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Mikroskopické houby v jeskynich a jinych podzemnich prostorach
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Abstrakt

Tato bakalarska prace je literarni reSersi zabyvajici se diverzitou mikroskopickych hub v
jeskynich, popiipad¢ v podzemnich prostorach vytvorenych ¢lovékem.

Jeskyné predstavuji unikatni prostfedi pro zivot organismu charakterictické specifickymi
mikroklimatickymi podminkami a omezenym zdrojem zivin. V praci jsem se podrobnéji zaméfila
na mikromycety, které byly v prostiedi jeskyni izolované ze sedimentii, z ovzdusi, z mrtvého
hmyzu a z exkrement.

V dalsi ¢asti prace se podrobnéji vénuji druhu Geomyces destructans, ktery zptisobuje u
hibernujicich netopyri nemoc zvanou syndrom bilého nosu - geomykoézu. Je to problematika,

ktera v posledni dobé vzbuzuje velkou pozornost védcu z fad mykologi, zoologt i parazitologu.

Kli¢ova slova: mikroskopické houby, jeskyné, netopyii, syndrom bilého nosu (WNS),

geomykoza

Abstract

This Bachelor thesis is meant as a literature search concerned with diversity of
microscopic fungi in caves, prospectively in underground spaces which were made by humankind.

The caves represent unique environment for living organisms which is characteristic with
specific microclimatic conditions and with deficient sources of nutrients. | have concentrated my
focus to micromycetes which were isolated from sediments, atmosphere, dead insect and
excrements in caves.

The next part of my Bachelor thesis is aimed at species Geomyces destructans which
causes so called white-nose syndrome illness - geomycosis on hibernating bats. It is an actual

problem which interests scientists such as mycologists, zoologists and parasitologists.

Key words: microscopic fungi, caves, bats, white-nose syndrome (WNS), geomycosis



2. Uvod

Jeskyné predstavuji specifické prostiedi pro zivot organismd, proto je jim vénovana velka
pozornost ze strany odbornikll. Zajem je vénovan i studiu diverzity mikroskopickych hub v
jeskynich. Je to problematika zajimava pro Clovéka z né€kolika aspektti, napt. pro vyskyt hub
potencionalné patogennich pro ¢lovéka a jiné savce €i pro vyskyt psychrofilnich hub, které¢ mohou
mit potencidlni biotechnologicky vyznam podobné¢ jako jiné extrémofilni organismy.

Predkladana reserse se tyka predevsim diverzity mikroskopickych hub v jeskynich, jsou
vSak zminény i studie, které se zabyvaly podzemnimi prostorami umeéle vytvorenymi ¢lovékem, v
nichz panuji podobné mikroklimatické podminky (napt. piibramské uranové doly, kamenna
podzemni hrobka v Bratislavé ¢i podzemni vodarensky tunel v Bedtichove).

Nejstarsi prace zabyvajici se diverzitou mikroskopickych hub, kterou jsem vyuzila v praci,
jsou tii dily Biospeleologica (Lagarde, 1913, 1917, 1922), které se zabyvaly jeskynémi ¢i
podzemnimi prostorami ve Francii a ve Spanélsku.

V prubéhu vyvoje mykologie se ndzvy neékterych hub zménily, v mé praci uvadim nazvy
hub v takovém znéni, v jakém byly pouzity v danych studiich.

Cilem mé bakalatské prace je shrnout poznatky o diverzit€¢ mikroskopickych hub v
jeskynich a pfitom se podrobnéji zaméfit na vyskyt a vlastnosti houby druhu Geomyces

destructans.



3. Jeskyné a dalSi podzemni prostory jako prostiedi pro Zivot organismu

Jeskyné predstavuji ekosystém se zcela specifickym prostiedim a podminkami.
Nedostatek svétla v podzemnich prostorach zpisobuje piedevS§im absenci primarnich
fotoautotrofii. Je to vSak spojeno i s pomérné stalou teplotou a vysokou relativni vlhkosti,
pomalym proudénim vzduchu a existenci mist s nizkym obsahem kysliku (Juberthie, 1995).

Kazda jeskyné se da rozdélit do n€kolika odlisnych z6n, na vchodovou zonu, ktera je v
nejveétsim kontaktu s vnéj$im prostredim, sttedni zonu s kolisavou teplotou a zonu zlistavajici v
uplné tme a s pomeérné stalou teplotou (Poulson a White, 1969).

Vyse uvedené faktory ovlivituje napt. geograficka a geologicka poloha, hydrologické a
meteorologické pomeéry, dynamika vnéjsi komunikace, fyzikalni, radiologické a chemické
parametry. Zmény faktora jsou v jeskynich velmi pozvolné. Teplota vzduchu je zavisla na teploté
mate¢né horniny, vyméné vzduchu s okolnim prostfedim, na zménach relativni vlhkosti a
proudéni vzduchu. Na relativni vlhkost ma vliv zejména obsah vody v horninach a vyskyt toka
spodni a podpovrchové vody. Relativni vlhkost v jeskynich se vétSinou pohybuje nad 90 %.
Proudéni vzduchu v jeskynich zprostiedkovava komunikaci s vnéj$im prostiedim a mtze byt tak
zdrojem houbovych propaguli (Hromas, 2009).

Stabilni Zivotni podminky v jeskynich umoznily zachovani takovych druhti, které se v
dne$nich povrchovych ekosystémech a v dané oblasti jiz nevyskytuji (Juberthie, 1995). Mnozstvi
organismii v podzemnich prostorach je niz$i nez na povrchu, coz je disledek specifickych
podminek ovliviiujicich organismy a vyzadujicich jejich adaptaci. Specifické podminky navodily
u jeskynnich organismi fadu prizptsobeni: fyziologicka (zpomaleni metabolismu, ztratu denni
periodicity), etiologicka (zména chovani) a morfologicka (postupna ztrata pigmentu, redukce
zrakovych organu, rozvoj hmatovych i ¢ichovych tstroji a receptorti vihkosti) (Hromas, 2009).

Vsechny jeskyné postradaji zdroj uhliku z rozkladu rostlinného materialu, ktery jinak
slouzi jako hlavni zdroj Zivin pro Zivo€ichy ¢i saprotrofni organismy Zijici na povrchu. Organicky
material pochazi v podzemnim prostiedi zejména z guana a exkrementii netopyrit a dalSich
zivocicht, zjejich mrtvych tél a splachu z povrchu (Novakova, 2004a). Velmi specifickym
substratem jsou jeskynni sedimenty, které mohou mit rizné vlastnosti liSici se dle slozeni,
zrnitosti ¢i ptvodu riiznych ¢asti jeskyné (Novakova, 2008). DalSim zdrojem zivin byva material
pfineseny lidmi, coZ plati zvlast pro vetejné piistupné jeskyné. Napt. ve Zbrasovskych jeskynich
byla studovana textilni vldkna z odévu navstévnikl jako substrat pro kolonizaci mikroskopickymi

houbami (Marvanova et al., 1992).

Pro specifické prostiedi jeskyni je pfiznacnd mensi rozmanitost spoleCenstev nez na

povrchu, zpomaleny zivotni cyklus a stalost prostfedi s pomalymi zménami; tim je tento



ekosystém citlivéjsi na kazdy vnéjsi zasah, ktery miaze vést i k nezvratnym Skodam (Hromas,

2009).

4, Adaptace hub na chladné podminky

Schopnost organismti zit pfi nizSich teplotach se nazyva psychrofylie. Vyskyt
psychrofilnich hub je omezen na chladné habitaty. Vyskytuji se v polarnich oblastech,
v alpinskych pudach, na ledovych a snéhovych polich ¢i v jeskynich (Mueller et al., 2004).
Psychrofilni houby maji optimum ristu do teploty 16 °C, rostou pfi teploté¢ maximalné 20 °C.
Oproti tomu psychrotolerantni houby maji obecné optimum rustu nad 20 °C (Gounot, 1986).

Se schopnosti vyvijet se v chladnych teplotich jsou spojeny nékteré adaptace, napf.
bunéénych membran. U psychrofilnich hub obsahuji bunééné membrany vyssi podil
nenasycenych mastnych kyselin, ¢imZ jsou vice fluidni (Gounot, 1986). Dexter a Cooke (1984)
zjistili, ze psychrofilni druh Mucor strictus ma pii klesajici teploté vétsi podil nenasycenych
fetézcl mastnych kyselin v porovnéni s mezofilnimi zastupci rodu Mucor.

Nizké teploty jsou spojené s vodnim stresem, proto vznikaji v bunikach latky, které mohou
tento stres kompenzovat. Napf. v cytosolu vznika disacharid trehalosa, ktera stabilizuje membrany
behem dehydratace a slouzi jako zasoba uhliku (Jorge et al., 1997). Dalsi latka, kterd ptsobi pii
vodnim stresu, je napt. manitol (polyol) dilezity pro udrzeni vysokého osmotického tlaku (Lewis
a Smith, 1967).

Reakce na stres se mohou u riznych druhii hub lisit. Napt. Weinstein et al. (2000)
studovali rozpustné uhlovodiky a lipidy v houbach izolovanych z Antarktidy, a to u druhi
Humicola marvinii, Geomyces pannorum a Mortierella elongata. Pti nizkych teplotach druh
Humicola marvinii hromadil thlovodiky s kryoprotektivnim G¢inkem (intracelularné trehalosu a
extracelularné glycerol). Druh Geomyces destructans odpovidal na pisobeni nizkych teplot
zménou slozeni lipidi, kdy stoupal pocet nenasycenych lipidd. U druhu Mortierella alpina se
vlivem nizké teploty snizuje podil ergosterolu, zvySuje se podil kyseliny stearidonové a mnozstvi

intracelularni trehalosy pii rastu v nizkych teplotach.



5. Metodika studia diverzity mikroskopickych hub v podzemnich prostorach

Studium diverzity mikroskopickych hub zahrnuje né€kolik zakladnich krokt: odbér vzorku,
izolace hub, identifikace hub a analyza vysledk.

Vysledky tykajici se diverzity hub jsou podstatné¢ ovlivnény jiz zpisobem odbéru
primarnich vzorkti, napt. zvolenym poctem vzorkl, rozsahem a délkou odbérového obdobi
(Mueller et al., 2004). Jednou z praci, zalozena na velmi rozsahlém materialu, je prace Novakové
(2009) zabyvajici se diverzitou mikromycetli v jeskynnim systému Domica, ktery byl sledovan
dlouhodobé¢ v prubéhu let 2002 az 2007. Hlavni podil tvorily vzorky sedimentu, ovzdusi, guana,
exkrementa zizal a stejnonozcii. V pribehu studie bylo zjisténo 195 taxont mikroskopickych hub.
Dalsi obsahlou studii je prace Novakové (2008), zkoumajici diverzitu hub v sedimentech nékolika
jeskyni CR a SR. Z jeskyni Slovenska byly vzorky odebirany opakovang, z Geskych jeskyni
vétSinou jednorazoveé. Ze vSech jeskyni bylo zaznamenéno celkem 90 druhtG hub. Ptikladem
zahrani¢ni studie muze byt Grishkan et al. (2004), v niz byla zkoumana diverzita hub v solné
jeskyni Arubotaim v lzraeli. Vzorky byly odebirany tfikrat béhem tii let, izolovano bylo 68 druht
hub.

Pro studium diverzity mikromyceti v podzemnich prostorach se v zakladu vyuzivaji
metody kultivaéni a molekularni. Jednotlivé metodiky se dale mohou riznit dle typu substratu
(jeskynni sedimenty a puda, exkrementy, mrtvy hmyz, ovzdusi apod.).

Kultiva¢ni metody vyuzivané pii studiu diverzity hub v pidach a podobnych substratech
jsou shrnuty v praci Mueller et al. (2004). Obecné plati, ze kultivatnimi metodami mohou byt
zaznamenany houby, které maji spory ve zkoumaném substratu v zivotaschopném stavu.
Kultiva¢ni metody maji vSak riznd omezeni. Mohou byt izolovany pouze kultivovatelné houby,
které jsou schopné vyvijet se na zvoleném typu zivného média pii zvolenych inkubacnich
podminkach (napf. teplota). Zvolené medium ¢i kultivaéni teplota mize nékteré druhy hub
zvyhodnovat pted jinymi, napt. siln€ sporulujici a rychle rostouci druhy rodu Penicillium, Mucor
¢i Trichoderma oproti pomaleji rostoucim druhtim, napi. Geomyces destructans.

