom) Samson Penicillium thomii Maire

Penicillium brevicompactum Dierckx Penicillium cf. variabile Sopp

Penicillium canescens Sopp Penicillium viridicatum Westling

Penicillium citreonigrum Dierckx Penicillium sp. div.

Penicillium crustosum Thom Penicillium sp. (subg. Aspergilloides)
Penicillium digitatum (Pers.: Fr.) Sacc. Phialophora fastigiata (Lagerb. et Melin) Conant
Penicillium expansum Link Phoma sp.

Penicillium griseofulvum Dierckx Rhizopus arrhizus A. Fisch.

Penicillium hordei Stolk Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill.

Penicillium chrysogenum Thom Rhizopus sp.

Penicillium islandicum Sopp Scopulariopsis brumptii Salv.-Duval

Penicillium cf. islandicum Sopp Spiniger meineckellus (A. J. Olson) Stalpers
Penicillium minioluteum Dierckx Talaromyces trachyspermus (Shear) Stolk et Samson
Penicillium cf. minioluteum Dierckx Trichoderma sp.

Penicillium oxalicum Currie et Thom Verticillium sp. div.

Penicillium pulvillorum Turfitt Ulocladium chartarum (Preuss) E. G. Simmons
Penicillium purpurogenum Stoll mycelia sterilia

Penicillium cf. purpurogenum Stoll arthrosporickd houba

Nejcastéji byly izolovany ze zastupcti rodu Aspergillus druhy Aspergillus versicolor (frekvence
vyskytu 17,0%), Aspergillus fumigatus (6,5%), Aspergillus ochraceus (6,1%), Aspergillus flavus (4,8%),
ze zastupct rodu Fusarium se nejcastéji vyskytovaly druhy Fusarium verticillioides (40,0%), Fusarium
subglutinans (34,4%), Fusarium proliferatum (19,1%), Fusarium oxysporum (12,2%) a F.
sporotrichioides (5,2%) a ze zéastupcii rodu Penicillium se nejCastéji vyskytoval druh Penicillium
crustosum (7,4%). V Tab. 1 jsou uvedeny druhy mikroskopickych hub rodd Aspergillus, Fusarium
a Penicillium izolované ze vzorkl kukufice z ptfedskliziiovych a poskliznovych odbérti z lokalit Praha-
Ruzyné a Ivanovice na Hané v letech 2002-2003.

Tab. 1 — Druhy mikroskopickych hub rodii Aspergillus, Fusarium a Penicillium izolované ze vzorkii
kukurice z predskliziiovych a poskliziiovych odbéri z lokalit Praha-Ruzyné a Ivanovice na Hané v letech
2002-2003. Zvyraznéné druhy se vyskytovaly ve vice nez 10 vzorcich. Frekvence vyskytu druhu je

vypoctena z celkového poctu 230 vzorkii.

Pocet Frekvence F. graminearum 1 0,4
Izolované taxony vzorkti  vyskytu % F. oxysporum 28 12,2
Aspergillus flavus 11 4,8 F. poae 6 2,6
A. fumigatus 15 6,5 F. proliferatum 44 19,1
A. niger 2 0,9 F. solani 1 0,4
A. ochraceus 14 6,1 F. sporotrichioides 12 5,2
A. sclerotiorum 4 1,7 F. subglutinans 79 34,4
A. versicolor 39 17,0 F. tricinctum 1 0,4
A. sp. 1 0,4 F. verticillioides 92 40,0
FEurotium rubrum 2 0,9 F. sp. div. 9 3,9
Fusarium acuminatum 1 0,4 Penicillium
F. avenaceum 4 1,7 brevicompactum 5 2,2
F. cf. avenaceum 1 0,4 P. canescens 1 0,4
F. culmorum 2 0,9 P. citreonigrum 1 0,4
F. cf. equiseti 1 0,4 P. crustosum 17 7,4




