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I. Cíl metodiky 

 

 Cílem navrhované metodiky je uvedení kompletních protokolů k detekci následujících 

druhů rodu Fusarium – F. avenaceum, F. culmorum, F. poae, F. graminearum, 

F. pseudograminearum, F. sporotrichioides – pomocí multiplex PCR. Sekvence pouţitých 

druhově specifických primerů jsou převzaté z literatury a byly vybrány tak, aby bylo moţné je 

vzájemně a libovolně kombinovat, coţ umoţňuje detekci jednoho nebo aţ všech šesti výše 

uvedených druhů v jedné PCR reakci. Reakce jsou optimalizovány pro pouţití v běţné 

laboratoři molekulární biologie.  

 V metodice je nově zavedena technika pěstování mikromycet ve formě povrchových kultur 

na celofánu. Tato technika je speciálně určena pro následnou izolaci DNA z houbového 

mycelia. Technika pěstování povrchových kultur na celofánu umoţňuje optimální manipulaci 

s napěstovaným myceliem, které se z celofánu snadno odstraní pomocí skalpelu, přičemţ 

nedochází k neţádoucí kontaminaci vzorku agarovým kultivačním médiem nebo nečistotami 

z přirozeného substrátu (z napadeného vzorku). 

 

 

II. Vlastní popis metodiky 

 

Úvod 

Onemocnění obilnin, označované jako fuzariózy klasu, způsobené komplexem druhů rodu 

Fusarium je rozšířené v celé Evropě (Bottalico et Perrone, 2002). Fuzarióza klasu (Fusarium 

head blight, scab) se projevuje předčasným odumřením klasů nebo jejich zbělením. Hlavními 

hostiteli jsou pšenice, ječmen a kukuřice. Toto onemocnění je zvláště významné ve vlhkých 

oblastech. V takových případech můţe dojít k význačným ztrátám na výnosech způsobených 

sterilitou klásků a nedostatečně vyvinutými obilkami. Je známo přinejmenším 17 druhů 

tohoto rodu, které se podílejí na vzniku fuzarióz, ale mezi nejčastější a nejvýznamnější patří 

následující druhy: F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum, F. poae a Microdochium 

nivale var. nivale a var. majus. V menší míře se vyskytují další druhy rodu Fusarium např. 

F. tricinctum, F. equiseti, F. acuminatum, F. sambucinum a F. oxysporum (Ioos et al., 2004). 

F. graminearum je hlavním původcem fuzarióz klasu zejména v teplejších a sušších 

oblastech, zatímco F. culmorum je dominantní v oblastech chladnějších a vlhčích (Parry et al., 

1995). Na území České republiky začíná převaţovat F. graminearum oproti minulým letům, 

kdy bylo dominantním druhem F. culmorum (Chrpová et al. 2004, Ostrý et al. 2004). Poslední 

studie ukazují zvyšující se zastoupení druhu F. poae (Remešová et al. 2006). 

Jedná se o fakultativní nespecifické parazity, kteří také mohou infikovat další části rostlin 

(Parry et al., 1995, Petrowski et al., 2003, Lemmmens et al., 2004). Poškození klasů tedy 

můţe být doprovázeno infekcí kořenů, listů nebo následným napadením klíčních rostlin. 

Nároky těchto patogenů na výţivu nejsou specifické, jedná se o všudypřítomné saprofyty. 

Limitujícím faktorem pro přechod do parazitické fáze je obvykle vlhkost.  

Škodlivost fuzarióz spočívá jednak v redukci výnosu, která můţe dosáhnout aţ 70%, ale 

zejména ve schopnosti mnoha původců fuzarióz produkovat mykotoxiny (Bai et Shaner, 

1994). Je známo, ţe fuzáriové mykotoxiny mohou způsobovat váţné zdravotní potíţe jak 

u člověka, tak u hospodářských zvířat. Následně dochází k projevům chronické nebo akutní 

mykotoxikózy, např. trávicí potíţe, poruchy plodnosti (Ţabka et Jegorov, 2002). 