Vzorky jeskynnich sedimentti jsou vétSinou zpracovavany zied’ovaci metodou (Novakova,
2004b, 2008, 2009; Volz a Yao, 1991) nebo inokulaci malého mnozstvi substratu pfimo na
izola¢ni medium v Petriho misce (Novakova, 2004b). Jako izola¢ni média se pouzivaji napt. Zivné
medium s pudnim extraktem (SEA) a Sabouraudovo medium (SAB), oba s piidavkem bengalské
cervené a chloramfenikolu kvili potlaceni ristu bakterii (Novakova, 2004, 2006, 2009). Jurado et
al. (2010) pouzili pro izolaci hub ze sedimentli Zivné medium se sladovym extraktem (MEA)
s ptidavkem nebo bez ptidavku bengalské cervené. Orpurt (1964) pro izolaci hub z pidy pouzil

vodni agar obsahujici 0,1 % glukozy a 0,01% kvasni¢ného extraktu. Simonovi¢ova et al. (2004)



pouzili pro izolaci Czapek-Doxiv agar a bramboro-dextrozovy agar, agar se sladovym extraktem
a glukozové medium s kvasni¢nymj extraktem a chloramfenikolem.

Nekteré studie se zabyvaly vlivem extrémniho pH na houby, ¢emuz ptizpusobily i slozeni
medii. Napf. Nagai et al. (1998) pro studium alkalifilnich a alkalitolerantnich hub v japonskych
jeskynich pouzili médium s upravenym pH pro dané potieby. Vzorky pidy byly zpracovany
zied’'ovaci metodou. Pro kultivaci byl zvolen kukuficny agar (CMA) a zasadity kukuficny agar
(ACMA), ve kterém byly navic 3g Na,COj3 a 3g NaH,PO, - 2H,0. Misky byly inkubovany pii 24
°C po 1 az 3 tydny. Grishkan et al. (2004) studovali mikroskopické houby ze solné jeskyné
Arubotaim (Mount Sedom, na jihozdpadnim pobiezi Mrtvého mote). Vzorky pidy byly
zpracovany zied’'ovaci metodou. Pro izolaci byly zvoleny 2 typy médii, a to se sladovym
extraktem (MEA) a totéz medium s obsahem vody z Mrtvého moie (25 %) a destilované vody.
Medium MEA s pfidavkem slané vody bylo vhodné pro izolaci a rust halotolerantnich a
halofilnich druhti. K potlaceni rustu bakterii byl pfidan streptomycin. Inkubace probihala pfi
teploté¢ 25 °C ve tmé po dobu 2 tydnl. Pro dalsi kultivaci byly pouZzity agary MEA a MEA
s obsahem 20 % slané vody.

K odbéru vzorka z ovzdusi lze vyuzit sedimentacni metodu, tedy expozici Petriho misek
S izolacnim mediem po rtzn€ dlouhou dobu (Marvanova et al., 1992; Kubatova et al., 2005;
Novéakova, 2009; Wang et al., 2010). Jde o nejjednodussi a Casto vyuzivanou metodu. Jako
izola¢ni medium se pouZzivaji napf. medium s ptudnim extraktem a glukosou (SEGA) (Kubatova et
al., 2005), medium se sladovym extraktem (MEA) (Marvanova et al., 1992; Kubatova et al.,
2005), medium s ptidnim extraktem (SEA) a vodni medium (Marvanova et al., 1992), bramboro-
dextrozové medium (PDA) (Wang et al., 2010), Sabouraudovo medium (SAB) s ptidavkem
bengalské ¢ervené a chloramfenikolu (Novakova, 2004b, 2009).

Nevyhodou sedimentacni metody je to, Ze neni mozné zjistit pfesny pocet spor v urcitém
objemu vzduchu, a opét mohou byt zachyceny jen druhy hub schopné rist na zvoleném médiu.
Proto jsou pfii studiu hub vyskytujicich se v ovzdusi vyuzivany rizné typy aeroskopt. Napf.
Docampo et al. (2011) v jeskyni Nerja (jizni Spanélsko) vyuzili k ziskani spor z ovzdusi jeskyné
dva volumetrické jimace spor (Hirst-typ) a sedmidenni zaznamové zafizeni (seven-day recorder).

Houby rostouci na mrtvém hmyzu v podzemnich prostorach jsou studovany piimo z
narostli na hmyzu, a to na zaklad¢ jejich fenotypovych makroskopickych 1 mikroskopickych
znaktl (napft. Lagarde, 1913, 1917, 1922) nebo kultivacnimi metodami. V pozd¢€jsich pracich jsou
Jiz vyuzivany kultivaéni techniky spocivajici v pfeneseni spor, sporulujicich struktur nebo casti
mycelia na kultivaéni médium. Napi. Gunde-Cimerman et al. (1998) studovali entomopatogenni
houby na rovnoki#idlém hmyzu (Orthoptera). Pro kultivaci hub pouzili bramboro-dextrozové

medium (PDA), medium se sladovym extraktem (MEA), sladinové medium (beer wort agar,
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BWA), ovesny agar (OA) s piidavkem kvasni¢éného extraktu, dodinu a benomylu, medium
s kvasni¢nym a sladovym extraktem, chloramfenikolem a ketokonazolem (MYCK) a medium
z vajeéného zloutku. Kubatova a Dvorak (2005) pouzili pro izolaci hub na nalezeném mrtvém
hmyzu agar se sladovym extraktem (MEA) a bramboro-mrkvovy agar (PCA).

Koprofilni houby se mohou zpracovavat podobnym zpisobem jako houby z pud, tj.
zted’'ovaci metodou nebo kultivaci ve vlhkych komirkach pfimo na exkrementu (Mueller et al.,
2004).

Houby jsou kultivovany vétSinou pii teploté¢ 20 °C az 25 °C. Napi. Novakova (2004b,
2006) nejprve izolacni Petriho misky inkubovala v 10 °C az 12 °C, izolované houby pak jiz
kultivovala za standardnich podminek (tj. 25 °C).

Identifikace mikroskopickych hub je ve vétSin€é praci zalozena na mikroskopickych
znacich kultivovanych hub. V poslednich letech jsou vSak vyuZivany i metody sekvenace DNA
(napt. Gargas et al., 2009; Novakova a Kolafik, 2010). V soucasné dobé se molekularni metody
zacinaji vyuzivat pii studiu diverzity hub v prostiedi jako alternativa kultivacnich izolacnich
metod. Napft. Jurado et al. (2010) a Vaughan et al. (2011) vyuzili pro studium izolovanych hub
DNA-analyzu PCR a DGGE analyzu (denaturing gradient gel electrophoresis) pro zpracovani
vzorkl ze sedimentu. Lindner et al. (2011) pouzili molekularni metody (analyzu rRNA) pro
detekci houby Geomyces destructans piimo v pudnich vzorcich.

Poslednim krokem studia mikroskopickych hub je analyza vysledki. Mnoho autorti uvadi
vycty zachycenych druhli se zaznamenanou frekvenci vyskytu (tj. vysledky tykajici se primarni
diverzity). Ve studiich se vyuzivaji i statistické metody. Napt. Hsu a Agoramoorthy (2001) pouzili
Spearmantv korelacni test pro porovnani ziskaného poctu propaguli hub z jednotlivych jeskyni.
Docampo et al. (2011) pouzili také Spearmaniiv korelacni test, kterym zkoumali tiroven shody
koncentrace spor ziskanych dvéma volumetrickymi pfistroji. Wang et al. (2010) pouzili pro
zjisténi zavislosti vztahu mezi houbami v ovzdusi a environmentdlnimi parametry Pearsontv

korelacni test.
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6. Diverzita mikroskopickych hub v jeskynich a podzemnich prostorach

6.1 Houby v jeskynnich sedimentech a ptidach ve svété

Jeskynni sedimenty ptedstavuji specificky substrat S rozmanitym slozenim, zrnitosti i
puvodem v riiznych Castech jeskyné v zavislosti na zplsobu vytvareni jeskynnich prostor ¢i
vyskytu vodnich tokt. V jeskynich byva material transportovan horizontalnim i vertikalnim
smérem. Z geologického hlediska lze v jeskynich najit klastické i chemické sedimenty. Na vzniku
chemickych sedimentii se podileji chemické reakce (napf. vysraZeni zroztoki) a fyzikalné-
chemické procesy (napi. zmény tlaku a teploty). Klastické sedimenty se dle ptivodu rozlisuji na
autochtonni (material pochdzi zjeskyné, napif. sedimenty vznikajici zvetravanim matecné
horniny) a alochtonni (material byl do jeskyné transportovan, napt. fluvidlni sedimenty, sedimenty
ukladané ze stagnujici vody, infiltra¢ni sedimenty, splachové sedimenty) (Hromas, 2009).

Na americkém kontinent¢ se diverzita hub v jeskynich sedimentech ¢i v ptidach studovala
na Bahamach (Orpurt, 1964), dale ve dvou statech USA, v Michiganu (Volz a Yao, 1991) a ve
West Virginii (Rutherford a Huang, 1994), v portorickych jeskynich (Nieves-Rivera, 2003) a
Vv jeskynim systému Kartchner (Vaughan et al., 2011). V Asii byla problematika mikroskopickych
hub studovana ve dvou japonskych vapencovych jeskynich (Nagai et al., 1998), dale v jizni Indii
(Koilraj et al., 1999), na Taiwanu (Hsu a Agoramoorthy, 2001) a v solnych jeskynich v Izraeli
(Grishkan et al., 2004). Na evropském kontinenté byly houby ze sedimentt studovany ve Francii a
Spanélsku (Lagarde, 1913, 1917, 1922), v Italii (Mosca a Campanino, 1962), ve $panélské jeskyni
Castanar de Ibor (Jurado et al., 2010) a ve francouzské jeskyni Lascaux (Bastian, 2010).

V nejstar$ich pracich (Lagarde, 1913, 1917, 1922) nebyly houby zjistovany kultiva¢nimi
metodami, ale na substratech vyskytujicich se v pudé ¢i na povrchu pidy. Ve Francii byl na
fragmentech kosti zaznamenan druh Myxotrichum racovitzae (jeskyné Voleurs) a ve Spanélsku
(jeskyné¢ Muricets) a druh Ombrophila speluncarum (jeskyné Sainte-Marie). Ve Francii byl
nalezen na zbytcich dieva druh Chaetomium murorum (jeskyné Sainte-Madeleine) a Helotium
citrinum (jeskyné Poujade), na zbytcich ohofelé travy druh Chaetomium elatum (jeskyné Favot),
na vysuseném oplodi druh Dasyscypha virginea (jeskyné Serre). Ve Spanélsku byl nalezen na 3
exemplafich vétvicek druh Helotium album (jeskyné Montsant, Cornudella) a na povrchu pudy
druh Pustularia jeannelii (jeskyné Fornasoz) (Lagarde, 1913). Ve Francii byl zaznamenan na
ulomcich kosti druh Rosellinia aquila (jeskyné Artigues-vieilles) (Lagarde, 1917). Ve Francii na
malych ulomcich kosti byl nalezen druh Ombrophila janthina (podzemni prostora) a druh
Hyalinia dilutella (jeskyné Cestaragne), na zbytcich listi druh rodu Pirostoma (jeskyné Tharaux)

a na starych fragmentech kiry druh rodu Sporotrichum (jeskyné Saint-Léonard) (Lagarde, 1922).
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Ve dvou italskych jeskynich nachézejicich se v Piemontesi na tizemi Pfimoiskych Alp
pfevladaly v pldnich vzorcich druhy rodu Penicillium. Byl tam hojné nachazen také druh
Mortierella alpina a druhy rodu Geomyces, typické pro jeskynni prostiedi (Mosca a Campanino,
1962).

Na Bahamach, na ostrovech Eleuthera byly zkoumany ptidni vzorky ve vapencové jeskyni
(pH pidy 7,1 az 9,9), kde se vyskytuji netopyii (Orpurt, 1964). Z 19 vzorkl pidy bylo izolovano
55 druhti hub 30 rodd. S nejvétsi frekvenci byly izolovany druhy Cunninghamella elegans,
Mortierella sp., Aspergillus flavus, Aspergillus ustus, Penicillium oxalicum, Penicillium solitum,
Verticillium sp., Alternaria tenuis, Cladosporium herbarum, Humicola sp., Pycnostysanus sp.,
Graphiothecium sp., Fusarium conglutinans, Fusarium culmorum, Cryptococcus laurenti
(kvasinka) a Cryptococcus luteolus (kvasinka). Na vyskyt pudnich hub maji velky vliv netopyii,
kteti zanesou do jeskyné organicky materidl, ktery pak muze byt zdrojem Zivin pro houby.