P. digitatum 1 0,4
P. expansum 4 1,7
P. hordei 9 3,9
P. chrysogenum 7 3,0
P. islandicum 2 0,9
P. cf. islandicum 2 0,9
P. minioluteum 3 1,3
P. cf. minioluteum 2 0,9
P. oxalicum 5 2,2
P. pulvillorum 2 0,9
P. purpurogenum 3 1,3
P. cf. purpurogenum 1 0,4
P. purpurogenum

var. rubrisclerotium 7 3,0
P. cf. spinulosum 1 0,4
P. cf. variabile 1 0,4
P. sp. div. 6 2,6
Talaromyces

trachyspermus 1 0,4




Tab. 2 — Frekvence vyskytu izolovanych druhii na variantich pokusu z lokality Praha-Ruzyné z odbérii

predsklizinovych a poskliziiovych v letech 2002 a 2003. Zvyraznéné jsou druhy, jejichz frekvence

vyskytu presahovala priumér nad 5%. Vysvétlivky - varianty pokusu: 1 - Bt-kukurice, 2 - Raissa, 3 -

Raissa + Trichogramma, 4 - Izolinie, 5 - Izolinie + Trichogramma, L1 — lokalita Praha-Ruzyne, L2 —

lokalita Ivanovice na Hané

Varianta pokusu 5 Primér
Lokalita L1 2| 2o 2o 2o 2] L2
Druh houby

Aspergillus flavus 0 0 14,6 0 4,2 0 0 0 2,1 231 42 | 0,5
Aspergillus fumigatus 42 |1 23 |1 42 | 23163 | 45| 42 | 45 0 0 38 | 2,7
Aspergillus niger 0 0 2,1 2.3 0 0 0 0 0 0 04 | 05
Aspergillus ochraceus 42 |1 23 1104 | 68 | 2,1 0 2,1 0 0 2.3 38 |23
Aspergillus sclerotiorum 2,1 0 4,2 0 2,1 0 0 0 0 0 1,7 0
Aspergillus versicolor 1251141 63 [ 159])146 | 23] 6,3 | 6,8 | 2,1 6,8 | 84 | 8,6
Aspergillus sp. 0 0 0 0 0 0 2,1 0 0 0 0,4 0
FEurotium rubrum 0 0 0 0 0 0 0 0 2,1 2.3 04 | 05
Fusarium acuminatum 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.3 0 0,5
Fusarium avenaceum 2,1 0 2,1 0 0 0 0 0 2,1 2.3 1,3 | 0,5
Fusarium cf. avenaceum 2,1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,4 0
Fusarium culmorum 0 0 0 4,5 0 0 0 0 0 0 0 0,9
Fusarium cf. equiseti 0 0 0 0 0 2.3 0 0 0 0 0 0,5
Fusarium graminearum 0 0 0 0 0 0 0 0 2,1 0 0,4 0
Fusarium oxysporum 6,3 | 4,5 0 13,6 ] 2,1 | 6,8 | 2,1 | 9,1 0 1821 2,1 |104
Fusarium poae 2,1 0 0 0 2,1 | 45 0 4.5 0 0 08 | 1,8
Fusarium proliferatum 2,1 | 2,3 83 | 13,6 10,4 | 182)] 104 | 4,5 | 104 | 13,6 | 83 |104
Fusarium solani 0 0 0 0 0 0 0 0 2,1 0 0,4 0
Fusarium sporotrichioides 2,1 0 0 0 42 | 23 6,3 6,8 | 2,1 0 29 | 1,8
Fusarium subglutinans 6,3 2271 2,1 | 25,0 0 31,8 1 4,2 | 34,1 0 52,31 2,5 [33,2
Fusarium tricinctum 0 0 2,1 0 0 0 0 0 0 0 0,4 0
Fusarium verticillioides 6,3 |1 20,5354 |227|27,1|364] 83 |205]| 2,1 | 159 ] 15,8 [23,2
Fusarium sp. div. 2,1 0 0 45142 | 23| 42 | 2,3 0 0 2,1 | 1,8
Penicillium brevicompactum 2,11 231 2,1 0 0 0 0 2.3 0 2.3 08 | 1,4
Penicillium canescens 0 0 0 0 2,1 0 0 0 0 0 0,4 0
Penicillium citreonigrum 0 2.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,5
Penicillium crustosum 2,1 0 8,3 9,1 2,1 6,8 | 2,1 4,5 0 2.3 29 | 45
Penicillium digitatum 0 0 0 0 0 0 0 0 2,1 0 0,4 0
Penicillium expansum 0 2.3 0 2.3 2,1 0 0 0 0 2.3 04 | 14
Penicillium hordei 2,1 0 2,1 0 6,3 0 42 | 23 0 23129 |09
Penicillium chrysogenum 6,3 0 2,1 0 2,1 231 2,1 0 0 0 2,5 10,5
Penicillium islandicum 0 231 2,1 0 0 0 0 0 0 0 04 | 05
Penicillium cf. islandicum 0 0 0 4.5 0 0 0 0 0 0 0 0,9
Penicillium minioluteum 2,1 0 0 0 2,1 2.3 0 0 0 0 0,8 | 0,5
Penicillium cf. minioluteum 2,1 0 0 0 0 0 0 0 0 2.3 04 | 05
Penicillium oxalicum 0 0 0 0 6,3 0 0 2.3 0 2.3 1,3 | 0,9
Penicillium pulvillorum 0 0 0 0 2,1 0 0 0 2,1 0 0,8 0
Penicillium cf. purpurogenum | 0 0 0 2,3 0 0 0 0 0 0 0 0,5
Penicillium purpurogenum 2,1 0 2,1 2.3 0 0 0 0 0 0 0,8 | 0,5
Penicillium  purpurogenum