Nejvýznamnější fuzáriové mykotoxiny jsou trichoteceny, zejména deoxynivalenol a nivalenol 

a zearalenony. Ke tvorbě zdraví škodlivých toxinů v zrnu dochází zejména při infekci druhy 

F. graminearum a F. culmorum. 



 

Přesná detekce jednotlivých původců fuzarióz klasu a zejména stanovení toxinogenních 

kmenů je nezbytná jak pro pochopení faktorů podílejících se na rozvoji onemocnění 

a akumulaci toxinů, tak z hlediska ochrany rostlin i zdraví konzumentů. 

Mykologické určení jednotlivých druhů je dosti obtíţné a relativně časově náročné, proto 

došlo v poslední době k rozvoji metod zaloţených na PCR reakci. V současnosti jsou známy 

druhově specifické primery pro mnoho druhů rodu Fusarium např. pro F. avenaceum 

(Doohan et al., 1998, Turner et al., 1998), F. culmorum a F. graminearum (Nicholson et 

al.,1998), F. poae (Parry et Nicholson, 1996), F. pseudograminearum (Aoki et O´Donnell, 

1999) a F. sporotrichioides (Demeke et al., 2004).  

Efektivnější metodou je pouţití tzv. multiplex PCR tj. PCR reakce, která díky přítomnosti 

několika primerových párů umoţňuje detekci více druhů současně. Rutinně je moţné 

detekovat současně 2 – 14 lokusů. Nutností ovšem je zajistit, aby se amplifikované produkty 

dostatečně lišily ve svých délkách a bylo je tak moţno bez problémů rozlišit na agarózovém 

gelu. Neméně důleţitým předpokladem k úspěšnému pouţití multiplex PCR je pečlivá 

optimalizace reakčních podmínek, zejména zajištění vhodné annealingové teploty 

a koncentrace jednotlivých primerů. Problémem mohou být také nespecifické produkty, které 

se amplifikují společně s poţadovanými fragmenty a mohou zkreslovat výsledek reakce. 

Nicméně při vhodné optimalizaci dochází ke znatelné úspoře času i materiálu.  

 

Podstata metodiky 

 

Metodika popisuje inovativní přístup pro rychlou a efektivní detekci následujících 

patogenních druhů rodu Fusarium: F. avenaceum, F. culmorum, F. poae, F. graminearum, 

F. pseudograminearum a F. sporotrichioides. Jedná se o spojení nového přístupu PCR 

detekce a nové techniky pěstování mikromycet, speciálně určené pro následnou izolaci 

houbové DNA. 

 

Napadené klasy nebo zrna se omyjí ponořením do 3-5% roztoku NaClO na 2-3 minuty. Tím 

je vzorek zbaven povrchových nečistot a sekundárních kontaminací, které by mohly být 

problematické při dalším zpracování vzorků a samotné detekci. Takto připravené vzorky se 

posléze promyjí ve sterilní destilované vodě za účelem získání suspenze spór či myceliárních 

fragmentů. Takto získaná suspenze se následně jednoduše rozetře po povrchu připraveného 

celofánu překrývajícího agarovou ţivnou půdu na Petriho misce.  

Pomocí skalpelu se narostlé mycelium odebere do plastových 2ml mikrozkumavek (3× 

kaţdý vzorek), které se vloţí do tekutého dusíku, aby došlo k okamţitému zmraţení. Vzorky 

se uchovávají v hlubokomrazícím boxu při teplotě -80°C. 

DNA se z buněk houbového mycelia extrahuje mechanickým rozrušením pletiv a následnou 

separací od ostatních sloţek, zejména od proteinů, polysacharidů a barviv. Působením 

cetrimoniumbromidu (CTAB) dochází za přítomnosti chloridu sodného k vytvoření ve vodě 

rozpustného komplexu CTAB-DNA. Ten se od proteinů a sacharidů oddělí působením směsi 

chloroformu a isoamylalkoholu a je vyvázán do vodné fáze. DNA se poté z vodné fáze 

vysráţí pomocí absolutního etanolu a zbytky chloridu sodného a CTAB jsou odstraněny 70% 

roztokem etanolu. Peletky DNA se rozpustí v pufru TE, tj. velmi zředěném roztoku Tris (tris-

hydroxymethyl) aminomethan a EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctová). Tris upravuje pH 

roztoku a EDTA působí jako chelační činidlo a vyvazuje Mg
2+

 ionty, a tím inhibuje činnost 

nukleáz, enzymů štěpících DNA. 

