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Đvodn² slovo 

 

V§ģen² ļten§Śi ļasopisu Đroda, pokud ļtete tento ¼vod, tak jste otevŚeli pomoc² QR k·du soubor 

prac², kter® byly prezentov§ny na dalġ²m roļn²ku mezin§rodn² konference poŚ§dan® troubskĨm 

vĨzkumnĨm pracoviġtŊm jiģ tradiļnŊ v z§vŊru roku v BrnŊ. Tradiļn² je tak® um²stŊn² t®to 

pŚ²lohy do dvan§ct®ho ļ²sla ļasopisu Đroda v dan®m roļn²ku. DŊkuji majiteli nakladatelstv² 

Profi Press a kolegŢm z redakce Đrody za tuto moģnost. Konference a z n² vyd§van® sborn²ky, 

v nichģ jsou vģdy vġechny pr§ce recenzov§ny ļleny vŊdeck®ho vĨboru, za coģ jim patŚ² velk® 

podŊkov§n², zaļaly svoji historii hned po privatizaci. Jiģ v t® dobŊ jsme si uvŊdomovali nutnost 

spolupr§ce, nutnost vĨmŊny informac² a transferu vĨzkumnĨch vĨsledkŢ do praxe. VŊtġina 

priv§tn²ch vĨzkumnĨch organizac² oslavila v roce 2024 tŚicet let od privatizace, a to ve velmi 

dobr® kondici. DŢkazem je i cel§ Śada pŚ²spŊvkŢ v tomto sborn²ku se zaj²mavĨmi vĨsledky 

smŊŚuj²c²mi do ġlechtitelsk® i provozn² praxe. Jsem r§d, ģe konference si naġla pevn® m²sto v 

kalend§Śi odbornĨch akc² a ¼ļastn² se j² kaģdoroļnŊ kolegov® nejen z priv§tn²ch vĨzkumnĨch 

organizac², ale i z vĨzkumnĨch organizac² typu v. v. i., z univerzit a praxe. Odborn® pŚ²spŊvky 

jsou opŊt ļlenŊny do ļtyŚ sekc² zamŊŚenĨch na ġlechtŊn² rostlin, rostlinol®kaŚstv², technologie 

pŊstov§n² a v neposledn² ŚadŊ technologie vĨroby potravin a jejich kvality. Multioborovost je 

dŢleģitou pŚidanou hodnotou sborn²ku. Objevuj² se t®mata tradiļn², ale tak® zcela nov§. 

Vyuģ²v§n² genomickĨch technik ve ġlechtŊn² ļi snaha o zefektivnŊn² vĨbŊru ġlechtitelsk®ho 

materi§lu pomoc² markerŢ, genotypov§n² jako cesta k c²lenŊjġ²mu vĨbŊru je jeden okruh. 

Rostlinol®kaŚsk§ problematika je tak® velmi ġirok§. Jsou zde pŚ²spŊvky popisuj²c² moģnosti 

pŚ²m® ochrany vļetnŊ ochrany biologick®, zamŊŚen² na integraci rŢznĨch pŚ²stupŢ v ochranŊ, 

ale tak® popis varovnĨch sign§lŢ napŚ. v oblasti st§le se zvyġuj²c²ho se poļtu ġkodlivĨch ļinitelŢ 

s narŢstaj²c² sn²ģenou citlivost² vŢļi ¼ļinnĨm l§tk§m pŚ²pravkŢ na ochranu rostlin. Technologie 

pŊstov§n² jsou st§le v²ce ovlivŔov§ny aplikacemi principŢ SMART zemŊdŊlstv². UrļitŊ jako 

konzumenty n§s tak® zaj²m§ kvalita potravin, inovace v technologi²ch jejich zpracov§v§n² a 

uchov§v§n² i hled§n² potravin nov®ho typu. V z§vŊru se jeġtŊ vr§t²m k problematice transferu 

vĨsledkŢ do praxe. V letoġn²m roce byl Poslaneckou snŊmovnou pŚijat novĨ z§kon o vĨzkumu, 

a v n§zvu z§kona se objevuje i slovo transfer. O transferu se ļasto hovoŚ² jako o jednom ze 

slabĨch m²st ļesk®ho vĨzkumn®ho ekosyst®mu. ProstŚednictv²m ļasopisu Đroda se ke 

ļten§ŚŢm dostala za ta dlouh§ l®ta velmi poļetn§ Śada informac² a vĨsledkŢ, o nichģ u mnohĨch 

jsem pŚesvŊdļen i o jejich ¼spŊġn® praktick® realizaci. R§d bych podŊkoval vġem autorŢm, kteŚ² 

pŚispŊli do letoġn²ho sborn²ku. Pestr§ paleta t®mat svŊdļ² nejen o diverzitŊ zemŊdŊlstv², ale i o 

nutnosti pŚin§ġet inovace v mnoha oborech, na kterĨch je zemŊdŊlstv² a potravin§Śstv² 

postaveno. A ¼plnŊ z§vŊrem mi dovolte podŊkovat dlouholetĨm partnerŢm konference, kterĨmi 

jsou Ministerstvo zemŊdŊlstv², Agr§rn² komora ĻR, Ļesk§ akademie zemŊdŊlskĨch vŊd a 

hlavn² medi§ln² partner nakladatelstv² Profi Press. Velmi si t®to spolupr§ce v§ģ²m. V§ģen² 

ļten§Śi, pŚeji V§m inspirativn² ļten² a vġichni autoŚi doufaj², ģe V§s jejich vĨzkumn® vĨsledky 

zaujmou a hlavnŊ ģe budou uplatnŊny v praktick®m ģivotŊ. 