var. rubrisclerotium 2,1 0 0 0 2,1 0 4,2 0 6,3 0 2,9 0
Penicillium cf. spinulosum 0 0 0 0 0 2.3 0 0 0 0 0 0,5
Penicillium cf. variabile 0 0 0 0 2,1 0 0 0 0 0 0,4 0
Penicillium sp. div. 0 0 0 0 0 0 63 | 23 | 42 0 2,1 10,5
Talaromyces trachyspermus 0 0 0 0 0 2.3 0 0 0 0 0 0.5
Celkem druhtt mikromycetil 21 11 17 15 21 15 15 14 13 16 36 33




V Tab. 2 jsou uvedeny celkové frekvence vyskytu druhd, které byly izolovany po oba roky na
lokalit¢ Praha-Ruzyné a Ivanovice na Hané v predsklizovych a poskliziovych odbérech na
jednotlivych variantach pokusu. V nejvice vzorcich se na lokalit¢ Praha-Ruzyné vyskytovaly druhy
Aspergillus versicolor (8,4%), Fusarium proliferatum (8,3%) a F. verticillioides (15,8%), na lokalité
Ivanovice na Hané se nejvice vyskytovaly druhy Aspergillus versicolor (8,6%), Fusarium oxysporum
(10,4%), F. proliferatum (10,4%), F. subglutinans (33,2%) a F. verticillioides (23,2%).

Mykotoxiny

V roce 2002 nebyl v obilkach Bt-kukufice detekovan v zadném vzorku z obou lokalit ani jeden ze
¢tyt hodnocenych mykotoxint. Vyskyt mykotoxind byl vyssi v obilkach kukufice z lokality Ivanovice
na Hané neZ v obilkach z lokality Praha-Ruzyné. Z obilek z lokality Ivanovice na Hané byl zjistén
vyskyt vSech ¢tyf hodnocenych mykotoxinti (ZEA, DON, T-2 toxin, FUM). Nejvyssi frekvence
vyskytu i primérné hodnoty vyskytu byly zjistény u toxinu DON. Z obilek kukutice z lokality Praha-
Ruzyné byly zjistény pouze mykotoxiny ZEA a DON.

V roce 2003 byly zjistovany mykotoxiny produkované zastupci rodu Fusarium (ZEA, DON,
FUM) a Aspergillus (AFL). V zadném z analyzovanych vzorkl nebyly zjistény mykotoxiny nad jejich
detekovatelnou hladinou (LOQ — Limit for quantification).

