Prakticky privodce mikrosvétem I. 102. Plisné III. - askomycety - kropidlak (Aspergillus)

102. Plisné III. - askomycety - kropidlak (Aspergillus)
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Teoreticky uvod

Vétsina plisni, se kterymi se miiZzeme v béZném Zivoté setkat, patii z hlediska systematického do skupiny hub viieckovyitrusych
(Ascomycetes), jejichz nazev je odvozen od utvaru vznikajiciho pri jejich pohlavnim rozmnozovani. Tento utvar se nazyva vrecko -
askus a vytrusy, které v ném vznikaji (zpravidla 8 vytrust v kazdém viecku), pak nazyvame askospory. Plisné, které mezi askomycety
patii, se vSak pohlavné mnozi spi$ ojedinéle. V prevazné vét$iné pripadd potkavame tyto houby v jejich nepohlavnim stadiu, tj. ve
stadiu tvorby nepohlavnich vytrust. Tyto nepohlavni vytrusy se obvykle nazyvaji konidie a vyrustaji na specializovanych hyfach -
konidioforech. V mnoha pripadech se nepohlavni stadium od stddia pohlavné se mnoziciho natolik odliSuje, Ze byla v minulosti tato
dvé stadia popséna jako rlizné organismy. Proto také nékdy muZeme najit nepohlavni stddia hub razena do zvlastni skupiny tzv.
nedokonalych hub (Deuteromycetes; Fungi imperfecti). V ramci této skupiny jsou pak houby tridény zejména na zdkladé podobnosti
rozmnozovacich = fruktifikaénich organt (tvar a vétveni konidiofort, zptisob vyrtstani, velikost a tvar konidii apod.).

Kropidlak (Aspergillus) je velmi rozsifeny rod plisni. BéZné se vyskytuje v plidé ve vodé, jeho spéry jsou obsaZeny v ovzdusi.
Rlzné druhy tohoto rodu se jako saprofyté podili na rozkladu organické hmoty, ale mohou pusobit i jako parazité zivoc¢ichd nebo
¢lovéka. Makroskopicky vzhled nej¢astéjSich zastupcl: obvykle zelené nebo Sedozelené az SedoCerné porosty sametového vzhledu
(nékter{ zdstupci mohou makroskopicky pripominat nérusty $tétickovce), nékteré druhy maji jiné zbarveni - napr. bilé, krémové Zluté
nebo oranzové porosty. Z mikroskopickych charakteristik jsou vyznamnym rozliSovacim znakem kulovité - konidiofory, Casto na
koncich méchyikovité rozsitené, z nichz do vSech smért vyrustaji konidie vznikajici od$krcovanim lahvicovitych dlouhych bunék tzv.
fialid. Mnoho druhl produkuje vyznamné mykotoxiny, k nejznaméjsim se radi tzv. aflatoxiny (maji karcinogenni G¢inky a poskozuji
jatra - hepatotoxicita) pojmenované podle druhu Aspergillus flavus.
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Material

Plesnivé potraviny (pecivo, ovoce, marmelady) s plisnémi, které makroskopicky vykazuji tyto znaky - nizké porosty sametového
vzhledu, nejcastéji tmavé zbarvené (Sedozelené, Cernozelené, cerné). Pri pohledu pod binokulérni lupou je mozné rozeznat konidiofory
kulovitého tvaru (pfi zbézném pohledu je mozné, pokud nemame s pozorovanim plisni dost zkusSenosti, zaménit tyto konidiofory se
sporangii kropidlovce (Rhizopus) se skupiny zygomycet).

Pomtuicky

Stereomikroskop nebo lupa, mikroskop, podlozni a kryci sklicko, Petriho miska, 2 preparacni jehly, ziletka nebo skalpel, pinzeta,
kapatko, filtracni papir, voda, cottonovd modr, popr. také ethanol, laktofenol nebo fyziologicky roztok, libovolny desinfekc¢ni
prostiedek (na tklid a utfeni stoll po praci).

