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Identifikace mikroskopických hub

▪ fenotypová identifikace (morfologie – makroskopické a mikroskopické znaky)

▪ fyziologické vlastnosti – (růst v různých teplotních a nutričních podmínkách)

▪ stanovení metabolického profilu (TLC, HPLC-DAD, LC-MS)

▪ molekulární metody identifikace 

POLYFÁZOVÁ TAXONOMIE
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Molekulární metody identifikace 

▪ sekvenování DNA
▪ sekvenování nové generace (NGS) - amplikonové sekvenování oblastí ITS 

▪ molekulárně genetické typizační metody
- multilokusová sekvenční typizace (MLST) 

- fingrprintové metody (rep-PCR, RAPD…….) 
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Molekulární metody identifikace - nezávislé na kultivaci

Sekvenování nové generace (NGS)

▪ amplikonové sekvenování oblastí ITS
▪ necílené metoda
▪ detekce teoreticky všech taxonů hub přítomných ve vzorku, nezávisle na 

životaschopnosti a kultivovatelnosti
▪ umožňuje identifikaci na úroveň rodu nebo druhu
▪ neposkytuje kvantitativní výsledek
▪ výsledky NGS jsou prezentovány jako relativní četnost daného taxonu ve vzorku 
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Identifikace pomocí 
sekvenování DNA

Plísně v bytech: vyšetřování a hodnocení, SZÚ, 10. 10. 2023

Zdroj: SAMSON, Robert A.; HOUBRAKEN, Jos; THRANE, Ulf; FRISVAD, Jens C. a ANDERSEN, 

Birgitte. Food and indoor fungi. Second edition. Westerdijk Laboratory Manual Series. Utrecht: Westerdijk

Fungal Biodiversity Institute, 2019. 

reprodukovatelná, jednoznačná a přenosná

▪ extrakce DNA
▪ PCR amplifikace
▪ kontrola PCR produktu
▪ purifikace PCR produktu
▪ sekvenování PCR produktu
▪ srovnání sekvencí v databázích
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Izolace DNA
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▪ rozrušení buněčné stěny a lýza membrán
▪ separace DNA centrifugací
▪ odstranění proteinů
▪ precipitace gDNA
▪ promytí gDNA
▪ rozpuštění gDNA v pufru (např. TE pufr)

http://www.wallpaperup.com/427758/DNA_3-d_structure_molecule_pattern_abstraction_genetic_psychedelic.html

Rapid Mini-Preparation of Fungal DNA for PCR
Liu, D., Coloe, S., Baird, R., & Pederson, J. (2000). Rapid mini-preparation of fungal DNA for PCR. 
Journal of clinical microbiology, 38(1), 471. https://doi.org/10.1128/JCM.38.1.471-471.2000
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PCR amplifikace 
amplifikace
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Volba cílového genu pro PCR

jaderné geny pro ribozomální RNA
▪ vnitřní přepisovaný mezerník ribozomální DNA (ITS)
▪ gen pro rRNA velké podjednotky ribozomu 26S nebo 28S 
rDNA (LSU)

jaderné geny pro proteiny
▪ aktin (Act)
▪ β-tubulin (BenA, tub2)
▪ kalmodulin (CaM)
▪ glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza (GAPDH)
▪ druhá největší podjednotka RNA polymerázy II (RPB2)
▪ elongační faktor 1α (TEF-1α)

Wickes, B. L., & Wiederhold, N. P. (2018). Molecular diagnostics in medical mycology. Nature 

communications, 9(1), 5135. https://doi.org/10.1038/s41467-018-07556-5

SAMSON, Robert A.; HOUBRAKEN, Jos; THRANE, Ulf; 

FRISVAD, Jens C. a ANDERSEN, Birgitte. Food and 

indoor fungi. Second edition. Westerdijk Laboratory

Manual Series. Utrecht: Westerdijk Fungal Biodiversity 

Institute, 2019. 
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Identifikace pomocí 
sekvenování DNA
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▪ kontrola PCR produktu
▪ purifikace PCR produktu
▪ Sangrovo sekvenování PCR produktu

600 bp

Chromas 2.6.6 (http://technelysium.com.au/wp/chromas/)

FASTA formát 

> CCM F-14909_ITS

CATTACAGAGTTCATGCCCTCACGGGTAGATCTCCCACCCTTGAATATCATACCTTA

GTTGCTTTGGTAGGCCGTGGAAACACTATGGGCTCCAGCTCGTACGTGCCTACCGAAGGA

AACAAACTCTGTTTCTAGTGATGTCTGAGTACTATATAATAGTTAAAACTTTCAACAACG

GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG

CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCGTGGTATTCCGCGGG

GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCCTCAAGCTCACGCTTGGTATTGGAGCATGCG

GTCTCGCAGCTCCTAAACTCAGTGGCGGTGCCATCGAGCTCTGAGCGTAGTAAATTTTCT

CGCTATAGGGTCTCGGTGGTTGCTTGCCAACAACCCCCCATTCTATCAGGTTGACCTCGG

ATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATC

https://doua.prabi.fr/cgi-bin/run_cap3

CAP3 Sequence Assembly Program (Huang & 

Madan, 1999) 

http://technelysium.com.au/wp/chromas/
https://doua.prabi.fr/cgi-bin/run_cap3
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Srovnání sekvencí v GenBank databázi
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▪ posuzování podobnosti sekvencí
▪ GenBank (až 20 % chybně 

identifikovaných sekvencí)
▪ BLASTn – program pro hledání 

identických sekvencí DNA
▪ procentuální identita 100 % 

- stejný druh 
- blízce příbuzný druh
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Srovnání sekvencí v GenBank databázi