Vliv proménnych prostredi

Postupny vybér nezavislych proménnych prostfedi v RDA analyze (Redundancy analysis) pomoci
Monte Carlo permutaénich testd byl pouzit pro zjisténi, které proménné prostiedi jsou nejvice dilezité
pro mykobiotu kukufice. Z analyzy vyplyva, ze 38% celkové variability mykobioty kukutice lze
vysvétlit proménnou prostifedi — roky, tedy mykobiota kukufice byla nejvice rozdilna v jednotlivych
rocich. Statisticky prukazny je i vliv ostatnich proménnych prostiedi. Typ odbéru (piedskliznovy,
posklizitovy) vysvétluje 25% celkové variability mykobioty, dalsi vliv ma i lokalita (22%) a varianta
pokusu (11%). Nejmensi vliv na vysvétleni variability mykobioty kukufice ma pouziti rozdilné

metodiky.

Vliv roku, typu odbéru a lokality

Z ptimych technik mnohorozmémé analyzy byla zvolena analyza RDA. Testovala se zavislost
mykobioty na typu odbéru, lokalité a roku. Test kanonickych os vysel prikazny u vSech testovanych
proménnych (P-value = 0,002). Pfi testovani prikaznosti u variant pokusu, vyslo P-value 0,554, tedy
jde o neprukazny vliv této proménné prostfedi na mykobiotu kukufice.

Pfi analyze proménné roky, byly jako kovariaty pouzity lokalita a varianta pokusu. V obr. 1 je
oddélen druh Fusarium verticillioides, dale F. culmorum, Penicillium minioluteum, P. purpurogenum
var. rubrisclerotium, P. oxalicum, které se vyskytovaly jen vroce 2003. Jen vroce 2002 se
vyskytovaly druhy P. hordei, P. islandicum, A. flavus, A. sclerotiorum. Druhy A. niger, P. sp.,
P. pulvillorum, Fusarium avenaceum se vyskytovaly v obou letech. Druhy se vzdalenymi Sipkami od

proménné prostiedi se vyskytovaly v obou letech, ale byly ovlivnény dal$imi proménnymi prostiedi.
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Obr. 1 - Graficky vystup z primé analyzy RDA. Zndzornéni pozice jednotlivych druhii ve vztahu k
proménné prostredi — roku.
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Obr. 2 - Graficky vystup z primé analyzy RDA. Zndzorneni pozice jednotlivych druhit ve vztahu k
promeénné prostiedi — typu odbéru (PR- predskliziiovy, PO- poskliziiovy odbér).

Pfi analyze proménné typ odbéru, byly jako kovariaty pouzity lokalita a varianta pokusu.
Randomizace probé¢hla v blocich danych lokalitou a byl pouzit split-plot design. V obr. 2 jsou odliSeny
druhy vyskytujici se jen v predskliziovych a jen v poskliziiovych odbérech. Pouze v poskliziiovych
odbérech se vyskytovaly druhy Aspergillus niger, A. flavus a vSichni uvedeni zastupci rodu
Aspergillus spolu s druhy rodu Penicillium — P. purpurogenum, P. expansum, P. crustosum. Pouze
v predskliznovych odbérech se vyskytovaly druhy Fusarium avenaceum, F. sporotrichioides, F. sp.,
Penicillium pulvillorum, P. islandicum. Druhy, jejichz Sipky sméfuji mimo proménné prostiedi, jsou
ovliviiovany jesté¢ dalSimi proménnymi prostiedi nez je typ odbéru. Jednd se napt. o druh Fusarium
verticillioides, F. poae.
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Obr. 3 - Graficky vystup z primé analyzy RDA. Zndzorneni pozice jednotlivych druhit ve vztahu k

promeénné prostiedi —lokalité (L1- Praha-Ruzyné, L2- Ivanovice na Hané).