Nejrozsahlejsim krasem v USA je krasova oblast v Michiganu. Volz a Yao (1991) zde
zkoumali sedimenty z ,,Hendrie river water cave“ nanesené podél fi¢nich biehu v jeskyni. V dané
jeskyni hibernuji netopyii. Bylo odebrano 100 vzorki ze sedimentd béhem cCervence 1990.
Nejcastéji se v sedimentu vyskytovaly druhy Trichoderma harzianum (50 %), Humicola fuscoatra
(45,5 %), Mucor racemosus (25 %), Scopulariopsis brumptii (25 %), Aspergillus niger (10 %) a
Epicoccum nigrum (10%). Nahromadény sediment obsahoval dva keratinofilni druhy
Chrysosporium pannorum a Trichophyton terrestre (9,1%).

Rutherford a Huang (1994) se ve West Virginii (stit USA) zabyvali studiem hub
v sedimentech péti jeskyni v mistech, kterd jsou vzdalen&jsi od vchodu. Izolovali 35 druhd, 20
rodi. S nejvétsi frekvenci byly izolovany druhy Aspergillus aureolatus, Byssochlamys fulva,
Penicillium steckii, Gliocladium roseum, Paecilomyces variotii, Mortierella alpina, Aspergilus
caespitosus a Fusarium oxysporum. Po opakovaném odbéru uskute¢néném po dvou letech byla
zaznamenana jina frekvence hub, dominovaly druhy Acremonium cerealis, Aspergillus versicolor,
Monocillium humicola, Chrysosporium sp., Gliomastix murorum, Paecilomyces variotii a
Scolecobasidium constrictum. Divodem by mohly byt riizné procesy, jako napf. nanos materialu
zvenci jeskyné zpusobeny proudénim vzduchu, chovani jeskynnich zivocichu, vertikalni rozlozeni
chemického slozeni pudy a stalych mikroorganismt v pid¢. Zmény v osidleni pidy mohou byt
také ovlivnény procesy difuze kysliku a vysychani substrdtu, coZz mlZe mit vliv na
zivotaschopnost spor.

Nagai et al. (1998) studovali ve dvou japonskych vapencovych jeskynich houby v piidnich
vzorcich (pH vzorkt 7,7 az 8,8) a jejich vztah Kk alkalickému prostfedi. Odbéry byly provedeny
jednorazové. Druhy rodu Chrysosporium a Acremonium se projevily jako alkalifilni (rostly v pH

10, nikoli v pH 5 az 6). Mezi alkalitolerantni houby (rostly pfi pH 10 1épe nez pii pH 5) byly
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zatazeny druhy Acremonium furcatum, A. strictum, Chrysosporium sp., Stachybotrys
cylindrospora a Verticillium tenerum. Jako alkalifobni houby (nerostly v pH 10) byly
identifikovany druhy Chaetomium sp., Cladosporium sp., Cylindrocarpon sp., Epicoccum nigrum,
Geomyces pannorum var. pannorum, Mortierella sp., Mucor sp., Paecilomyces sp., Penicillium
spp., Pestalotiopsis sp. Trichoderma hamatum, Trichoderma harzianum a Trichoderma sp.

Koilraj et al. (1999) se zabyvali tim, jak se li§i druhové sloZeni hub v zavislosti na misté
odbéru pudnich vzorkl v nékolika jeskynich v jizni Indii, a to ve vchodové zoné, stiedni zon¢ a
zon¢ s absolutni tmou. Teplota a relativni vlhkost ve vchodové a stfedni zoné kolisaly, v tmavé
zong byla teplota (27 °C) a relativni vlhkost konstantni (95 %). Vzorky byly shromazdovany mezi
zaifim 1997 a srpnem 1998. Izolovali 35 druht sporulujicich hub (18 rodi) a 7 typi
nesporulujicich hub. Nékteré druhy se nachazely jen v jedné vymezené zon¢, napi. Aspergillus
chevalieri byl izolovan jen z vchodové zony, Aspergillus wentii, Chrysosporium sp., Trichophyton
sp., Cunnighamella echinulata a Syncephalis sp. jen ztmavé zony. Ostatni druhy hub byly
izolovany ze vSech nebo alespon ze dvou zon. Z vchodové a stiedni zony byly izolovany druhy
Aspergillus versicolor, Aspergillus sydowii, Aspergillus sp., Curvularia brachyspora, Geotrichum
candidum a Mucor sp., zvchodové a tmavé zony druhy Dactyllela sp., Humicola sp.,
Trichoderma viride, ze stfedni a tmavé zony druh Absidia sp. Ze vSech z6n byly nejhojnéji
izolovany druhy Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus, Aspergillus
fumigatus, Curvularia brachyspora, Fusarium sp., Geotrichum candidum, Humicula sp.,
Mycogone sp., Penicillium cyclopium, Penicillium fellutanum, Absidia corymbifera, Chaetomium
sp. Spory hub mohou byt vneseny do jeskynnich prostor prostiednictvim vzduchu, vody c¢i
vnesenim organické hmoty podzemnimi zivo¢ichy. Ve vchodové a stiedni zoné se vyskytoval
vetsi pocet druhti hub; muze to byt zptisobeno vyssi teplotou, nizsi relativni vlhkosti a dostupnosti
svétla. Vyskyt netopyrii také mize hrat roli v distribuci propaguli hub v jednotlivych &astech
jeskyné.

Hsu a Agoramoorthy (2001) studovali termofilni houby z nizinného deStného lesa a dvou
vapencovych jeskyni (vchodova, stfedni a tmava zona) na jihu Taiwanu (Kenting National park).
Teplota v okoli jeskyné se pohybovala mezi 29,8 °C (Cervenec) a 21,5 °C (leden). VVzorky byly
sbirdny béhem ledna 2000 na péti mistech kazdé zony. 1zolovali celkem 11 druhii hub. Pouze ve
vchodové zoné jeskyné byly zaznamenany druhy Talaromyces duponti, Humicola lanuginosa,
Myriococcum albomyces, Absidia corymbifera a Mucor pusillus. Ve vchodové a stiedni zoné byl
zaznamenan druh Byssochlamys sp. Ze vSech tii zon jeskyné byly izolovany druhy Aspergillus
niger, Aspergillus tamarii a Aspergillus wentii.

V Portoriku v jeskynnim systému Rio Camuy nachazejicim se v subtropické oblasti bylo

izolovano 34 druhti mikroskopickych hub z 15 rodid. Jeskyné je Casti krasu vymodelovaného
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fekou Camuy. V pudé¢ jeskyni byly nejcastéji nalezeny rody Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Cladosporium, Trichoderma, Paecilomyces, Curvularia, Gliocladium, Hirsutella a Sepedonium
(Nieves-Rivera, 2003).

Grishkan et al. (2004) se zabyvali druhovym sloZzenim mikroskopickych hub v Solné
jeskyni Arubotaim v Izraeli (Mount Sedom, jihozépadni pobiezi Mrtvého mote). Teplota uvniti
jeskyné byla pomérné stabilni, kolisala mezi 17,9 °C (prosinec) a 25 °C (Cervenec). Vzorky
Z jeskyné byly ziskany v pribéhu tii odbéra. Autoii zaznamenali celkem 68 druhii hub, z 28 rodu.
Druhové nejpocetnéjsi byl rod Aspergillus (16 druht, napi. A. asperescens, A.crustosus, A.
fumigatus), zahrnujici téZ anamorfy rodu Emericella (1 druh) a Eurotium (3 druhy), rod
Penicillium (9 druhd, napt. P. brevicompactum, P. camemberti, P. citrinum, P. glabrum) a rod
Chaetomium (8 druhd, napt. C. bostrychodes, C. murorum). Hojné byly izolovany druhy
Cladosporium cladosporioides, C. herbarum a Aspergillus niger.

Ve Francii v pfirodni vapencové jeskyni Lascaux znamé svymi paleolitickymi malbami
byl roku 2001 zaznamenan neo¢ekavany rast hub (Bastian et al., 2010). Na strop¢ a sténach, ale i
v sedimentech byl nejprve pozorovan druh Fusarium solani. Na jeho odstranéni byl pouzit
chemicky postiik na oSetieni stén (roztok benzalkonium chloridu se streptomycinem a
polymyxinem, opakovano roku 2004). Piesto se pozd&ji na st€énach objevily tmavé skvrny (2006).
Ze skvrn byly izolovany houby rodu Verticillium a Scolecobasidium. Autofi studie predpokladaji,
ze benzalkonium chlorid ¢i produkty vzniklé jeho degradaci poskytly houbam zdroj uhliku.
Vzorky byly odebrany mezi dubnem 2006 a lednem 2007. Ze sedimentu byly Casto izolovany
druhy Penicillium namyslowskii, Aspergillus versicolor, Tolypocladium cylindrosporum,
Tricholoma saponaceum, Geomyces pannorum (dermatofyt), Engyodontium album,
Kraurogymnocarpa trochleospora, Clavicipitaceae sp. Ukazalo se, Ze dileZitou roli v disperzi
hub hrali ¢lenovci.

Jurado et al. (2010) studovali mikroskopické houby ve $panélské jeskyni Castanar de Ibor
(ptistupné navstévnikim v letech 2003 — 2008). Pramérna rocni teplota jeskyné je 15 °C,
kolisajici mezi 6,6 °C (prosinec) a 26,7 °C (Cerven), relativni vlhkost osciluje v pribéhu roku
mezi 69 % a 96 %. Doslo zde k neo¢ekavanému ristu hub na sténach jeskyné. Byly provedeny 3
odbéry vzorkt. Jako prvni se na sténach a v sedimentu objevily druhy Mucor circinelloides a
Fusarium solani. Po dvou mésicich se jejich vyskyt v sedimentu snizil na 10% (za jejich
pravdépodobny zdroj byly povazovany exkrementy hlodavet). V sedimentu se byly zaznamenany
dalsi druhy: Mucor racemosus, Fusarium oxysporum, Chaetomium globosum, Mortierella alpina,
Hypocrea lixii, Aspergillus ustus, Paecilomyces lilacinus, Cosmospora consors a Penicillium sp.

S vyuzitim metody PCR-DGGE byly vsedimentu jako pievladajici zjistény kvasinky
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Rhodotorula mucilaginosa (bazidiomycety), Trichosporon sp. a zygomycety Mortierella alpina a
Mortierella elongata.

Vaughan et al. (2011) studovali diverzitu hub v pudé¢ v jeskynnim systému Kartchner na
uzemi Arizony (stdit USA). Vzorky byly sbirany v tinoru 2009 z 5 mist jeskynniho systému. Bylo
zaznamenano 53 druht hub. Nejcastéji byly zachyceny druhy rodu Penicillium, Paecilomyces,
Phialophora a Aspergillus. Houby byly kultivovany a dale studovany PCR analyzou a metodou
DGGE.

V téméf vSech studiich byly v sedimentech nalezeny druhy rodu Penicillium, které patii
mezi nejbéznéjsi saprotrofni houby s celosvétovym rozSitenim, pievazujici hlavné v mirném
pasmu (Domsch et al., 2007). Druhy rodu Aspergillus také patii mezi bézné saprotrofni houby,
zejména v teplejSich oblastech. Aspergillus spp. jsou bézné zaznamenavany v pudé, ovzdusi a na
riznych substratech organického piivodu, mohou se mezi nimi vyskytnout mozné patogeny
(Domsch et al., 2007). Vyssi pocet druhtt rodu Aspergillus byl zjistén v jeskynich teplejSich
oblasti, napt. A. flavus a A. ustus na Bahamach (Orpurt, 1964), A. niger, A. tamarii a A. wentii na
Taiwanu (Hsu a Agoramoorthy, 2001), v Portoriku (Nieves-Rivera, 2003), A. chevalieri, A.
versicolor a A. sydowii v jizni Indii (Koilraj et al., 1999), v Izraeli (Grishkan et al., 2004), ve
Spanélsku (Jurado et al., 2010), v Arizoné (Vaughan et al., 2011).

Ze sedimentu byly také Casto izolovany houby rodu Mortierella (Orpurt, 1964; Nagai et
al., 1998), druh Mortierella alpina (Mosca a Campanino, 1962; Jurado et al., 2010) a rod
Chaetomium (ptivodce onychomykéz) (Nagai et al., 1998; Koilraj et al., 1999; Grishkan et al.,
2004; Bastian et al., 2010). Druhy rodu Mortierella patii mezi psychrofilni houby, jsou to
nejbéznéjsi pidni houby, podileji se na rozkladu chitinu. Druhy rodu Chaetomium se bézné
vyskytuji na exkrementech. V ptidé se podileji na dekompozici zbytkt rostlin. Druhy tohoto rodu
jsou také moznymi pivodci onychomykéz (Domsch et al., 2007).