Přibliţná koncentrace izolované DNA se stanoví pomocí fluorescence pod UV lampou na 

agarózovém gelu s ethidiumbromidem, který se váţe na DNA. Fluorescence vyvolaná UV 

zářením působícím na vázaný ethidiumbromid je úměrná mnoţství DNA. Míra fluorescence 



 

vzorku DNA se porovnává s fluorescencí fragmentů o známé koncentraci u markeru Lambda 

DNA/HindIII. 

Principem reakce PCR je amplifikace úseku DNA s párem druhově specifických primerů 

(forward a revers). Nejprve dochází vlivem vysoké teploty k denaturaci dvoušroubovice 

DNA, poté se podle principu komplementarity na příslušné sekvence DNA naváţou primery. 

Výsledkem reakce je mnohonásobné zmnoţení úseku DNA označeném na obou koncích 

pouţitými primery. Produkt PCR reakce se detekuje na agarózovém gelu pod UV lampou po 

obarvení ethidiumbromidem, který se přidává do gelu při jeho přípravě. V případě multiplex 

PCR jsou do reakční směsi přidány druhově specifické primery pro více druhů a to umoţňuje 

detekci několika druhů současně.   

V případě negativního výsledku PCR pro všechny testované (výše uvedené) druhy, 

metodika nabízí moţnost klasického postupu detekce na základě morfologických znaků 

včetně doporučené určovací literatury.  

 

Technické vybavení pro mykologickou práci a přípravu vzorků: 

 

 Petriho misky (skleněné, plastové) 

 celofánová fólie (kruhové výřezy 9 cm v průměru) 

 očkovací mikrobiologické kličky 

 kahan 

 sterilní očkovací box 

 laboratorní sklo (na oplach vzorků a tvorbu suspenze) 

 kultivační termostat (optimum 23°C) 

 binokulární lupa, světelný mikroskop (Olympus BX 51) 

 

Chemikálie potřebné pro mykologickou práci a přípravu vzorků: 

 

 3-5% vodný roztok NaClO  

 sterilní destilovaná voda  

 agarová kultivační a determinační média (Oxoid, Hi-media nebo vlastní výroba podle 

uvedené literatury):  

 

Bramboro-dextrózový agar - PDA (Booth 1971): 

brambory   200g 

dextróza  15g 

agar   20g 

destilovaná voda 1000ml 

 

Ovesný agar - OA (Samson et al. 1996):  

ovesné vločky  30g 

agar   15g 

destilovaná voda 1000ml 

 

Speciální ţivný agar - SNA (Nirenberg 1976): 

KH2PO4  1g 

KNO3   1g 

MgSO4 . 7 H2O 0,5g 

KCl   0,5g 

glukóza  0,2g 

sacharóza  0,2g 



 

agar   20g 

destilovaná voda 1000ml 

 

Vybavení nutné pro uchování odebraného mycelia a následnou izolaci DNA: 

 hlubokomrazící box -80°C 

 tekutý dusík 

 homogenizátor QIAGEN a karbidové kuličky   

 centrifuga s otáčkami min. 11 000 otáček/min. s rotorem na plastové mikrozkumavky 

o objemu 2ml 

 vodní lázeň nebo teplotní blok 

 vortex 

 vybavení na horizontální elektroforézu 

 transluminátor 

 fotodokumentační zařízení 

 automatické pipety a špičky 

 2 ml plastové mikrozkumavky (Eppendorf) 

 

Roztoky a chemikálie potřebné k izolaci DNA metodou CTAB: 

Extrakční pufr:  

0,35M sorbitol      35ml 1M roztoku 

0,1M Tris (Tris[hydroxymethyl] aminomethan) 10ml 1M roztoku Tris pH8 

5mM EDTA      1ml 0,5M roztoku EDTA pH8 

H2O doplnit do      100ml  

 