Pfi analyze zavislosti mykobioty na lokalit¢ byly jako kovariaty pouzity varianty pokusu a typ
odbéru. V obr. 3 jsou druhy oddéleny podle vyskytu na lokalitach. Druhy nejsou vyrazné rozdéleny
k jednotlivym lokalitdm, protoze se vétSinou vyskytovaly na obou. Napt. druhy Fusarium oxysporum,
F. subglutinans se vyskytovaly na obou lokalitach, ale na lokalit¢ L2 (Ivanovice na Hané) se
vyskytovaly ve vyssich frekvencich. Druhy Fusarium verticillioides, Aspergillus versicolor,

A. fumigatus jsou opé€t ovliviiovany dal§imi proménnymi prostiedi.

Zkratky druhd pouzivanych ve statistickych analyzach:

A. flav. — Aspergillus flavus, A. fumi. — Aspergillus fumigatus, A. nig. — Aspergillus niger, A. ochra. — Aspergillus
ochraceus, A. scle. — Aspergillus sclerotiorum, A. ver. — Aspergillus versicolor, F. aven. — Fusarium avenaceum,
F. culm. — Fusarium culmorum, F. oxys. — Fusarium oxysporum, F. poae — Fusarium poae, F. prol. — Fusarium
proliferatum, F. sporo. — Fusarium sporotrichioides, F. subg. — Fusarium subglutinans, F. verti. — Fusarium
verticillioides, F. sp. — Fusarium sp. div., P. brev. — Penicillium brevicompactum, P. crust. — Penicillium
crustosum, P. expa. — Penicillium expansum, P. hord. — Penicillium hordei, P. chrys. — Penicillium
chrysogenum, P. islan. — Penicillium islandicum, P. c. islan. — Penicillium cf. islandicum, P. minio. —
Penicillium minioluteum, P. oxal. — Penicillium oxalicum, P. pulvi. — Penicillium pulvillorum, P. purpu. —
Penicillium purpurogenum, P.p.v.r. — Penicillium purpurogenum var. rubrisclerotium, P.sp. — Penicillium
sp.div.

Mykobiota netransgenni kukufice

Na rozdil od praci Nedélnika (1999, 2001), ktery z lokalit jizni a stfedni Moravy za dva roky
izoloval ze vzorkt kukutice (pfimo z palic nebo ze skladu) jen 7 druhd rodu Fusarium, bylo izolovano
za stejnou dobu celkem 18 druhti tohoto rodu. Dale se lisi i druhy, které uvadi jako nejCastéjsi
kontaminanty kukufice, a to Fusarium graminearum, F.culmorum aF. avenaceum, které byly
izolovany jen z mensiho mnozstvi vzorkd. Jak uvadéji Logrieco et al. (2002), za poslednich 10 let byl
nejCastéj$i izolovany druh rodu Fusarium v Evropé Fusarium verticillioides, spolu s druhem
F. subglutinans a nasledovani druhem F. graminearum. 1 druh F. proliferatum je Casto uvadeén
z izolaci z Evropy. Druhy sekce Discolor (F. graminearum, F. culmorum, F. cerealis) ptevazné ptisobi
hniloby kukufice nenapadené zavijeCem, zatimco druhy sekce Liseola (F. verticillioides,