Pro jeskynni pidu je také typicky rod Geomyces (Mosca a Campanino, 1962). Druh
Geomyces pannorum (dermatofyt) byl izolovan v Japonsku (Nagai et al., 1998) a ve Francii v
jeskyni Lascaux (Bastian et al., 2010). Jde o psychrofilni druh, fadici se mezi bézné pudni houby.
Je to dominantni druh v Antarktidé, hojné je rozSifen i v mirném pasmu. Ma keratinofilni
schopnosti, zptisobuje dermatofytni infekce (Domsch et al., 2007).

Rovnéz rod Fusarium patii mezi frekventované houby, viz piipad jeho narGstu ve
Spanélské jeskyni Castanar de Ibor (Jurado et al., 2010) a ve francouzské jeskyni Lascaux (Bastian
et al., 2010). Mnohé druhy rodu Fusarium jsou ptidni houby s kosmopolitnim rozsitenim. Ugastni
se na dekompozici celulozy v substratech rostlinného ptivodu. Nékteré druhy jsou parazité rostlin
(Domsch et al., 2007).
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6.2 Houby Vv jeskynnich sedimentech a pidach v Ceské republice a na Slovensku

Mikroskopické houby jeskynnich sedimenti a pady byly studovany piedevSim
v moravskych jeskynich (Bosak et al., 2000), v ¢eskych a slovenskych jeskynich (Novakova
2008, 2009). Vénovana pozornost byla pidnim houbam zneéistujicim kamenny substrat v
podzemni hrobce v Bratislavé (Simonovicova et al., 2004).
druhy Acremonim strictum, Cladosporium herbarum, Geomyces pannorum, Mortierella alpina,
M. humilis, M. hyalina, Oidiodendron griseum, Penicillium spp. (P. aurantiogriseum, P. glabrum,
P. janczewskii) a Trichoderma viride (Bosak et al., 2000).

Novakova (2008) studovala diverzitu hub v jeskyni Na Turoldu, v Sloupsko-$ostvskych
jeskynich, v Punkevnich jeskynich a Amatérské jeskyni. V Amatérské jeskyni, kde byly
provadény opakované odbéry, bylo zjisténo 42 druht hub. V ostatnich jeskynich, kde byly vzorky
odebirany jednorazove, byl zjistén jen omezeny pocet druhi hub. V jeskyni Na Turoldu pouze 1
druh, Aspergillus fumigatus. Ve Sloupsko-sostivskych jeskynich bylo zachyceno 5 druht hub.
V Punkevnich jeskynich se vyskytovaly tii druhy hub, a to druhy Clonostachys candelabra,
Gymnoascus reessii a Scytalidium lignicola. Ve stejné praci byly prezentovany vysledky studia
diverzity hub i v jeskynich NP Slovensky kras v jeskynnim systému Domica (jeskyné Domica,
Certova diera, Dlouha chodba), Gombasecké jeskyni, Krasnohorské jeskyni, Jasovské jeskyni a
Ardovské jeskyni s opakovanymi odbéry; v HruSovské jeskyni a Singliarové propasti s jednim
odbérem. Vétsina uvedenych jeskyni je ptistupna pro turisty. V jeskyni Domica ze sedimentt bylo
zjidténo 48 druhi hub, v jeskyni Certova diera 6 druhi a v jeskyni Dlouh4 chodba 20 druhd.
V dalsich jeskynich byla diverzita nizs$i. V Ardovské jeskyni a v Gombasecké jeskyni bylo
zjisténo 5 druhd hub. V Krasnohorské jeskyni byly izolovany pouze 3 druhy Clonostachys rosea
f. rosea, Clonostachys sp. a Mortierella spp. Druhy rodu Mortierella se také vyskytovaly
v Jasovské jeskyni. V HruSovské jeskyni byl nalezen pouze druh Humicola fuscoatra. Bylo
zaznamenano celkem 90 druht hub. Nékteré druhy hub se vyskytovaly v sedimentech nékolika
jeskyni, nejcastéji byly zachyceny druhy Acremonium murorum, Chrysosporium sp.,
Clonostachys sp., Mortierella spp., Myxotrichum deflexum, Gymnoascus reessii, Humicola
fuscoatra, Isaria fumosorosea, Pochonia chlamydospora var. catenulata a Scytalidium lignicola.
Na spektrum hub mize mit vliv pfistupnost jeskyni pro turisty, zvolend metodika izolace nebo
také charakter sedimentti v jednotlivych jeskynich.

Novakova (2009) se zabyvala diverzitou hub v jeskynnich sedimentech v NP Slovensky
kras (jeskyné Domica, Certova diera a jeskyné Dlouha chodba) i v novéjsi praci. V téchto tfech
jeskynich zjistila celkem 86 druhti hub. S nejvyssi frekvenci byly izolovany druhy Acremonium

murorum, Arthrinium phaeospermum, Beauveria bassiana, Doratomyces stemonitis, Geomyces
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pannorum var. pannorum, lIsaria farinosa, Myxotrichum deflexum, Oididendron cerealis a O.
griseum, Paecillium lilacinum, Paranomuraea carnea, Scytalidium lignicola, Trichoderma
polysporum, Truncatella angustata, Chaetomium sp., Eurotium sp. a Talaromyces flavus.

Vyse uvedené studie se zabyvaly diverzitou mikromyceti v pfirozenych podzemnich
prostorach. Houby vSak obyvaji i podzemni prostory uméle vytvoiené clovékem. Napf.
Simonoviova et al. (2004) studovali druhové zastoupeni ptdnich hub v podzemni kamenné
hrobce zidovského hibitova v Bratislave, kde houby kontaminovaly ndhrobni kameny. Misto se
nachazi v blizkosti Dunaje, prostory hrobky jsou tmavé, chladné a vlhké od prosakujici vody,
¢imz se vytvareji dobré podminky pro kolonizaci houbami. Vzorky byly odebrané z nahrobnich
kamend, jejichz pH se pohybovalo vrozmezi 9,7 az 10,3, substrat je vapencového puvodu.
Celkové bylo izolovano 36 druhti hub. Dominantni byly druhy Acremonium strictum, Alternaria
alternata, Aspergillus versicolor, Aureobasidium pullulans, Cladosporium sp., Fusarium sp.,
Penicillium sp., Penicillium chrysogenum, Penicillium viridicatum a Trichoderma sp., tyto druhy
byly hojné i v ovzdusi hrobky. V ovzdusi byly hojné zaznamenany jesté dal$i druhy: Alternaria
tenuissima, Scopulariopsis sp. a Trichoderma viride. Houby se mohou podilet na biodeterioraci
kamenného substratu, kdy se rozristaji po substratu a penetruji do néj hyfami. Tento proces
mohou podpofit mikroklimatické podminky jako zvysena vlhkost (Simonovicova et al., 2004).

Castymi houbami v sedimentech byly druhy rodu Acremonium; druh A. strictum byl
zaznamenan v Javoiiéské jeskyni (Bosék et al., 2000) a v bratislavské hrobce (Simonovicova et
al., 2004). Druh Acremonium murorum byl zaznamenan v Amatérské jeskyni (Novakova, 2008) a
ve dvou jeskynich NP Slovensky kras (Novakova, 2008, 2009). Druhy rodu Acremonium jsou
celosvétoveé rozsitené saprotrofni houby, bézné se vyskytuji v pidé (Domsch et al., 2007). Rod
Mortirella je také b&zny obyvatel jeskynnich sedimenti. Druhy Mortierella alpina, M. humilis a
M. hyalina byly izolovany v Javoti¢skych jeskynich (Bosak et al., 2000). Druhy rodu Mortierella
patfi obecné mezi nejbézn¢jsi pidni houby, kde jsou schopné podilet se na rozkladu chitinu
(Domsch et al., 2007). Dal$imi ¢astymi houbami jeskynnich sedimentt jsou druhy rodu
Oidiodendron; druh O. griseum byl izolovan z Javori¢ské jeskyné (Bosak et al., 2000) i ze
slovenskych jeskyni (Novakova, 2009). Druhy rodu Oidiodendron jsou bézné v pudé ¢&i na
rozkladajicim dfevu a ktfe (Domsch et al., 2007). Druhy rodu Trichoderma byly v jeskynich také
Casto zaznamendny. Jde vSak o houby typické spiSe pro plidy s vy$Sim obsahem rostlinnych
zbytkd. Psychrofilni druh Geomyces pannorum, bézny v jeskynich a v ptidé arktickych oblasti, byl
zaznamenan v Javoricskych jeskynich (Bosdk et al., 2000) a v n¢kolika slovenskych jeskynich
(Novékova, 2009).
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6.3 Koprofilni mikroskopické houby

Dalsim moznym zdrojem zivin pro mikroskopické houby V jeskynich mohou byt
exkrementy zivoCichl, zejména netopyii guano, ale i exkrementy ZiZal, stejnonozcli a savcil.
Exkrementy dosahuji nizkého pH (kolem 3,5), pfesto jsou dobrym zdrojem zivin, protoze
obsahuji dostatek organické hmoty (Novakova, 2004Db).

V nejstarsi praci Lagarde (1922) byly zachyceny houby z exkrementti ve francouzskych
jeskynich. Koprofilnimi houbami v jeskynich se v CR a na Slovensku zabyvala hlavné Novakova
(2004, 2005, 2009). Ve svété se touto problematikou podrobngji zabyvali na Bahamach (Orpurt,
1964), v Portoriku (Nieves-Rivera, 2003, 2009), ve Francii (Larcher et al., 2003), v Japonsku
(Sugita et al., 2005) a v Mexiku (Ulloa et al., 2006).

Ve Francii (Lagarde, 1917) na exkrementech hlodavci byl nalezen druh Stysanus
typhoides (jeskyné Gouillou, Paxolle, Gourgue-de-Saint-Antonin, Gourgue-Saint-Antonin). Ve
Francii (Lagarde, 1922) na exkrementech byl zaznamenan druh Mucor mucedo (podzemni
prostora) a Gymnoascus reessii (jeskyné Faux-Monnayeurs).

Novakova (2006) studovala koprofilni houby na netopyiim guanu v jeskynich Slovenska
(n&kolik jeskyni NP Slovensky kras, Dobsinska jeskyn&) a CR (Chynovské jeskyng, Jeskyné Na
Turoldu, Jeskynd na Spitaku, Javoritské jeskynd, Konépruské jeskyné, Sloupsko-Sostvské
jeskyné). Jeskyné byly sledovany kratkodobé nebo jednorazové. Novakova zjistila, ze mezi
nejbéznéjsi houby patii rod Mucor, nejéastéji zastoupen druhy Mucor mucedo, Mucor
dimorphosporus, Mucor dimorphosporus f. sphaerosporus a Mucor hiemalis f. hiemalis. Dal§imi
¢astymi druhy v guanu byly Penicillium glandicola, Doratomyces stemonitis, Tetracosporium
paxianum a Aspergillus fumigatus. Na exkrementech kun a zizal se vyskytoval druh Penicillium
glandicola, na exkremetech zizal a exkrementech stejnonozce Mesoniscus graniger byly
nalezeny druhy Myxotrichum deflexum (opurtunni keratinofilni patogen), Tetracosporium
paxianum a Oidiodendron cerealis.

Novakova (2009) se zabyvala rovnéz vyskytem koprofilnich hub v dalSich jeskynich NP
Slovensky kras (jeskyné Domica, Certova diera, jeskyné Dlouha chodba). Vzorky byly sbirany na
jafe a na podzim v letech 2002 az 2007. Na guanu zaznamenala 92 druhti, na exkrementech savci
4 druhy, na exkrementech zizal 86 druhii a na exkrementech stejnonozci 30 druhd
mikroskopickych hub (n¢které se vyskytovaly na vice typech exkrement, nejcastéjsi houby viz v
tabulce 1).

Ve starsi praci (Novakova, 2004a) zabyvajici se rovnéz vyskytem druhti hub na
exkrementech zivocichtt v NP Slovensky kras (jeskyné Domica a Ardovska jeskyné) bylo
izolovano celkové 51 druhu z guana, 2 druhy z exkrementi savcl, 16 druhti z exkrementd zizal a

19 druhti z exkrementti stejnonoZzce (n¢které druhy se nachazely na vice typech exkrementt). Jako
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hojné byly zaznamenany druhy Fusarium sp., Geomyces pannorum, Mortierella sp.,
Paecilomyces lilacinus, Thielavia hyrcanie. Opakované byly z guana izolovany Mucor spp. (napf.
M. hiemalis f. hiemalis, M. mucedo), Trichoderma spp. (napi. T. hamatum, T. polysporum) a
Penicillium spp. (napf. P. expansum, P. janczewskii, P. glandicola). Na exkrementech bylo

nalezeno velké mnozstvi saprotrofnich druht.