Plísně v bytech: vyšetřování a hodnocení, SZÚ 10. 10. 2023

Výsledek identifikace: Penicillium citrinum
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Srovnání sekvencí v GenBank databázi
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Procentuální identita 100 % : 
Aspergillus flavus

Aspergillius oryzae

Aspergillus aflatoxiformans
Frisvad, Ezekiel, Samson & Houbraken, Studies in Mycology 93: 32 (2018)

Výsledek identifikace: Aspergillus sekce Flavi
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Srovnání sekvencí v GenBank databázi
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Mykologické databáze - nomenklatura

Plísně v bytech: vyšetřování a hodnocení, SZÚ 10. 10. 2023
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Srovnání sekvencí v dalších databázích

Plísně v bytech: vyšetřování a hodnocení, SZÚ 10. 10. 2023

https://its.mycologylab.org/
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Srovnání sekvencí v dalších databázích

Plísně v bytech: vyšetřování a hodnocení, SZÚ 10. 10. 2023

https://www.mycobank.org/
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Fenotypová identifikace

Biolog FF Microplate (Biolog)

▪ druhová identifikace a charakterizace vláknité houby
▪ rozsáhlá databáze obsahující 400 druhů vláknitých 

hub ze 120 rodů
▪ 95 fenotypových testů v mikrotitrační destičce
▪ testovací panel poskytuje „fenotypový fingrprint“ 
▪ vytváření vlastní databáze
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https://www.biolog.com/products
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Identifikace pomocí MALDI-TOF MS

▪ analýza buněčných proteinů hmotnostní spektrometrií
▪ získaná hmotnostní spektra jsou druhově specifická
▪ výstupem je skóre vyjadřujícího shodu hmotnostního spektra vyšetřovaného vzorku s referenčním

identifikátorem v databázi
▪ VITEK MS systém (bioMerieux, Francie) – kultivace na pevném médiu
▪ MALDI BioTyper (MBT; Bruker Scientific, Německo) – kultivace v tekutém médiu
▪ extrakci proteinů mimo vzorkovací desku spektrometru
▪ zdroj variability: kultivační podmínky, příprava vzorku, extrakční metoda a použitý spektrometr  

Plísně v bytech: vyšetřování a hodnocení, SZÚ, 10. 10. 2023

http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00216-008-2288-1
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Penicillium

▪ 483 druhů (Houbraken et al., 2020)
▪ 2 podrody (Aspergilloides a Penicillium)
▪ 32 sekcí 
▪ 89 sérií

Fungi, Dikarya, Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiomycetidae, Eurotiales, Aspergillaceae
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Schéma metod pro identifikaci rodu Penicillium
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Aspergillus
Fungi, Dikarya, Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Eurotiomycetidae, Eurotiales, Aspergillaceae

(Houbraken et al., 2020)
▪ 6 podrodů 
▪ 27 sekcí 
▪ 75 sérií
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Schéma metod pro identifikaci rodu Aspergillus
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Cladosporium
Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes, Dothideomycetidae, Cladosporiales, Cladosporiaceae

Cladosporium sphaerospermum komplex 
Cladosporium herbarum komplex 
Cladosporium cladosporioides komplex
▪ aktin (Act), elongační faktor 1α (TEF-1α)

http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=455206
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92343
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430998
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=431106
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Alternaria

http://www.sci.muni.cz/ueb/mik/Miniatlas/alt.htm

Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes, Pleosporomycetidae, Pleosporales, Pleosporaceae

Rod Alternaria je v současné době rozdělen do 26 sekcí 
(STUDIES IN MYCOLOGY 82: 1–21)

▪ glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza (GAPDH) 

http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=455206
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92343
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=430998
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=431106
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=431107
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92507
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=93033
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Fusarium
Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Sordariomycetes, Hypocreomycetidae, Hypocreales, Nectriaceae

Neocosmospora solani syn. Fusarium solani

Nectriaceae
▪ 20 rodů s jasnými 

synapomorfními znaky 

http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92343&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=430998&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=374831&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=431013&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92466&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=92969&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Link=T&TableKey=14682616000000067&Rec=455206&Fields=All
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Schéma metod pro identifikaci rodu Fusaruim a příbuzných rodů

P.W. Crous et al. (2021). Fusarium: more than a node or a foot-shaped basal cell, Studies in Mycology,
Volume 98, https://doi.org/10.1016/j.simyco.2021.100116.

Identifikace musí být vždy provedena na 
základě monosporické kultury (kultura 
produkovaná z jedné konidie, askospory nebo z 
vrcholu hyfy).

Druhy rodu Fusarium se vyznačují:
▪ tvorbou vícebuněčných zakřivených makrokonidií
▪ tmavě fialové až černé perithecium
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Phoma a příbuzné rody
Fungi, Ascomycota, Pezizomycotina, Dothideomycetes, Pleosporomycetidae, Pleosporales

https://qbank.eppo.int/fungi/methodologies/PhomaMethodologies

Didymella glomerata
syn. Phoma glomerata

Didymella macrostoma
syn. Phoma macrostoma

http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=374831
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=431013
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92466
http://www.mycobank.org/BiolomicsDetails.aspx?Rec=92878
http://www.q-bank.eu/fungi/
http://www.q-bank.eu/fungi/
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Westerdijk Laboratory Manual Series No. 2 Food and Indoor Fungi 

Second edition (2019). Robert A. Samson, J. Houbraken, U. Thrane, 

J.C. Frisvald and B. Andersen

Identifikace mikroskopických hub

Děkuji za pozornost

https://ccm.sci.muni.cz/