5% roztok sarkosylu 

N-lauroyl-sarcosine (Sigma)  5g 

H2O    100ml   

 

2% CTAB (lyzující pufr)  

CTAB (Sigma Aldrich)  2g do 20ml H2O 

0,2 M Tris (Serva)  20ml 1M roztoku pH8 

50mM EDTA (Serva)  10ml 0,5M roztoku pH8 

2M NaCl (Serva)  40ml 5M roztoku 

H2O doplnit do   100ml   

 

5% CTAB  

CTAB (Sigma Aldrich) 5g CTAB do 20ml H2O    

0,2 M Tris (Serva)  20ml 1M roztoku pH8 

50mM EDTA (Serva)  10ml 0,5M roztoku pH8 

2M NaCl (Serva)  40ml 5M roztoku 

H2O doplnit do   100ml   

 

TE pufr 

10mM Tris (Serva)  2,5ml 1M roztoku pH8 

1mM EDTA (Serva)  0,5ml 0,5M roztoku pH8 

H2O doplnit do   250ml  

 

0,8% agarózový gel (cca 50 vzorků) 

Agaróza (Serva)     0,96g 

1×TAE pufr      120ml 



 

Ethidiumbromid 10mg/ml roztok (Sigma-Aldrich)  1µl   

 

1× TAE pufr 

TRIS (Serva)                      242g do 300ml H2O 

EDTA (Serva)    100ml 0,5M roztoku pH8                             

ledová CH3COOH (Sigma-Aldrich)   57,1ml 0,5M roztoku 

H2O doplnit do    1000ml  

 

 5M NaCl 

 Absolutní etanol (Serva) – vymraţený na -20°C 

 70% roztok etanolu (Serva) 

 Směs chloroform (Serva): izoamylalkohol (Lachema Brno) 24:1 

 RNáza 

 Velikostní standard  HindIII (Fermentas), včetně loading buffer 

                                                                                                                                                                                                                                               

Vybavení a chemikálie potřebné k determinaci druhů rodu Fusarium pomocí metody 

PCR: 

 Druhově specifické primery (syntéza firmou Applera podle sekvencí popsaných 

v uvedených publikacích) viz tabulka 1. 

 dNTP (Invitrogen) 

 Qiagen polymeráza včetně pufru a MgCl2 

 H2O (Sigma Aldrich) 

 Velikostní standard 100bp DNA Ladder (Fermentas), včetně loading buffer 

 PCR plastové zkumavky – stripy + víčka nebo PCR destičky + víčka 

 Automatické pipety a špičky 

 Termocykler (UNO II, Biometra) 

 Minicentrifuga 

 Vybavení na horizontální elektroforézu 

 Transluminátor 

 Fotodokumentační zařízení 

 

2% Agarózový gel 

Agaróza (Serva)     2,4g 

1×TAE pufr                                         120ml 

Ethidiumbromid 10mg/ml roztok (Sigma-Aldrich)    1µl   

 

Tabulka 1.  

Druh r. Fusarium 
Označení 

primerů 
Sekvence primerů (5´- 3´) Citace 

F. avenaceum Fa 

CAA GCA TTG TCG CCA CTC TC 

GTT TGG CTC TAC CGG GAC TG Doohan et al. 1998 

F. culmorum FC01 

ATG  GTG  AAC  TCG  TGG  C 

CCC  TTC  TTA  CGC  CAA  TCT  CG Nicholson et al. 1998 

F graminearum Fg16 

CTC CGG ATA TGT TGC GTC AA 

GGT AGG TAT CCG ACA TGG CAA Nicholson et al. 1998 

F. poae FP82 

CAA GCA AAC AGG CTC TTC ACC 

TGT TCC ACC TCA GTG ACA GGT T 

Parry et Nicholson 

1996 

F. sporotrichioides AF330109C 

AAA AGC CCA AAT TGC TGA TG 

TGG CAT GTT CAT TGT CAC CT Demeke et al. 2004 

F. pseudograminearum FP1 

CGG GGT AGT TTC ACA TTT CYG 

GAG AAT GTG ATG ASG ACA ATA 

Aoki et O´Donnell 

1999 



 

Postup 

 

1. Očištění a příprava vzorku 

Napadené vzorky se nejprve povrchově očistí ponořením do 3-5% roztoku NaClO. 