Tabulka 1: Pichled nejéastgjsich druhti koprofilnich hub v jeskynich Domica, Certova diera a
Dlouha chodba: 1 — netopyfti guano, 2 - exkrementy savct, 3 - exkrementy Zizal, 4 - exkrementy

isopodu (upraveno podle Novakova, 2009).

+oo nejcastejsi druhy na danych typech exkrementt
+oo méng Casté druhy
Certova |[Dlouha

j. Domica [d.]. ch.j.

1]2(3]al1]2[3]4[1]2]3]4
Zygomycota
Mortierella spp. + + |+ +
Mucor mucedo + + +
Ascomycota
Acremonium berkeleyanum + + +
Acremonium murorum + + +
Aspergillus fumigatus + + + +
Chrysosporium sp. + + + +
Clonostachys rosea f. rosea + + + +
Doratomyces nanus + + + +
Geomyces pannorum var. pannorum + + + + +
Oidiodendron cerealis + + +
Paecilomyces variotii + + +
Paranomuraea carnea + + + +
Penicillium citrinum + + +
Penicillium expansum + + +
Penicillium glandicola + |+ [+ + + +
Pochonia chlamydosporia var.
catenulata + + +
Talaromyces flavus + + + + |+
Talaromyces wortmannii + + +
Trichoderma polysporum + + |+ + +

V Amatérské jeskyni Moravského krasu se nevyskytuji netopyii (Novakova, 2006),
nebylo tam tedy studovano guano. Z exkremetl zizal byly izolovany druhy Acrostalagmus
luteoalbus, Clonostachys candelabra, Clonostachys rosea f. catenulata, Isaria farinosa,

Paranomuraea carnea, Phoma eupyrena, Talaromyces flavus a Trichoderma sp. a z exkrementt
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stejnonozcti druhy Geotrichium candidum a Mucor dimorphosporus f. sphaerosporus (LukeSova a
Novakova, 2009).

Na Bahamach (ostrov Eleuthera) v jeskyni obyvané netopyry byly z jejich trusu (zfejmé
pii jednom odbéru) izolovany druhy Circinella muscae, Cunnighamella elegans, Mucor
pyriformis, Helicostylum pyriforme a Isaria felina (Orpurt, 1964).

V severnim Portoriku byly studovany houby v guanu Vv jeskynnim systému Rio Camuy
(Nieves-Rivera, 2003). Bylo zde zjisténo 36 druhi hub (pravdépodobné z jednoho odbéru);
C. herbarum, Fusarium cf. oxysporum, Fusarium solani, Penicillium spp. (napt. P. lilacinum, P.
roqueforti), Trichoderma spp., Dictyostelium spp. (napt. D. citrinum, D. purpureum), Mucor
spp., Rhizopus stolonifer a Histoplasma capsulatum (patogen). Nieves-Rivera et al. (2009)
studovali houby na guanu i ve tfech jeskynich v jihozapadnim Portoriku. Celkem zaznamenali 50
guanofilnich druhti hub. Nejcastéji se vyskytoval druh Circinella umbellata, dale byly izolovany
druhy: Aspergillus spp. (napi. A. fumigatus, A. flavus), Cladosporium spp. (napt. C.
cladosporioides, C. sphaerospermum), Penicillium spp. (napi. P. chrysogenum, P. lilacinum),
Curvularia cf. eragrostidis, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Geotrichum sp., Gliocladium
sp., Hirsutella sp., Neurospora sp., Paecilomyces sp., Scopulariopsis sp., Sepedonium sp.,
Trichoderma viride, Hypoxylon sp., Xylaria anisopleura a X. kegeliana, Mucor sp.,
Cunnighamella sp. a Rhizopus cf. stolonifer.

Larcher et al.(2003) izolovali z guana v zapadni Francii druhy patfici mezi potencialni
patogeny, a to Candida glabrata a Candida guilliermondii, dale patogen Histoplasma capsulatum
a keratinofilni patogeny Trichophyton terrestre, Scopulariopsis brevicaulis, Aphanoascus
fulvescens, Myceliophthora thermophila, Chrysosporium lobatum, Chrysosporium merdarium,
Chrysosporium pseudomerdarium a Chrysosporium pruinosum. Vétsina z téchto hub se vyskytuje
i vV tropickém pasmu.

Sugita et al. (2005) se zamé¢fili na vyskyt kvasinek v japonskych jeskynich.Z 20
vapencovych jeskyni (odbéry mezi prosincem 2003 a uinorem 2004) byly z guana izolovany druhy
Trichosporon laibachii, Trichosporon porosum a 7 dalsich druht rodu Trichosporon, dale dalsich
8 kvasinek (Ascomycota), a to druhy Candida palmioleophila, Candida lusitaniae, Debaryomyces
hansenii, Hanseniaspora spp., Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces kluyveri, Williopsis
californica a Zygosaccharomyces florentius.

Ulloa et al. (2006) studovali guano v jeskynich Mexika, v oblasti Guerrero, kde je znam
vyskyt druhu Histoplasma capsulatum. Zaznamenali druhy Aphanoascus fulvescens, Gymnascella

citrina, Gymnoascus dankaliensis, Chaetomium fimeti, Aspergillus flavo-furcatis, Aspergillus
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terreus, Aspergillus terreus var. aureus, Penicillium spp., Malbranchea aurantiaca a Sporothrix
sp.

V jeskynich Ceské republiky, Slovenska a Rumunska byl v guanu zji§tén novy druh
Chrysosporium speluncarum (teleomorfa Ajellomyces capsulatus), ktery se morfologicky podoba
houb¢ Histoplasma capsulatum, ale neni patogenni (Novakova a Kolatik, 2010).

V mnoha studiich o koprofilnich houbach v guanu byly jako nejcastéjsi druhy zjistény
Mucor spp. (Orpurt, 1964; Novakova, 2004a, 2009; Nieves-Rivera, 2003, 2009), druhy rodu
Penicillium spp. (Novakova, 2003, 2005, 2009; Nieves-Rivera, 2003; Ulloa et al., 2006) a druhy
rodu Aspergillus spp. (Novakova, 2005; Nieves-Rivera et al., 2003, 2009; Ulloa et al., 2006).
Druhy rodu Penicillium a Aspergillus jsou celosvétove rozsifené saprotrofni houby, Aspergillus je
typicky spiSe pro teplejsi oblasti. Druhy rodu Mucor jsou typické koprofilni houby, vyskytuji se

ale i na jiném organickém materialu ¢i v pudé (Domsch et al., 2007).

6.4 Houby v ovzdusi jeskyni a podzemnich prostor

Mikroskopické houby vyskytujici se v ovzdusi jeskyni a jinych podzemnich prostor ve
svété studovali v Rumunsku (Borda a Borda, 2004-2005), v Ciné (Wang et al., 2010), v jeskyni
Nerja v oblasti jizniho Spanélska (Docampo et al., 2011) a na Slovensku (Novakova, 2004a,
2009). V CR byla studovéana diverzita hub v ovzdusi ptibramskych uranovych dola (Fassatiova,
1970), podzemnich prostor ve Zbrasovskych jeskynich (Bosak et al., 2000), v Javorfic¢skych
jeskynich (Bosak et al., 2000), v Punkevnich jeskynich (Bosék et al., 2000), v Amatérské jeskyni
(Bosak et al., 2000) a v podzemnim tunelu v Bedtichové (Kubatova et al., 2005).

Fassatiova (1970) studovala mikromycety v pfibramskych uranovych dolech. Divodem
studia byly zdravotni problémy nékterych hornikii podminéné vyskytem hub. Pozornost byla
vénovana houbam vyskytujicim se v ovzdusi, dale byly odebirany vzorky z hrtanu pracovnikt, ze
stén dolt, zbytkli dieva a z dulnich Sachet. Vzorky byly sbirany v pribéhu let 1967 a 1969, bylo z
nich ziskano 200 izolatd. Bylo zjisténo 90 druht hub. Casto byly v ovzdusi zachyceny patogenni
druhy Aspergillus fumigatus a Aspergillus flavus. Dale byly hojné zaznamenany druhy
Mortierella isabelina, M. ramanniana, Mucor spp., Rhizopus spp., Alternaria spp. (A. tenuis, A.
tenuissima, A. consortiale), Aspergillus spp., Cladosporium spp. (C. avellaneum, C. herbarum, C.
macrocarpum), Fusarium spp., Penicillium spp., Scopulariopsis spp. a Trichoderma spp.

Marvanova et al. (1992) se zabyvali vyskytem mikroskopickych hub v ovzdusi a na
povrchu aragonitu ve Zbrasovskych jeskynich. V jeskynich byla naméfena konstantni teplota 15
°C. Zaznamenali 50 taxoni hub. V ovzdusi jeskyné byly vétSinou zaznamendny odlisné druhy hub
nez na aragonitovych sténach. Jako substrat pro rtst hub na sténach jeskyni také poslouzila vldkna

Z odévl navstévnikl. Autofi zjistili, Ze na slozeni druhového spektra hub ma ziejmé vliv teplota.
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Houby izolované pti 15 °C povazovali za psychrofilni, houby izolované pii 25 °C za mezofilni, to
by mohlo znamenat, ze urcité druhy hub jsou vice ¢i méné specializované na vyskyt v tomto typu
habitatu. Z ovzdusi byly izolovany psychrofilni a mezofilni druhy v podobném poméru, kdezto
z povrchu z aragonitu ptevazné druhy psychrofilni. Z ovzdusi byly pii obou inkubaénich teplotach
izolovany druhy Botrytis cinerea, Cladosporium cladosporioides, Engyodontium album a Phoma
eupyrena. Pfi inkubaci v 15°C bylo zjisténo zovzdusi 9 druhi, napi. Aspergillus niger,
Aspergillus spelunceus a Penicillium implicatum, pii inkubaci ve 25 °C 11 druhl, napf.
Cladosporium herbarum, C. macrocarpum, C. sphaerospermum, Penicillium griseoroseum a
Aspergillus ustus. Z povrchu aragonitu bylo pii obou variantach teplot izolovano 7 druht, napf.
Aspergillus versicolor, Penicillium janczewskii. Pfi inkubaci v 15 °C bylo na aragonitu
zaznamenano 23 druhd, napt. Alternaria alternata, Penicillium aurantiogriseum, P. cenescens a
Cladosporium macrocarpum. Pti inkubaci ve 25 °C bylo z povrchu aragonitu ziskano 16 druhu,
napi. Acremonium cf. atrogriseum, Penicillium brevicompactum a Verticillium psalliotae.

V Javotic¢skych jeskynich bylo v ovzdusi jeskyné zaznamenano 10 druhti hub (Bosak et
al., 2000). V Punkevnich jeskynich bylo z ovzdusi izolovano 68 druhd hub (Bosék et al., 2000).
V Amatérské jeskyni bylo v ovzdusi zaznamenano 15 druht hub (Boséak et al., 2000). Punkevni
jeskyné jsou oteviené verejnosti, Amatérska jeskyné je pro turisty uzaviena. Vysoké navstévnost
Punkevnich jeskyni mé ziejmé vliv na vyskyt vySsiho poctu druhti hub v ovzdusi. V uvedenych
jeskynich  byly nejCastéji zaznamenany druhy Alternaria alternata, Cladosporium
cladosporioides, C. herbarum, C. sphaerospermum, Geomyces pannorum, Penicillium
brevicompactum a P. vulpinum. Jedna se o bézné mezofilni druhy v biosféte schopné rist i za
nizsich teplot.