Ukoly

1. Pozorovani kropidlaku pod binokularni lupou

Mezi vzorky zplesnivélych potravin vyberte takovy, na kterém pouhym okem pozorujete sametovou plisen Sedozeleného nebo
¢ernozeleného zbarvani. Tuto plisen i s kouskem substratu, na kterém vyrtstd, preneste do Petriho misky. S plisni manipulujte
opatrné, abyste co nejméné ponicili krehkou strukturu vlaken mycelia. Vzorek v misce uzavrete vickem a pozorujte pod binokularni
lupou. Zaméite se zejména na prostorové usporadéani vldken mycelia a zpisob, jakym na nich vyrlstaji fruktifikaéni organy -
konidiofory s konidiemi. Poznamenejte si také barvu vldken mycelia a konidii.

2. Mikroskopické pozorovani kropidlaku

Ze vzorku plisné, kterou jste pozorovali v ukolu ¢. 1., zhotovte preparat v kapce vody nebo fyziologického roztoku. Prikryjte
krycim sklickem, odsajte prebytecnou tekutinu a pozorujte. VSimejte si stavby vlaken mycelia (zda jsou Ci nejsou patrné prehradky
mezi bunkami), najdéte konidiofor s konidiemi a pozorujte jejich stavbu. Zakreslete. Pozn.: KlicCem k tspéchu je vytvoreni dobrého
preparatu. Na sklicko prenasejte pomoci preparacnich jehel opravdu velmi maly kousek plisné a dobre jej rozprostrete. Dejte
pozor, abyste nabrali pouze vldkna plisné a ne kus substratu.

3. Mikroskopické pozorovani kropidlaku v preparatu barveném cottonovou modri

V nativnim preparatu neni vétSinou mozné pozorovat detailni stavbu konidioforti a zplisob vyristani konidii. Pro zvyraznéni
téchto morfologickych znakl je tfeba preparat obarvit.

Povedeny nativni preparat (tj. takovy, ve kterém zretelné vidite jak vlakna mycelia tak konidiofory) obarvéte roztokem cottonové
modri (k jedné hrané kryciho sklicka prikdpnéte par kapek barviva a filtracnim papirem z druhé strany opatrné odséavejte prebytecnou
tekutinu - zkontrolujte, Ze se cely preparat stejnomérné probarvil, pokud ne, miZete velmi opatrné nadzvihnout rizek kryciho sklicka
a znovu ho priklopit). Nechte barvivo cca 2 - 3 minuty plsobit a preparat znovu prohlédnéte. Zakreslete stavbu konidioféru a zplisob
vyrlstani konidii.

Vysledky pozorovani

Pod binokulérni lupou pozorujeme, Ze z mycelia kropidlaku vyrastaji kulovité konidiofory pokryté drobnymi konidiemi. Zbarveni
konidiofort a konidii je druhové charakteristické. V mikroskopu je jednozna¢nym poznavacim znakem tvar konidiofort - ty byvaji
obvykle na konci rozsirené v méchyrek a obalené drobnymi kulovitymi, zpravidla tmavymi konidiemi. Po obarveni cottonovou modii
pozorujeme, ze z méchyrku vyristaji podlouhlé bufiky (¢asto lahvicovitého tvaru) zvani fialidy, jejichZ odSkrcovanim se tvori vlastni
kulovité konidie plisné.
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Obrazova dokumentace

102. Plisné III. - askomycety - kropidlék (Aspergillus)

Kropidlék (Aspergillus sp.) - Skupina konidiofori s konidiemi.
Stereomikroskop model SZS 1002-T ZOOM; objektiv - zoom 3/okular 10 + Nikon
Coolpix L20

1 - stopka konidioforu; 2 - kulovity konidiofor s konidiemi; 3 - hyfy dalSich
druht plisni

Kropidlak (Aspergillus sp.) - Konidiofory s konidiemi. VitaIni preparat ve vodé.
Mikroskop LP 3012-T; objektiv zleva 10, 20, 40/okulér 10 + kamera CMOS 2

Kropidlak (Aspergillus sp.) - Konidiofory s konidiemi. VitaIni preparat obarveny
cottonovou modfi. Mikroskop LP 3012-T; objektiv 20, 40/okular 10 + kamera
CMOS 2

A - pohled na konidiofory s konidiemi; B;C - detail stavby konidioford; 1 - stopka;
2 - méchyrek; 3 - fialidy; 4 - konidie
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