V tomto roztoku se vzorek mírně promíchává po dobu 2-3 minut. Poté se vzorek vyjme 

a opláchne ve sterilní destilované vodě pro odstranění zbytků roztoku. Tento krok slouţí 

k odstranění povrchových nečistot. 

 

2. Příprava inokulační suspenze patogena (nebo směsi patogenů) 

Omytý vzorek se vloţí do sterilní zkumavky, sterilní plastové mikrozkumavky nebo 

sterilní baňky (dle rozměrů vzorku) se sterilní destilovanou vodou. Celkový objem sterilní 

destilované vody je závislý na konkrétním vzorku, jeho velikosti a stupni napadení. Pro 

přípravu očkovací suspenze z malých vzorků (napadené zrno v mikrozkumavce, zkumavce) je 

optimální pouţití vortexu. Na větší vzorky (napadené klasy v baňce) je vhodné pouţít 

laboratorní třepačku. Vzorek se 1-3 minuty vortexuje (dle stupně napadení). V případě třepání 

větších vzorků v baňkách na třepačce se doporučuje třepat 10-20 minut (dle stupně napadení).  

 

3. Příprava sterilního celofánu 

Kruhové celofánové výseče (9 cm, dle velikosti Petriho misky) je nejlépe samostatně 

umístit do skleněných Petriho misek. Pro lepší sterilizaci a pozdější manipulaci při kladení na 

povrch agaru se celofán zalije nejlépe pomocí střičky destilovanou vodou a to tak, aby došlo 

k celkovému pokrytí celofánové výseče. Skleněné misky s celofánem se následně vloţí to 

autoklávu. Sterilní celofán se připraví sterilizací v autoklávu při teplotě 120°C po dobu 20 

minut. Po sterilizaci a vychladnutí je celofán připraven pro aplikaci na povrch agaru.  

 

4. Příprava Petriho misek s celofánovou fólií 

Petriho misky se po nalití kultivačního média (PDA) nechají pozvolna vychladnout. Na 

povrch ztuhlého kultivačního média se ve sterilních podmínkách (sterilní očkovna, očkovací 

box) poloţí vysterilizované kruhové výseče celofánové folie pomocí sterilní pinzety. Po 

přilnutí celofánu na povrch kultivačního media je miska připravena na následnou inokulaci.  

 

           

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1: Petriho miska s vysterilizovaným celofánem   

Obr. 2: Vloţení celofánové folie na PDA mediu 

Obr. 3: Petriho miska s kultivačním médiem a celofánovou fólií připravená k inokulaci  

 

5. Inokulace Petriho misek a kultivace 

Získaná inokulační suspenze ze vzorku se rozetře očkovací kličkou po povrchu 

připravených Petriho misek s PDA překrytým celofánovou folií a vloţí do termostatu. 

Kultivace probíhá po dobu 4 – 7 dní při teplotě 23°C. Optimální objem rozetřené suspenze se 

pohybuje v rozmezí 50-100μl na povrch Petriho misky.  

 

 

OObbrr..  11  OObbrr..  22  OObbrr..  33  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 4: Příprava očkovací suspenze z malého vzorku 

Obr. 5: Příprava očkovací suspenze z větších vzorků 

Obr. 6: Inokulace suspenze na celofánový povrch 

Obr. 7: Naočkovaný celofán po 7 dnech kultivace 

 

6. Získání mycelia pro extrakci DNA 

Narostlé mycelium na celofánové folii se seškrábne pomocí sterilního skalpelu nebo 

sterilní kličky a vloţí se do 2ml mikrozkumavky (mnoţství odebíraného mycelia přibliţně 