F. subglutinans, F. proliferatum) se vyskytuji na kukufici napadené zavijeCem. Timto by byl vysvétlen



vysoky vyskyt druhii sekce Liseola v této praci, protoze byly odebirany pouze palice napadené
zavijeCem, a proto se vysledky liSily od praci Ned¢€lnika (1999, 2001). Mezi nejcastéji izolované druhy
tedy pattily Fusarium proliferatum, F. verticillioides a F. subglutinans, coz je srovnatelné s literaturou
(Bakan, 2001). I Srobarova (2000) uvadi tyto druhy jako nejéastéji izolované na Slovensku, i kdyz
se vyskytoval pomémeé cCasto i druh F. graminearum. VSechny ostatni izolované druhy uvedené
autorkou ze Slovenska jsou shodné s druhy, které byly izolovany v této praci. Cotten et Munkvold
(1998) izolovali tyto tfi druhy z kukuficnych zbytkii na poli i po 630 dnech, z cehoz vyplyva, Ze se
jednad o dlouhodoby zdroj zastupc rodu Fusarium, a proto je dilezité zpracovani poskliziiovych
zbytkli a hluboka orba (Sackd et Bosak, 2002). Logrieco et al. (1993) uvadé€ji druh Fusarium
subglutinans také za nejCastéj$i druh napadajici kukufici v Polsku. Podle vysledkt se jedna, vedle
druhu Fusarium verticillioides, také o nejéast&jsi druh z izolaci z kukufice v CR (Tab. 1), i kdyZ neni
dosud uveden autory z CR, ale pouze ze SR (Pieckova et Jesenska, 1999 a Srobarova 2000). Jak uvadi
prace Kokaisl et Prokes (1997), druh Fusarium subglutinans je nejvice rozsifen v oblastech s vysokym
napadenim kukufice zavijeCem kukufi¢cnym, ¢emuz odpovidaji i vysledky této prace. V Rakousku je
napadeno 80-90% porostu s vys$sim vyskytem zavijeCe pravé timto druhem. Tento druh byl nejcastéji
izolovan po oba roky na lokalit¢ Ivanovice na Hané (viz Tab.2), kde byl vyskyt zavije¢e kukuiicného
vys$si nez na lokalité Praha-Ruzyné. Tento druh je na kukufici velmi Casty, zptisobujice hniloby stébel
apalic hlavné v mirném pasmu, jak uvadi Logrieco et al. (1993). Optimum rastu druhu
F. subglutinans je pfi nizsich teplotach (Srobarova, 2000). Vysoky vyskyt druhu F. verticillioides
vysveétluji ve své praci Cotten et Munkvold (1998), kdy pii vhodnych podminkach dojde k velkému
pomnozeni druhu na listech nebo zbytcich a nasledné pomoci hmyzu, desteé ¢i vétru se mohou spory
rozsifovat na dal$i ¢asti rostliny nebo na dalsi pole.

Druhy Fusarium proliferatum, F. verticillioides a F. subglutinans, které byly Casto izolovany,
podle Chelkowski (1989), Logrieco et al. (2002), Miller (2001) a Munkvold (2003) zptsobuji tzv.
rizovou hnilobu. I v Polsku se vyskytuje v 95% tato hniloba. Riizova hniloba se vyskytuje hlavné
v susSich a teplejSich oblastech. Tzv. ¢ervenou hnilobu zpisobuji druhy, které byly izolovany jen
ziidka (F. avenaceum, F. graminearum, F. culmorum, F. equiseti a F. tricinctum) a objevuje se hlavn¢
v oblastech s vysSimi srazkami a nizkymi teplotami béhem Iéta. VétSina z uvedenych druht

zpusobujicich ¢ervenou hnilobu byla izolovana v roce 2002, bohat$im na srazky a s niz§imi teplotami.

Mykobiota transgenni kukufice

Studie o transgenni kukufici uvadéji (Clements et al., 2003; Gatch et Munkvold 2002; Magg et al.,
2002), ze vyskyt zavijeCe kukufi¢ného v porostu Bt-kukufice je vyrazné niz$i na rozdil od
netransgenni kukufice. V této studii byl vyskyt zavijece kukufi¢ného po oba studované roky dokonce
nulovy. V porostu nebyla nalezena napadena a poskozena rostlina s pozerky od zavijece kukufi¢ného,
pro kterého byl letalni toxin obsazeny v Bt-kukufici (Kocourek, 2001; Ondfej, 2003). Lze tedy
povazovat Bt-kukufici za vysoce ti¢innou v obran¢ proti Skidci zavijeci kukuficnému.

Podle vysledki se mykobiota transgenni kukufice vyrazn¢ neliSi od mykobioty kukufice
netransgenni. Na Bt-kukufici byly celkem za oba roky izolovany shodné druhy mikromycetd
s ostatnimi variantami pokusu. AvSak druhy izolované na Bt-kukufici se vyskytovaly s nizsi
frekvenci. Nelze tedy fict, Ze by se mykobiota kukufice transgenni a netransgenni vyrazné¢ liSila nebo

se mikroskopické houby na Bt-kukufici nevyskytovaly viibec. Poskozeni zavijeCem kukufi¢nym neni
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¢i poskozeni ptaky (Reid, 1999) a nasledna kontaminace sporami hub vyskytujici se v ovzdusi, v padé
ana rostling¢ (kofeny, stébla, listy). Vyskyt zastupci rodu Fusarium na Bt-kukufici lze vysvétlit
imoznym endofytickym vztahem. Druhy, uvadéné jako endofyté kukufice jsou Fusarium
verticilliodes (Munkvold et Desjardins, 1997; Kuldau et Yales, 2000) a F. oxysporum. Oba druhy byly
izolovany i na Bt-kukufici.