Kubatova et al. (2005) se zabyvali vyskytem mikroskopickych hub v prostiedi
podzemniho vodarenského tunelu v Bedfichové. Tunel méd pomérné stalé mikroklimatické
podminky s teplotou vzduchu 4,5 °C a relativni vlhkosti ptiblizné€ 98 % v dob¢ odbéru. V prubéhu
dvou odbérti bylo zde zjisténo celkem 60 druht hub. S nejvétsi frekvenci byly zaznamenéany
druhy Acremonium berkeleyanum, Geomyces pannorum, Oidiodendron cerealis, Oidiodendron
sp., Penicillium sp. a Phialophora sp. Opakované byly také zaznamenany, avsak s nizsi frekvenci,
druhy Alternaria sp., Aphanocladium sp., Cladosporium cladosporioides, Mortierella sp.,
Oidiodendron griseum, Paecilomyces farinosus, Penicillium citrinum, Penicillium sp. a
Trichoderma viride. Ve venkovnim ovzdusi pievladaly druhy rodu Cladosporium, Epicoccum a
Alternaria, které jsou v ovzdusi bézné. Uvniti tunelu bylo zaznamenano spektrum hub, které se tu
pravdépodobné vytvotilo vlivem podminek panujicich v této podzemni prostote.

V Rumunsku byla studovdna mykobiota ovzdusi tii jeskyni v zdpadnich Karpatech. Jako

dominantni byly zaznamenany druhy Aspergillus spp., Penicillium spp., Mucor spp. a Candida
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spp., jejich pocet klesal smérem od vchodu jeskyné, vyssi koncentrace spor byla zaznamenana ve
venkovnim prostiedi okolo jeskyné (Borda a Borda, 2004-2005).

V Ardovské jeskyni v NP Slovensky kras bylo v ovzdusi zjisténo celkem 25 druhti hub,
nejhojnéji byly zachyceny druhy Alternaria alternata, Aspergillus niger, Cladosporium
cladosporioides, C. herbarum, C. sphaerospermum a Paecilomyces lilacinus (Novakova, 2004a).
V dalSich jeskynich v NP Slovensky kras, a to v jeskynnim systému Domica (jeskyné Domica,
Certova diera, jeskyné Dlouha chodba) bylo celkem izolovano 73 druhd hub (Novakova, 2009).
Teplota vzduchu téchto jeskyni se pohybovala od 10,2 °C do 11,4 °C a relativni vlhkost od 95 %
do 98 %. Zovzdusi byly nejhojnéji izolovany druhy Rhizopus arrhizus, Acrodontium sp.,
Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Cladosporium cladosporioides, C. herbarum, C.
sphaerospermum, C. tenuissimum, Geomyces pannorum var. pannorum, lsaria farinosa,
Oidiodendron cerealis, Penicillium citrinum (a dalsi Penicillium spp.), Trichoderma polysporum,
Ulocladium chartarum a Ulocladium sp.

Wang et al. (2010) studovali spektrum hub vyskytujicich se v ovzdusi nékolika jeskyni
v Ciné (Mogao Grottoes, Dunhuang). Jeskyné jsou znamé svymi freskami, proto jsou zahrnuty
mezi pamatky UNESCO. Primérna ro¢ni teplota je 9,3 °C, pohybuje se mezi 25 °C (Cervenec) a
9,3 °C (leden) v okolnim prostiedi. Jeskyné se lisily pfistupnosti pro navstévniky; pattily do tiech
kategorii: jeskyné oteviend pro navstévniky, jeskyné s omezenym pftistupem pro navstévniky a
uzaviena jeskyné. Diverzita hub byla vySSi v oteviené jeskyni nez v jeskyni S omezenym
pfistupem pro navstévniky a uzaviené jeskyni. Vyssi teplota, relativni vlhkost a velky tok
navstévnikt vedl k vy$§imu vyskytu spor hub v ovzdusi, zvlasté ve velkych jeskynich. Nejvice
dominujici byly druhy rodu Cladosporium, nésledovan druhy rodu Penicillium, Alternaria a
Aspergillus.

Docampo et al. (2011) studovali, jaké spory hub se vyskytuji v ovzdusi jeskyné Nerja v
jiznim Spanélsku. Jeskyné je pfistupna turistim. Teplota v jeskyni je viceméné stala (18 az 19
°C), relativni vlhkost kolisa kolem 78 % az 100 %. Byly zde zachyceny spory 72 druhd hub.
Nejhojnéji byly zaznamenany spory druhi rodu Penicillium/Aspergillus (v "Hall of the Manger"
50 %, v "Hall of the Cataclysm" 65 %) a Cladosporium spp. (v "Hall of the Manger" 17 %, v
"Hall of the Cataclysm" 13 %). Nejvétsi koncentrace spor byla nameétena v 1ét€, zvlasté v Cervenci
a srpnu. Spory (konidie) ostatnich druh mikroskopickych hub byly zaznamenany v koncentraci O
% az 1 %.

Témet ve vSech studovanych podzemnich prostorach bez ohledu na geografické umisténi
lokality se vyskytovaly druhy rodu Penicillium a Cladosporium (nejcastéji druhy C.
cladosporioides, C. herbarum a C. sphaerospermum). Druhy rodu Penicillium jsou nejb&ézné;si

saprotrofni houby, bézné se vyskytujici v ovzdusi. Druhy rodu Cladosporium jsou celosvétove
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rozsifené, jejich propagule se bézn¢ vyskytuji v ovzdusi, v pidé a na organickych materidlech,
piipadné i na potravinach (Domsch et al., 2007).

Druhy rodu Alternaria byly také velmi frekventované, ¢asto byla zaznamenana Alternaria
alternata, a to ve Zbrasovskych jeskynich, v Javofi¢skych jeskynich, v Punkevnich jeskynich
(Bosak et al., 2000), v Ardovské jeskyni (Novakova, 2004a) a v jeskynnim systému Domica
(Novakova, 2009). Druh Alternaria alternata je kosmopolitné rozsifen, vyskytuje se na
rostlinném a jiném substratu v pudg¢, je také ¢astou kontaminantou potravin.

Druhy rodu Aspergillus byly zachyceny rovnéz ve vétsin€ jeskyni, jsou vSak typické spise
pro teplejsi oblasti. V nékterych jeskynich, zejména v teplejSich oblastech, bylo izolovano vice
druht rodu Aspergillus, a to v rumunskych jeskynich (Borda a Borda, 2004-2005), v ¢inskych
jeskynich (Wang et al., 2010) a v jeskyni Nerja na Gzemi jizniho Spanélska (Docampo et al.,
2011).

Druh Geomyces pannorum byl zaznamenan v Punkevnich jeskynich (Hanulakova, 1995),
v podzemnim tunelu v Bedfichové (Kubatova et al., 2005) a v jeskynnim systému Domica
(Novakova, 2009). Je to psychrofilni druh typicky pro padu v arktickych oblastech (Domsh et al.,
2007).

Druhy hub, které se vyskytuji v ovzdusi jeskyni, jsou bézné i v prostiedi mimo jeskyné.
Napf. Pepelinjak a Segvic (2003) se zabyvali studiem hub v ovzdusi na nékolika lokalitach
v Chorvatsku, kde zaznamenali nejvétsi podil spor druh rodu Cladosporium, Penicillium a
Alternaria. Herrero et al. (2006) zaznamenali v ovzdusi Madridu rovnéZ nejvétsi podil spor druhti
rodu Cladosporium. Grinn-Gofrén a Mika (2008) v polském mésté Stétin zachytili nejvice spor

druhti rodu Cladosporium a Alternaria.

6.5 Entomopatogenni mikroskopické houby v podzemnich prostorach

V jeskynich a jinych podzemnich ukrytech zije fada riznych druhtt hmyzu adaptovanych
na abiotické podminky téchto prostor, zejména zastupci Lepidoptera (motyli), Hymenoptera
(blanoktidli) a Diptera (dvouktidli). Vyuzivaji prostory jako ukryt k pfezimovani, av§ak v obdobi
pfezimovani jsou zaroven nachylni k infekci entomopatogennimi mikroskopickymi houbami
(Kubatova a Dvorak, 2005).

Studiem entomopatogennich hub v podzemnich prostorach se podrobngji zabyvali ve
Francii, épanélsku a Rakousku (Lagarde 1913, 1917, 1922), v Holandsku (Rombach a Samson,
1983; Samson et al., 1984), v americkém stat¢ Kentucky (Benoit et al., 2004), ve Slovinsku
(Gunde-Cimerman et al., 1998), v Cechach (Kubatova a Dvoiak, 2005).

Lagarde (1913) zaznamenal ve francouzskych jeskynich na chitinovych zbytcich hmyzu a

na membranach kiidel dvoukiidlych (Diptera) druh Myxotrichum racovitzae (jeskyné Voleurs),
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na mrtvych motylech (Lepidoptera) druh Cordyceps sphingum, na fragmentech téla dvouktidlého
hmyzu druh Isaria densa (jeskyné Feborac). Ve Spanélskych jeskynich byl na motylech
(Lepidoptera) zachycen druh Isaria sp. (jeskyné Tabaco), druh Isaria guignardi (jeskyné Moros).
Druh Isaria guignardii byl zaznamenan i na broucich (Coleoptera) ve francouzskych jeskynich
(jeskyn¢ Rorschild, Portel, Tortouse, Niaux, Hount-Santo); sterilni forma mycelia byla
zaznamenana ve Spanélsku (jeskyn& Pena, Clotilde) a ve Francii (jeskyn& Batera, Sainte-Héléne,
Bedeilhac, Aynat).

Lagarde (1917) zaznamenal ve Francii na motylech (Lepidoptera) druh Cordyceps
sphingum (jeskyn¢ Belvis) a na ném rostouci druh Torubiella minutissima. Druh Corralinopsis
pilulifera byl nalezen ve Francii v podzemni prostofe na broucich (Coleoptera). Ve Francii byl na
dvoukiidlém hmyzu (Diptera) nalezen druh Beauveria globulifera (dnes nazev Beauveria
bassiana) (jeskyné¢ Ray) a druh Helminthosporium sp. (jeskyné Mythones), na broucich
(Coleoptera) druh Mahevia guignardii (jeskyné Mas-d’Azil). Lagarde (1922) zaznamenal
v Rakousku na motylech (Lepidoptera) druh Cordyceps sp.

Na ceském uzemi ve ZbraSovskych jeskynich byly na mrtvém hmyzu zaznamenany druh
Paecilomyces farinosus a Beauveris sp. (aloum) (Marvanova et al., 1992).

V holandskych jeskynich v provincii Limburg byly na mrtvém hmyzu nalezeny druhy
Paecilomyces farinosus, Stilbella kervillei, Tritirachium cinnamomeum a rod Beauveria
(Rombach a Samson, 1983), v pozd¢jsi praci byly dale zaznamenany druhy Hirsutella guignardii,
Stilbella kervullei, Beauveria bassiana (teleomorfa Cordyceps bassiana) a lIsaria farinosa (diive
Paecilomyces farinosus) (Samson et al., 1984). V belgické jeskyni Ramioul byly zaznamenany na
mrtvém hmyzu rovnéz druh Hirsutella guignardii a druhy rodu Mortierella (hlavné na brouku
rodu Speonomus) (Malloch, 1997).

Slovinsti mykologové (Gunde-Cimerman et al., 1998) zkoumali druhové zastoupeni hub
na hmyzu v zavislosti na vyvojovém stadiu u druhu Troglophilus neglectus (konik jeskynni, fad
Orthoptera - Rovnoktidli) s 8 az 9 nymfalnimi stadii. Zjistili, ze na larvalnich stadiich se
nejcastéji vyskytovali zastupci rodu Mucor (M. baciliformis, M. circinelloides f. circinelloides, M.
hiemalis f. hiemalis a M. hiemalis f. corticola), na dospélych stadiich byl nejcastéji izolovan druh
Beauveria bassiana a Mucor troglophilus (Gunde-Cimerman et al., 1998), ktery byl popsan
poprvé z nalezu ve slovinskych jeskynich (Zalar et al., 1997).

V chorvatskych jeskynich Dinarského krasu se vyskytuje entomopatogen Cordyceps
riverae, jehoz pfitomnost byla zaznamenana v r. 1990; vyskytuje se predevsim na rodu Triphosa
(pid’alka, tad Geometridae — pid’alkoviti) (Mato¢ec a Ozimec, 2001).

Ve dvou malych jeskynich v Kentucky (stat USA) bylo zkoumano spektrum hub na

hmyzu druhu Hadenoecus cumberlandicus (fad Orthoptera — rovnoktidli). Mnoho druh hub
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nalezenych na mrtvém hmyzu se fadi mezi pudni saprotrofni houby (Aspergillus niger,
Geotrichum candidum, Penicillium sp., Trichodenna sp.) a dva druhy patii mezi rostlinné
patogeny (Colletotrichum acutatum, Pestalotia sp.). Izolovana byla také typicka entomopatogenni
houba rodu Beauveria sp. (Benoit et al., 2004).