1×2 cm, viz obr. 8 – 11). Pokud nenásleduje bezprostřední extrakce DNA, mikrozkumavky 

s myceliem se vloţí do tekutého dusíku a posléze se uchovávají v hlubokomrazícím boxu při 

teplotě -80°C.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 8 – 11: Seškrábnutí narostlého mycelia do plastových mikrozkumavek 

 

7. Extrakce DNA 

Do 2ml mikrozkumavek s myceliem se přidá 400µl extrakčního pufru (jedná-li se 

o zamraţené vzorky je potřeba postupovat rychle, aby nedošlo k rozmrznutí mycelia). Do 

kaţdé zkumavky se vloţí jedna karbidová kulička a vzorky se nechají třepat 

v homogenizátoru po dobu 2 minut při frekvenci 30Hz. Poté se vzorky promíchají na vortexu, 

přidá se k nim 400µl 2% CTAB a 200µl 5% roztoku sarkosylu. Opět se vortexují a nechají 

inkubovat ve vodní lázni při teplotě 60°C po dobu 30 minut. Poté je směs ochlazena na 

laboratorní teplotu. 

Ke směsi se přidá 1× objem chloroform:isoamylalkohol (v poměru 24:1). Po 10 minutách 

třepání v ruce jsou vzorky centrifugovány při maximálních otáčkách dalších 10 minut. Vodná 

fáze se po dokončení centrifugace odebere do nové mikrozkumavky. 

Ke vzorkům se přidá 400µl 5M roztoku NaCl a 100µl 5% roztoku CTAB, který musí být 

předehřátý na 60°C a nechají se inkubovat 10 minut při laboratorní teplotě. 

Po inkubaci se opět přidá 1× objem chloroform:isoamylalkohol a po 10 minutách třepání 

v ruce se vzorky centrifugují při maximálních otáčkách 10 minut. Vodná fáze se odebere 

a celý krok se ještě jednou zopakuje. 

K získanému roztoku se přidá 1ml vymraţeného absolutního etanolu a po lehkém 

promíchání se vzorky inkubují v lednici při 4°C po dobu 10 – 15 minut. Po inkubaci se 

vzorky centrifugují při maximálních otáčkách po dobu 7 minut. Supernatant se odstraní 

OObbrr..  88  OObbrr..  1100  

OObbrr..  77  OObbrr..  44  OObbrr..  55  OObbrr..  66  

OObbrr..  99  OObbrr..  1111  



 

a k peletce DNA se přidá 500µl 70% etanolu a takto připravené vzorky jsou inkubovány 

v lednici alespoň 1 hodinu při teplotě +4°C. 

Poté se vzorky opět centrifugují při maximálních otáčkách po dobu 5 minut, supernatant se 

odstraní a znovu se přidá 500µl 70% etanolu. Opět následuje inkubace 30 – 60 minut při 

teplotě 4°C. 

Po další centrifugaci při maximálních otáčkách po dobu 5 minut je odstraněn supernatant 

a zbytky etanolu se vysuší pomocí vakuové odparky (dokud peletka DNA neskáče při poklepu 

na uzavřenou ependorfku). DNA se nechá rozpustit v odpovídajícím mnoţství TE pufru (100 

– 200µl) při teplotě +4°C, nejlépe přes noc. 

K roztoku DNA se přidá 20µl roztoku RNázy (20mg/ml) a vzorky se inkubují po dobu 10 

minut při teplotě 37°C. 

Kvalita a koncentrace DNA se ověřuje na 0,8% agarózovém gelu. K 1µl DNA se přidá 8µl 

H2O a 2µl loading pufru. Směs se nanese na gel a po 30 – 40 minut elektroforézy je DNA 

vizualizovaná ethidiumbromidem pod UV lampou. Koncentrace DNA se odhaduje srovnáním 

s velikostním standardem  Hind III (6µl). Vzorky se naředí na pracovní koncentraci 50ng/µl. 

 

8. Determinace druhů rodu Fusarium na základě DNA markerů pomocí metody PCR 

Do PCR zkumavek nebo destiček je napipetována reakční směs. Nejprve se připraví 

mastermix do zvláštní zkumavky, rozpipetuje se do jednotlivých PCR zkumavek nebo 

destiček a nakonec se přidá 1µl roztoku DNA o koncentraci 50ng/µl. 