Vysledky ukazuji, ze i kdyz byl zaznamenan vyskyt zastupcti potencialné toxinogennich druhti na
Bt-kukufici, nebylo pomoci ELISA testl zjisténo detekovatelné mnozstvi mykotoxind po oba
studované roky na obou lokalitach (Ned¢€lnik, 2004, pisemné sdé¢leni).

Nékteré studie (Schaafsma et al., 2002) nepotvrdily vztah mezi koncentraci fumonisint
a intenzitou napadeni kukufice zavije¢em kukufi¢cnym nebo pouzitim Bt-kukufice, tak jako jiné prace
(Munkvold et al., 1999). Bylo to zptisobeno nizkou koncentraci toxinu nebo koncentraci pod Grovni
detekce mykotoxini ve vysetfovanych vzorcich, v obdobich s méné horkym a suchym pocasim.
Produkcei fumonisinu B; v obilkach kukufice napomaha spiSe horké a suché pocasi. Clements et al.
(2003) uvadéji, ze Bt-kukufice ma vyrazné nizsi koncetraci fumonisind, cemuz odpovidaji i vysledky
ELISA testi v této praci a niz$i napadeni palic zastupci rodu Fusarium, oproti netransgenni kukufici
ve stejnych podminkach. Vysledkem jejich prace je, Ze Bt-kukutice MON-810 (pouzita i v této praci),
je ucinna v redukci koncentrace fumonisinti v kukuti¢nych obilkach, diky snizeni napadeni kukufice
zavijeCem kukuii¢nym. Koncentrace DON byla u Bt-kukufice zjiSténa vyrazn¢ nizsi (Schaafsma et al.,
2002).

Gatch et Munkvold (2002) uvadéji rozdilné mnozstvi druhii ptisobicich hniloby stébel kukufice
mezi transgenni a netransgenni kukufici. Bt-kukufice byla mén¢ napadena druhy Fusarium
verticillioides, F. subglutinans a F. proliferatum nez netransgenni kukufice.

Druhy, které byly izolovany z Bt-kukufice, kde vstupni brana pro napadeni mikromycety nebyly
pozerky zavijece kukuii¢ného, mohly piezivat na poli v infikovanych zbytcich po obilovinadch nebo
hlavniho zdroje zéastupct rodu Fusarium. DalSim zdrojem infekce by mohlo byt infikované osivo a
hlavné napadené ostatni ¢asti rostliny (Hruby, 2003; Cotten et Munkvold, 1998; Munkvold 2003).

Dosud v CR a v zahrani¢i nebyla provedena studie celkové mykobioty transgenni kukufice, nebyla

tedy moznost vysledky této prace srovnavat s vysledky jinych autort.

Mykobiota kukufice — porovnani vlivu lokality a roku

V predskliziiovych odbérech palic kukutfice v roce 2002 byl velky rozdil v mnozstvi zjisténych
druhl hub na studovanych lokalitach Praha-Ruzyné a Ivanovice na Hané. Z lokality Praha-Ruzyné
bylo izolovano vice druht, ale v mensi frekvenci vyskytu, na lokalité¢ Ivanovice na Hané bylo mensi
druhové spektrum s vyssi frekvenci vyskytu. Mohlo to byt zpisobeno vyssim vyskytem zavije¢e na
lokalité Ivanovice na Hané, a tedy i poskozenim palic. Podobné vysledky ziskali i Kokaisl et Prokes
(1997) a Bagar (2002).

Vyskyt druhu Fusarium verticillioides, vazaného na pfenos zavijeCem kukuficnym (Gatch et
Munkvold, 2002), byl celkové nizsi na lokalité¢ Praha-Ruzyné (pramér 16%) nez na lokalité Ivanovice
na Hané (23%), kde byl vyssi vyskyt zavijece kukuficného. Vysoky vyskyt tohoto druhu v roce 2003
na obou lokalitach Ize vysvétlit vy$s§imi teplotami a mensimi srazkami v roce, coz je pro vyskyt druhu



priznivé a také tim, ze je povaZovan za endofyta kukufice, jak uvadi Miller (2001). Almeida et al.