Novakova (2006) izolovala z hmyzu v NP Slovensky kras druh Beauveria brongniartii
(jeskyné Domica, Ardovska a Krasnohorska jeskyné) a druh Beauveria bassiana (jeskyné Domica
a Ardovska jeskyné¢). V jeskyni Domica byly na hmyzu zjistény i dalsi entomopatogenni druhy
Isaria farinosa a Lecanicillium muscarium (Novakova, 2009).

Kubatova a Dvorak (2005) zkoumali mrtvy hmyz napadeny houbami v podzemnich
prostorach v CR (§toly, jeskyné, sklepy). Mezi nejéast&ji napadenymi jedinci byli zastupci fadu
Lepidoptera, a to Triphosa dubitata (pid’alka jeskynni, Geometridae - pid’alkoviti), Scoliopteryx
libatrix (mara sklepni, Noctuidae - muroviti) a komafi skupiny Culicidae (Diptera).
Nejhojnéjsimi nalezy entomopatogennich hub byly druhy Paecilomyces farinosus a Cordyceps sp.
(viz Obr. 1), dale byly izolovany druhy Engyodontium cf. parvisporum, Hirsutella guignardii,
Lecanicillium muscarium, Paecilomyces farinosus, Beauveria sp. a Simplicillium cf. lamellicola.
Na mrtvém hmyzu byly také nalezeny druhy, které nejsou obecn¢ pokladany za entomopatogenni
(Acremonium bacillisporum, Aphanocladium album, Engyodontium rectidentatum, Mortierella
sp. a Mucor sp.). Ve vétsing piipada byl hmyz kolonizovan jen jednim druhem houby, méné ¢asto
dvéma druhy hub. Zaznamenany byly dvojice druhti Conidiobolus destruens a Acremonium
bacillisporum; Paecilomyces farinosus a Lecanicillium muscarium; Cordyceps sp. a Simplicillium

cf. lamellicola (Kubatova a Dvorak, 2005).

Obrazek 1: Perithecia druhu Cordyceps sp. na Triphosa dubitata (pid’alka jeskynni)
(Kubatova a Dvorak, 2005)
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V jeskyni Castanar de Ibor (jizni Spanélsko) byl hmyz kolonizovan druhy Pochonia
chlamydosporia (teleomorfa Cordyceps chlamydosporia) a Absidia repens (Jurado et al., 2010).

Druhy rodu Beauveria se fadi k typickym entomopatogennim druhim hub. Druh
Beauveria bassiana je Siroce rozsifeny, vyskytuje se v mirném i tropickém pasmu, kde napada
hlavné hmyz skupin Coleoptera, Lepidoptera a Diptera. Zaznamy houby v pudé a jinych
habitatech jsou vétSinou spojeny s parazitaci hmyzu. Druh Beauveria brongniartii je také bézny
patogen hmyzu, je také rozsifen celosvétoveé, ale vyskytuje se méné Casto nez B. bassiana.
Teleomorfa rodu Beauveria — tj. rod Cordyceps je také hojné nachazenym patogenem na hmyzu
(Domsch et al., 2007).

6.6 Houby Zijici na netopyrech

Znamym patogenem Clovéka i jinych zivo€ichd izolovanym z guana je Histoplasma
capsulatum (teleomorfa Ajellomyces capsulatus). Zpisobuje systémovou mykozu histoplasmozu.
Hostitel se mize nakazit vdechnutim infekénich propaguli, coz jsou mikrokonidie této houby
(Taylor et al., 2005). Histoplasmoza byla zaznamenina v né€kolika zemich centralni a jizni
Ameriky, ve statech karibské oblasti (Lyon et al., 2004). Taylor et al. (1999) zkoumali netopyry
z mexickych podzemnich prostor. U nékolika jedincti zaznamenali pfitomnost druhu Histoplasma
capsulatum ve stfevech, plicich, vjatrech a ve slezing. Jsou také zaznamenany ptipady
onemocnéni histoplasmozou u lidi, ktefi se nakazili, napf. v jeskynich Brazilie (Suzuki et al.,
1995), v jizni Africe (Cugnani, 2000), na Kubé (Erkens et al., 2002) a v Kostarice (Lyon et al.,
2004).

Vyznamnym patogenem netopyrl je také druh Geomyces destructans, ktery zptisobuje
dermatofytni infekce. Pro nemoc se vzil nazev syndrom bilého nosu a geomykdza (Chaturvedi,
2011). Nemoc se poprvé objevila v jeskynich na vychodé¢ USA (Blehert et al., 2009), pozdé&ji i na
evropském kontinentu (Puechmaille et al., 2010; Wibbelt et al., 2010; Martinkova et al., 2010).
Vice o druhu Geomyces destructans v nasledujicich kapitolach.

Ve Francii byl ze srsti netopyrit izolovan druh Chrysosporium chiropterorum podobny

druhu Histoplasma capsulatum. Houba neni keratinolyticka (Beguin et al., 2005).
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7. Geomyces destructans a geomykoza

7.1 Geomykéza

Syndrom bilého nosu (white-nose syndrom, WNS) neboli geomykoza je onemocnéni
zpusobené mikroskopickou houbou Geomyces destructans. Bylo pozorovano na hibernujicich
netopyrech, na nichz se projevuje bilym plisfiovym porostem na ¢eniSich, usich a létacich blanach.

Nemoc byla poprvé zaznamenana v jeskynich Howes blizko Albany, New York v tinoru
2006. Mortalita netopyr ve zkoumanych infikovanych zimovistich netopyri pievySovala 75%.
Fylogeneticka analyza ukazala, Ze WNS zptusobuje houba blizka rodu Geomyces (Blehert et al.,
2009). Piuvodce WNS byl nové popsany druh Geomyces destrusctans (Gargas et al., 2009).
V Evropé byl Geomyces destructans poprvé izolovan z netopyra velkého (Myotis myotis) ve
Francii (Puechmaille et al., 2010).

T¢lesna teplota netopyrt pii hibernaci klesd o nékolik stupni Celsia az na teplotu
srovnatelnou s teplotou okolniho prostfedi, s ¢imz je spojen i pokles metabolické Cinnosti a
imunitni odpovédi. Pokles télesné teploty a imunitni odpovédi netopyrd jsou ziejmé zakladnim
predpokladem pro napadeni druhem Geomyces destructans (Meteyer et al., 2009).

Geomyces destructans je blizce ptibuzny druhu Geomyces pannorum, ktery zptsobuje
dermatofytni infekce u lidi a zvifat. Druh Geomyces pannorum je Siroce rozsifen v arktickych
pudach az k mirnému klimatickému pasmu, kde se Casto vyskytuje v pid¢ jeskyni a dalSich
substratech. Obé¢ blizce piibuzné houby jsou psychrofilni. Pro onemocnéni, jez zptisobuji druhy G.
pannorum a G. destructans, se zavedl termin geomykéza, ktery spojuje do skupiny tyto dva
vyznamné patogeny s podobnymi projevy napadeni tkané (Chaturvedi a Chaturvedi, 2011).

Netopyii maji v piirodé dulezitou roli v mnoha ekosystémech, zejména v regulaci hmyzu,
Vv regeneraci lesa a v opylovani rostlin (Williams-Guillen et al., 2008). Maji také vyznam i ve
spojeni s onemocnénimi ¢lovéka, protoze jsou reservoary a prenaseCi vztekliny a dalSich viri,
parasitt (Calisher, 2006; Lampo et al., 2000; Trimarchi C.V., 1977) a patogennich hub, napf.
Histoplasma capsulatu (Taylor, 1999).

7.2 Metodika studia druhu Geomyces destructans

Izolaty houby jsou ziskdvany riznymi zplsoby, a to kultivaci vzorkd odebranych piimo
Z netopyrl, otiskem napadeného Cenichu nebo létacich blan pomoci prihledné lepici pasky,
odstfizenim casti srsti (Wibbelt et al., 2010), stérem z ¢enichu ¢i létacich blan pomoci nylonovych
nebo vatovych Stétecki (Martinkova et al., 2010; Puechmaille et al., 2010).

Pro primarni izolaci houby byly vzorky ve vétsing studiich inkubovany na Sabouraudoveé

dextrozovém agaru (SDA) s piidavkem antibiotik (napf. chloramfenikol, gentamycin) (Gargas et
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al., 2009; Wibbelt et al., 2010; Martinkova et al., 2010, Puechmaille et al., 2010; Lorch et al.,
2010; Courtin et al., 2010), na Sabouraudové¢ agaru (SAB) (Chaturvedi et al., 2010) ¢i na
bramborovo-dextrézovém agaru (PDA) (Puechmaille et al., 2010). Kultivace probihala pfi nizSich
teplotach, napt. 3 °C (Blehert et al., 2009; Gargas et al., 2009), 4 °C a 8 °C (Wibbelt et al., 2010),
7 °C a 15 °C (Martinkova et al., 2010), 10 °C (Puechmaille et al., 2010), 7 °C a 10 °C (Lorch et
al., 2010).

Pro studium riistovych charakteristik byla pouzita dalsi zivna média. Napt. Gargas et al.
(2009) studovali rust na kukuti¢éném agaru (CMA) pii teplotach 7 °C, 14 °C (ve 24 °C bez rlstu).
Chaturvedi et al. (2010) pozorovali zakladni znaky na SDA a PDA pfi 4 C. Martinkova et al.
(2010) hodnotili rastové charakteristiky na Ctyfech typech medii: na sladinovém agaru (MEA), na
kukuticném agaru (CMA), na agaru skvasniénym a sladovym extraktem (YMA) a na
sachar6zovém agaru s kreatinem (CREA), kultivace pti 15 °C.

Pro molekularné genetickou analyzu byla vyuzita PCR analyza genu rRNA vnitini
transkribované oblasti DNA (ITS1, 5.8S, ITS2) a rRNA genu (SSU) (Blehert et al., 2009; Gargas
et al., 2010; Chaturvedi et al., 2010; Wibbelt et al., 2010; Martinkova et al., 2010; Puechmaille et
al., 2010; Lorch, 2010) (Obr. 7.2 A, 7.2 B).

7.3 Charakteristika houby Geomyces destructans

Taxonomické zarezeni: Fungi, Ascomycota, Leotiomycetes; teleomorfa neni znama
(Pseudogymnoascus  u  jingch  druht  rodu  Geomyces) (Index  fungorum)
(http://www.indexfungorum.org/names/names.asp)

Fylogenetické stromy: Obr. 2, Obr.3.

Geomyces destructans je psychrofilni houba (Gargas et al., 2010). Kolonie rostou pomalu,
za 16 dni pfirostou v priméru o 1 mm ve 3 °C, 0 Smm v 7 °C, 0 8 mm ve 14 °C, nerostou ve
24°C na CMA a SDA (Gargas et al., 2009). Optimalni rust je vrozmezi 4 °C az 14 °C
(Chaturvedi et al., 2010). Kolonie jsou na okraji bilé, pozdé&ji maji zelené az zeleno$edé zbarveni
na SDA (Gargas et al., 2009).

Mikroskopické znaky: Konidiofory jsou pfimé, hyalinni, hladké, tenkosténné, Siroké 1,5-2
um a dlouhé 35-90 um, obvykle nesou pieslen 2-4 vétvi vyrustajici v ostrém uhlu (Gargas et al.,
2009). Artrokonidie mohou rist na konidioforech vmezeteny, bo¢né nebo terminalné, jednotlivé
nebo v kratkych fetizcich (Martinkova et al., 2010). Konidie jsou hladké, slabé pigmentované,
zaktivené, nékdy ovalné, se stiedné silnou sténou, ut'até s napadnou jizvou na jednom nebo obou
koncich, ve zralosti 2-3 um Siroké a 5-12 um dlouhé, v bazalni ¢asti se zuzuji do Sitky 1,5-2 pm a

v apikalni ¢asti do sitky 0,5-1,5 um (Gargas et al., 2009).
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Biochemické schopnosti: Geomyces destructans ma schopnost produkovat proteolytické a
hydrolyzujici enzymy, a to acid-fosfatazu, N-acetyl-p-glukosaminidazu, B-glukosidazu, esterazu,
esterazu lipazu, lipazu, leucin arylamidazu a naphtol-AS-B1-fosfohydroldzu. Neprodukuje cystin
arylamidasu, trypsin, a-chymotrypsin, o-galaktosidasu, [B-glukoronidasu, o-glukosidasu, ao-
manosidasu a a-fukosidasu. Schopnost produkce enzymt byla testovana API-ZYM testy.
Proteolytické vlastnosti Geomyces destructans mohou hrat roli v patogenezi syndromu bilého

nosu (geomykozy) (Chaturverdi et al., 2010).
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Obrazek 2: Fylogenetickd analyza rRNA genu SSU (Gargas et al., 2009)
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Obrazek 3: Fylogenetickd analyza rRNA genu ITS (Gargas et al., 2009)
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74 Patogeneze geomykozy

Geomykoza zatéZuje organismus netopyrt, zejména zdravotn€, kondi¢n¢ a ziejmée
ovliviiuje 1 jejich chovani po hibernaci.