 

Reakční směs – druhově specifická PCR k detekci jednotlivých druhů:  

Primer mix – forward a revers primer (5µM) 1,5µl 

dNTP (2,5mM)                                                  2µl 

pufr Qiagen (10×)      2,5µl 

MgCl2  (15mM)                                                                                                                   1,5µl 

Taq polymeráza Qiagen (5U/1µl)  0,2µl 

H2O 16,3µl 

Templátová DNA                                                                                              1µl 

Celkový reakční objem                                                                                    25µl 

 

Reakční směs – druhově specifická multiplex PCR k detekci dvou - šesti druhů r. Fusarium 

současně: 

Primer mix forward a revers primer (5µM) pro kaţdý 

detekovaný druh   

1,5µl* / 1µl** 

dNTP (2,5mM)                                                                                                    2µl 

pufr Qiagen (10×)                                                                                             2,5µl 

MgCl2  (15mM) 1,5µl 

Taq polymeráza Qiagen (5U/1µl)                                                                     0,2µl 

H2O Doplnit do 

24µl 

Templátová DNA 1µl 

Celkový reakční objem                                                                                      25µl 

                                                                                                

*   mnoţství primerů pro druhy: F. avenaceum, F. culmorum, F. pseudograminearum, 

F. sporotrichioides 

** mnoţství primerů pro druhy: F. poae, F. graminearum 

 

Reakce probíhá v termocykleru v následujících reakčních podmínkách:   

1 cyklus:                 95°C – 5 min. 



 

35 cyklů:                  95°C – 30 s. 

60°C – 30 s.   

72°C – 40 s. 

Konečná extense:    72°C – 5 min. 

10°C – 24 h. 

 

Velikost produktů PCR reakce pro jednotlivé druhy rodu Fusarium je uvedena na obr. 12. 

K produktům PCR se přidá 3µl nanášecího pufru (loading buffer) a po promíchání se nanese 

12µl směsi na 2% agarózový gel spolu s 6µl délkovým standardem 100bp DNA Ladder 

(Fermentas). Separace probíhá elektroforézou cca 1,5 hodiny při 50V (delší čas je vhodnější 

při multiplex PCR, aby došlo k dobrému rozlišení všech produktů). Vizualizace a detekce se 

provádí pod UV lampou po přidání ethidiumbromidu. Přítomnost produktu amplifikace 

poţadované délky značí příslušnost k testovanému druhu. 

Druhová specifita pouţitých primerů byla vybrána na základě publikovaných výsledků 

výše uvedených autorů (tab. 1) a jejich spolehlivost a specifita byla ověřena na mykologicky 

určených druzích rodu Fusarium, které lze v našich podmínkách povaţovat za nejčastější 

původce fuzarióz klasu pšenice tj. F. avenaceum, F. acuminatum, F. culmorum, 

F. graminearum, F. equiseti, F. poae, F. pseudograminearum a F. sporotrichioides.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. Determinace klasickými mykologickými metodami v případě negativního výsledku 

PCR 

    V případě negativního výsledku PCR se všemi uvedenými druhově specifickými primery se 

doporučuje k determinaci pouţít tradiční mykologické metody pomocí morfologických znaků 

(viz literatura pro morfologické určování druhů rodu Fusarium). 

Pro klasickou mykologickou druhovou determinaci fuzárií je vhodné napěstovat houby na 

ovesném agaru (OA) nebo bramboro-dextrozovém agaru (PDA) pro pozorování 

makroskopických znaků kolonií a např. na speciálně ţivném agaru (SNA) pro pozorování 

mikroskopických znaků. Doporučené kultivační podmínky jsou 24°C a střídání tzv. “black 

light“ a tmy ve 12 hodinových intervalech.  

Z makroskopických znaků se hodnotí růstová rychlost kolonie, zbarvení kolonie a zbarvení 

spodní strany kolonie. Z mikroskopických znaků se hodnotí tvar a velikost konidií a fialid 

(monofialidy, polyfialidy). U mikrokonidií je důleţitý tvar (kulatý, citronkovitý, oválný, 

hruškovitý, s papilou), velikost a způsob jejich tvorby – v řetízcích nebo ve shlucích. 