(2002) také uvadeji nejvyssi frekvence vyskytu druhu v oblastech s horkym pocasim.

Mykotoxiny rodu Fusarium v obilkach kukufice

Na obou lokalitach byl nejcastéji ze vzorkli kukufice detekovan mykotoxin DON, avsak
producenti tohoto mykotoxinu byli izolovani pouze vyjimeéng.

Z vysledki vyplyva, ze muize zalezet i na podminkach béhem roku, kdy vroce 2002
se vyskytovalo detekovatelné mnozstvi mykotoxinli u netransgennich variant pokust, kdezto v roce
2003 se nevyskytl ani jeden zjisStovany mykotoxin v detekovatelném mnozstvi, i kdyz byly ze vzorki
izolovany potencialné toxinogenni mikromycety. Tak jak uvadi Severa et al. (2000), zachyt
toxinogennich druhti hub jest¢ neznamena pfitomnost mykotoxinti a vSechny kmeny potencialng
toxinogennich mikromycetii nemusi byt toxinogenni. Studované roky se liSily v klimatickych
podminkach béhem vegetacni doby, v roce 2002 byly nizsi teploty a vice srazek, rok 2003 byl teple;jsi
s mén¢ srazkami, coZ mohlo vyrazné¢ ovlivnit produkci mykotoxint.

Na produkci mykotoxind ma vliv mnoho faktorti, a to napt. vlhkost, teplota, pfitomnost kysliku,
oxidu uhlicitého, sloZeni substratu, pfevaha toxinogennich druht mikromycetti, mikrobiélni interakce

a pritomnost hmyzu (Severa et al., 2000).

ZAVER

Celkem bylo izolovano s pouzitim vSech vybranych metodik 83 taxonli mikromyceti nalezejicich
do 25 rodl, vcetné neurenych mycelii. Nejcastéji se vyskytovali zastupci rodt Acremonium,
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Mucor a Penicillium. V nasich podminkéch se na
kukufici z potencialn¢ toxinogennich mikromycetd nejcastéji vyskytovaly druhy Fusarium
verticillioides (40%), F. subglutinans (34%), F. proliferatum (19%) a F. oxysporum (12%),
ze zastupcl rodu Aspergillus hlavné druhy Aspergillus versicolor (17%), A. fumigatus (7%)
a A. ochraceus (6,%), ze zastupct rodu Penicillium nejvice druh Penicillium crustosum (7%).

V mykobioté transgenni a netransgenni kukufice nebyl vyrazny rozdil. Druhy, které se nejcastéji
vyskytovaly, byly izolovany ze vSech variant pokusu, at’ uz se jednalo o Bt-kukufici nebo o kukufici
s oSetfenim parazitickou vosickou rodu Trichogramma. Vysledky ukazaly, ze na Bt-kukufici se muze
po mechanickém poskozeni vyskytovat podobna mykobiota, jako na netransgenni kukufici
po poskozeni zavijeCem kukufi¢nym.

Bt-kukufice (rostliny, palice) nebyla po dobu zkoumani napadena Skiidcem zavijeCem
kukufiénym. Z obilek Bt-kukufice nebyly ELISA testy zjistény vybrané mykotoxiny.

Pomoci ELISA testti byly z netransgennich variant pokusu detekovany mykotoxiny — fumonisiny
(FUM), deoxynivalenol (DON), zeralenon (ZEA) a T-2 toxin. VSechny vyjmenované mykotoxiny
byly detekovany jen na lokalité¢ Ivanovice na Hané a hlavné na varianté pokusu Izolinie. Ze vzorki
z lokality Praha — Ruzyné byly detekovany pouze DON a ZEA. V roce 2003 nebyly analyzovany
zadné z téchto mykotoxind.

Mykobiota kukuftice ve vzorcich piedskliznovych a poskliziiovych se ¢astené lisila, coz se dalo
ocekavat i podle literarnich udaji. V poskliziiovych odbérech prevladala skladistni mykobiota

kukufice, zastoupena hlavné rody Aspergillus a Penicillium.
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