Houbové hyfy pronikaji do pokozky, do chlupovych vackt a do mazovych Zlaz, coz vede
k zanétim a imunitni odpovédi v tkani hibernujicich netopyrt. Zanét se projevuje otoky,
hnisavymi viedy, zvySenou ptitomnosti neutrofilti a makrofagi (Meteyer et al., 2009).

WNS muize zasdhnout i létaci blany, které sestavaji ze dvou vrstev jednobunécné pokozky,
mezi nimi je tenka vrstva pojivové tkan¢ s elastickymi vlakny (Meteyer et al., 2009). Kromé své
zakladni tlohy létaci blany zastavaji dals$i dulezité funkce, ob&éhovou regulaci, termoregulaci,
vyménu plynii a hospodareni s vodou. Rany a infekce blan mohou proto neptiznivé ovlivnit jejich
funkci, coz se odrazi na zdravotnim stavu a Uspésnosti netopyrit v aktivnim obdobi (Reichard a
Kunz, 2009).

Odbornici se domnivaji, ze pruvodnim projevem infekce je vzbuzeni netopyri z
hibernace, coz je energeticky naro¢né. Geomykoza tak zpusobuje rychlejsi vyCerpani tukovych
zasob, zhorsSeni kondice, ¢imz se zvysi mira umrti z vyhladovéni (Martinkova et al., 2010).

Ve spojeni s WNS bylo pozorovano odchylné chovani netopyrii v lokalitach, kde netopyry
prudce zasahla infekce (USA). Velké mnozstvi z nich se preskupovalo uvniti hibernakula do mist
blizko vchodu nebo do neobvykle chladnych prostor, netopyti také vylétavali v priab&éhu zimy
béhem dne z hibernakula. V disledku vycerpani se pak mnoho mrtvych netopyrt nachazelo uvnitf
hibernakula ¢i blizko vchodu (Castle a Cryan, 2010).

7.5 Rozsii‘eni Geomyces destructans

Syndrom bilého nosu (geomykdza) byl poprvé zaznamenan v jeskynich blizko Albany
(stat New York) béhem zimy 2006 az 2007 na 4 druzich netopyrt: Myotis lucifugus (netopyr
hnédavy), Myotis septentrionalis (netopyr hnédy), Eptesicus fuscus a Perimyotis subflavus
(Blehert et al., 2009). V bteznu 2009 byl WNS potvrzen histologickym vySetienim mrtvych
netopyri ze zasazenych jeskyni a jinych podzemnich prostor v Massachusetts, New Jersey,
Vermontu, West Vigrinii, New Hampshire, Connecticutu, Virginii a Pensylvanii (Gargas et al.,
2009). Zasazeni byli netopyii i ve dvou provinciich Kanady - Ontario a Quebec (Wibbelt et al.,
2010). WNS se v USA rozsifil velmi rychle, z po¢ateéniho mista vyskytu nemoci ze zapadu
Albany se rozsifil severné do Vermontu a na jih do Virginie (Aley, 2010). Nemoc se tedy
rozsifila v okruhu 1600 km pies 11 stati USA, v dubnu 2010 byl WNS jesté potvrzen daleko
zapadné v St. Louis a Missouri (Castle a Cryan, 2010) (Obr. 7.5 A). V zim¢& 2009 az 2010 byl

WNS pozorovan na 6 druzich ze 7 druhl netopyra vyskytujicich se v této oblasti: Myotis myotis
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(netopyr velky), Myotis septentrionalis (netopyr hnédy), Myotis sodalis (netopyr spolecensky),
Myotis leibii, Perimyotis subflavus, Eptesicus fuscus (Castle a Cryan, 2010).

V Evropé byl prvni ptipad WNS zaznamenan na jednom netopyrovi druhu Myotis myotis
(netopyr velky) ve Francii (okres Périgueux, Akvitanie) v bieznu 2009 (Puechmaille et al., 2010).

Dalsi studie se zabyvala situaci ve 4 zemich Evropy, v Némecku, Velké Britanii,
Mad’arsku a Svycarsku (Obr. 7.5 B) (Wibbelt et al., 2010). Vzorky byly odebrany z 12 zimovist
(viz Obr. 4), ze 23 dospélych jedinct reprezentujicich 6 druhd netopyri, a to z 1 Myotis brandtii
(netopyr Brandtv), ze 3 Myotis dasycneme (netopyr pobiezni), z 1 Myotis daubentonii (netopyr
vodni), z 15 Myotis myotis (netopyr velky), z 1 Myotis oxygnathus (netopyr ostrouchy) a ze 2
Rhinolophus ferrumequinum (vrapenec velky). Vzorky odebrané z netopyrt byly kultivovany,
mikroskopovany svételnym a elektronovym mikroskopem a zkoumany geneticky. Geomyces
destructans byl zaznamenan ve 21 ptipadech z 23 (G. destructans nebyl potvrzen ve Velké
Britanii ve 2 ptipadech).
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Obrazek 4 - Mapa:

Studie vyskytu Geomyces destructans v Evropé€, vyskyt potvrzen (* , 5%), vyskyt nepotvrzen (° ,
n)

(Wibbelt et al., 2010)

Dal§i studie vramci Evropy se zabyvala vyskytem WNS v Ceské republice a na
Slovensku (Martinkovéa et al., 2010; Simonovi¢ova et al.). Béhem zimy 2008 az 2009 byli
netopyii podezieli na ndkazu WNS zazanamenani v 7 lokalitdich. Béhem zimy 2009 az 2010 byla

nemoc zazanamenana v 33 lokalitach Gitajicich pies 800 hibernakul v Ceské republice a na
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Slovensku. Nejvice podezielych jedincti na WNS se fadilo k druhu Myotis myotis (netopyr velky),
375 zasazenych, dale bylo zasaZzeno 19 jedinci Myotis blythii (netopyr vychodni), 2 jedinci
Myotis dasycneme (netopyr pobiezni), 1 jedinec Myotis bechsteinii (netopyr velkouchy), 1 jedinec
Myotis mystacinus (netopyr vousaty) a 1 jedinec Myotis nattereri (netopyr fasnaty). Vzorky
ziskané z netopyru byly kultivovany, mikroskopovany a podrobeny genetické analyze. Nejvétsi
ohniska ndkazy byla zaznamendna v podhorskych oblastech a stfednich polohdch, kde bylo
zasazeno 11% az 100% jedinci Myotis myotis. Mnohem mensi mira nakazy byla zjiSténa
v horskych oblastech, na Sumavé 5 % a na Slovensku 0 % az 5 %, dale ve vapencovych oblastech

(Martinkova et al., 2010) (viz Obr. 5).
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Obrazek 5 - Vyskyt Geomyces destructans v CR a na Slovensku (Martinkova et al., 2010):
(A)Rozsiteni WNS v jednotlivych lokalitich (nékteré body zahrnuji vice nez 1
hibernakulum). Lokality, kde probihalo s¢itani 2009/2010 ( © ), lokality podezielé na
WNS (*).
(B) Mira rozsiteni WNS na jedincich druhu Myotis myotis (velikost kruhu je pomérna

k velikosti populace).
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7.6 Rozdily v rozsiieni Geomyces destructans

Rozdilné strategie hibernace netopyr mohou velice ovlivnit kone¢ny dopad geomykozy
na populaci (Martinkova et al., 2010). V Severni Americe se shluky hibernujicich netopyra
pohybuji od 1000 az po 50000 jedincti v hibernakulu, zatimco v Evropé netopyii hibernuji
jednotlivé nebo v malych skupinach, coz v Evropé ziisobuje mnohem mensi miru mortality
(Martinkova et al., 2010; Wibbelt et al., 2010). Pouze v severni ¢asti Némecka v nékolika malo
prirodnich stanovistich byly pozorovany shluky s 13000 az 18000 jedinci (Wibbelt, 2010). Jedinci
S WNS se v prubehu hibernace opakované probouzeji a dochazi u nich ke zvyseni teploty. Uvnitt
velkych shlukii pak rusi a budi ostatni netopyry. V konecném duasledku ma pak WNS fatalni
nasledky (Martinkova et al., 2010).

Existuje hypotéza podporujici myslenku, ze Geomyces destructans se diive vyskytoval
v Evropé nez v Severni Americe (Martinkova et al., 2010), proto jsou evropsti netopyii vici této
houb¢ vice imunologicky a behaviroalné rezistentni (Wibbelt, 2010). Je pravdépodobné, ze
v Evropé probéhla koevoluce mezi netopyry a Geomyces destructans, WNS tak mozna zpisobil
silny selek¢ni tlak na strategii v hibernaci netopyri, ktery mohl vést k uptfednostnéni hibernace v

mensich skupinach (Martinkova et al., 2010).
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Zavér

Studium praci o diverzit¢ mikroskopickych hub v jeskynich odhalilo, Ze tato problematika
byla zkoumana na vSech kontinentech, tedy na lokalitach liSicich se jak geografickym umisténim,
tak 1 konkrétnimi mikroklimatickymi podminkami.

Na $ifi spektra zaznamenanych druht hub miize mit vliv zvolena metodika, tj. zptsob a
rozsah odbéru, zpracovani vzorki, kultivacni metody, molekularni metody a analyza vysledk.

Mnoho druht hub neni tak ¢asto v jeskynich zaznamendvano nebo jen ojedinéle, mize to
byt tim, ze jeskyn¢ jsou svymi mikroklimatickymi podminkami pro né okrajova nika nebo se
jejich spory Spatné §iii. Mezi mikroskopickymi houbami jsou vSak i rody, které se vyskytovaly
témet vSude, byly hojné nachazeny ve sedimentu, na exkrementech a v ovzdusi, jako druhy rodu
Penicillium, Aspergillus ¢i druh Geomyces pannorum. Druhy rodu Penicillium a Aspergillus patii
mezi nejbéznéjsi saptrotrofni houby s celosvétovym rozsifenim. Druh Geomyces pannorum je
psychrofilni houba, bézné se vyskytujici v jeskynich.

Mezi nej€astéji zaznamenané houby v sedimentech jeskyni patii béZné ptudni druhy jako
Mortierella, Acremonium, Oidiodendron, Trichoderma, Chaetomium a Fusarium. Nejcastéji
zjisténymi koprofilnimi houbami jsou druhy rodu Mucor, které jsou znamé z exkrementi i v
jinych typech lokalit. Obdobné¢ je tomu i u hub nej€astéji zaznamenanych v ovzdusi jeskyni: Casté
byly rody bézn¢ znamé z venkovniho ovzdusi, a to Cladosporium, Alternaria, Penicillium a
Aspergillus. Nejcastéji zaznamenanym rodem na mrtvém hmyzu byl rod Beauveria ¢i jeho
teleomorfa Cordyceps, ktera je rovnéz bézné znama jako typicka entomopatogenni houba.

Nékteré z hub vyskytujici se v prostfedi jeskyni mohou byt patogenni. Piikladem je houba
Geomyces destructans, kterd zpusobuje dermatofytni infekce na hibernujicich netopyrech a
vyvolava tak nemoc geomykozu (syndrom bilého nosu). Netopyii maji v pribéhu hibernace
nizkou télesnou teplotu a utlumeny imunitni systém, coz je zfejmé zékladni predpoklad, aby
psychrofilni houba napadla organismus netopyri. Nemoc se diive projevila v USA nez v Evropé.
V USA v soucasnosti zptisobuje velké thyny netopyrt, podminéné predev§im velkymi shluky
hibernujicich netopyri. Védci se domnivaji, ze druh Geomyces destructans se v Evropé
vyskytoval jiz diive, a Ze tu jiz probehla koevoluce mezi netopyry a houbou, jejimz vysledkem je
vys$§i imunologickd odolnost evropskych netopyrti a zmény v chovani (hibernace v mensich
skupinéach). To, Ze houba s nizkym teplotnim optimem rlstu a omezenym vyskytem ma takové
patogenni ucinky, je dano souhrou pro ni vhodnych okolnosti. Nasla si vhodného hostitele -
netopyry, ktefi jsou v dobé hibernace velmi oslabeni vlivem poklesu imunitni funkce, coz houbé

poskytuje ptihodné podminky pro jeji existenci.
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