U makrokonidií je důleţitý tvar konidií (vřetenovitý, rovný, silně zakřivený) velikost konidií 

a tvar apikální a bazální buňky. Dalším znakem je výskyt chlamydospor. 

 

 

Obr. 12: Multiplex PCR 

 

100bp DNA ladder,  

1 – F. avenaceum,  

2 – F. culmorum, 

3 – F. graminearum,  

4 – F. poae,  

5 – F. pseudograminearum,  

6 – F. sporotrichioides,  

7 – voda 

 

Obr. 12 



 

III. Srovnání novosti postupů 

 

Předloţená metodika shrnuje kompletní protokoly s publikovanými druhově specifickými 

primery, umoţňující spolehlivou detekci vybraných druhů rodu Fusarium v multiplex PCR 

reakci. Přestoţe z literatury jsou známy sekvence k detekci mnohých druhů rodu Fusarium, 

problémem některých publikovaných metod můţe být ne vţdy spolehlivé rozlišení 

jednotlivých druhů nebo nutnost zdlouhavé optimalizace reakce pro podmínky konkrétní 

laboratoře. Rovněţ jsou v literatuře známy multiplex PCR reakce k detekci druhů rodu 

Fusarium, ţádná z prací však nepopisuje současnou detekci následujících druhů: 

F. avenaceum, F. culmorum, F. poae, F. graminearum, F. pseudograminearum, 

F. sporotrichioides – s různými moţnostmi vzájemné kombinace druhově specifických 

primerů, coţ umoţňuje detekci 2 aţ 6 druhů, podle vlastního výběru. 

Metodika dále novým přístupem kultivace hub na celofánech vede k vyšší efektivitě 

a úspěšnosti detekce. Díky permeabilitě celofánového podkladu můţe houbové mycelium 

přirozeně růst a čerpat ţiviny z ţivné půdy. Výsledkem je tudíţ přirozeně čistě a rychle 

napěstované mycelium, prakticky bez kontaktu s agarovým ţivným médiem. Jiţ ve fázi 

samotné přípravy vzorků, dochází ke zjednodušení manipulace s myceliem. Oproti 

klasickému způsobu kultivace přímo na agarovém kultivačním médiu odpadá nesnadné 

a zdlouhavé oddělování houbového mycelia od kultivačního média a především 

pravděpodobnost kontaminace vzorku ţivným médiem je při správném dodrţení postupu 

minimální. Houbové mycelium je jednoduchým způsobem lehce oddělitelné od celofánového 

podkladu a můţe být přímo přeneseno do mikrozkumavek.        

 

IV. Popis uplatnění certifikované metodiky 

 

Metodika je určená pro studenty České zemědělské univerzity, případně dalších univerzit, 

zabývajících se studiem mikromycet rodu Fusarium. Jsou zde uvedeny podrobné pracovní 

protokoly umoţňující detekci šesti druhů rodu Fusarium pomocí multiplex PCR reakce 

v běţné laboratoři molekulární biologie včetně jejich kultivace. 
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Příloha 

 

 

 

 
 

  
 

Fusarium culmorum, OA, 7 dní (2 ukázkové kmeny) 

 

 

 

 

 

  
 

Fusarium graminearum, OA, 7 dní (2 ukázkové kmeny) 



 

 

 

 

 

 

 

  
 

Fusarium avenaceum, OA, 7 dní  Fusarium avenaceum, OA, 14 dní 

 

 

 

 

 

  
 

Fusarium sporotrichioides, OA, 7 dní (2 ukázkové kmeny) 



 

 

 

  
 

    Fusarium pseudograminearum, OA, 14 dní  Fusarium poae, OA, 7 dní 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fusarium culmorum, makrokonidie,  Fusarium poae, monofialidy s mikrokonidiemi, 

OA, 7 dní       OA, 7 dní 

 

 

 

 



 

Symptomy napadení houbami rodu Fusarium na klasech pšenice 
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