 

Jan NedŊln²k 
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1. ĠlechtŊn² rostlin 

 

Postupy pŚevodu in vitro kultur z bioreaktoru do ex vitro podm²nek 

Transferring in vitro cultures from a bioreactor to ex vitro conditions 

Bilavļ²k A. 1, Bobrova O. 12, Tunklov§ B. 1, Z§meļn²k J. 1, Golosna L. 1, Faltus M. 1 

1 N§rodn² centrum zemŊdŊlsk®ho a potravin§Śsk®ho vĨzkumu, v.v.i.  

2Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine NAS of Ukraine 

  

Abstrakt  

PŚevod dŚevin z mikropropagaļn²ch zaŚ²zen² do ex vitro podm²nek pŚedstavuje vzhledem k obt²ģn® 

aklimatizaci in vitro mnoģenĨch rostlin vĨzvu. C²lem t®to studie bylo posoudit metodick® moģnosti 

vyuģit² bioreaktorŢ, konkr®tnŊ syst®mu doļasn®ho zaplaven² (TIS), pro pŚ²pravu pŚevodu rostlin z in 

vitro kultivace do ex vitro podm²nek. Pro pokusy byly pouģity in vitro kultury borŢvky. Pokusy se 

zamŊŚily na tvorbu a vyuģit² specifickĨch doplŔkŢ a je diskutov§no jejich pouģit² u komerļnŊ 

dostupn®ho TIS bioreaktoru. 

Kl²ļov§ slova: TIS, mikropropagace, ex vitro pŚevod 

 

Abstract 

Transferring woody crops from micropropagation facilities into ex vitro conditions poses challenges due 

to the recalcitrance of in vitro-propagated plants. The aim of this study was to assess methodological 

options for using bioreactors, specifically a Temporary Immersion System (TIS), to prepare plants for 

transfer from in vitro culture to ex vitro conditions. Blueberry in vitro cultures were used for the 

experiments. The experiments focused on the development and use of specific adaptor systems, and 

their application to the commercially available TIS bioreactor is discussed. 

Key words: TIS, micropropagation, ex vitro transfer 

 

Đvod 

Konvenļn² mikropropagace je ¼ļinn§ a efektivn², avġak st§le relativnŊ n§kladn§ a pracn§. 

Metody pouģ²van® ve vŊtġinŊ laboratoŚ² se za posledn²ch 25 podstatnŊ nezmŊnily. S rozvojem 

biotechnologickĨch postupŢ vyuģ²vaj²c²ch kapaln§ m®dia v bioreaktorech je vġak moģn® 

¼ļinnost metod mikropropagace d§le zvĨġit. Bioreaktory s kapalnĨmi m®dii pro 

mikropropagaci a zakoŚeŔov§n² z²skaly oblibu d²ky niģġ²m provozn²m n§kladŢm (Paek a kol., 

2001) a snadn® rozġiŚitelnosti (Preil, 1991). Bylo pops§no nŊkolik typŢ bioreaktorŢ; 

membr§novĨ ĂraftovĨñ syst®m, bioreaktor se ģivnou mlhou a doļasnĨ imerzn² bioreaktor (Akita 

a Takayama, 1994). Mezi tŊmito syst®my se stal popul§rnŊjġ²m doļasnĨ imerzn² bioreaktor 

(TIS), kterĨ se snadno obsluhuje a umoģŔuje hromadnou produkci pŚi minim§ln²ch poruch§ch 

(Afreen, 2008). V praxi se syst®m TIS (Temporary Immersion System) definuje jako syst®m 

doļasn® imerze (zaplaven²), kdy se cel§ kultura nebo rostlinn® pletivo pouģit® jako explant§t 

sm§ļ²/zaplavuje ģivnĨm m®diem a pŚebyteļn® m®dium je n§slednŊ odvedeno (gravitaļnŊ, ļi 

Ś²zenŊ), takģe se rostlinnĨ materi§l dost§v§ do kontaktu se vzduchem. TIS typicky stŚ²d§ dva 

cykly: zaplaven² a osuġen²/odvodnŊn² (ĂpŚ²liv-a-odlivñ), kter® prob²haj² v pl§novanĨch 

intervalech (Afreen, 2008). Pro doļasn® zaplaven² bylo vyvinuty v²ce syst®mŢ, napŚ. RITA, 

RALM, PLANTIMA, SETIS a Plantform. Bylo zjiġtŊno, ģe napŚ. syst®m RITA zvyġoval tvorbu 

koŚenŢ u Hevea brasiliensis (Etienne a kol., 1997). Bioreaktor RALM (Biorreatores RALM, 

Ralm Industria e Comercio ltda., Braz²lie) je TIS, pracuj²c² na principu dvojit® baŔky. Syst®m 

SETIS (Vervit, Belgie, distribuov§n firmou Duchefa, NL) funguje obdobnŊ jako ĂpŚ²liv-a-

odlivñ TIS. PLANTIMA (A-Tech Bioscientific Co., Ltd., Tchaj-wan) je maloobjemovĨ TIS, 

pracuj²c² na principu RITA, pouģ²vanĨ k mnoģen² rostlin (Yan a kol., 2010, 2011). Box-in-Bag 
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je jednor§zovĨ TIS, pracuj²c² na principu ĂpŚ²liv-a-odlivñ TIS. Bioreaktor WAVE pŚedstavuje 

mechanickou kĨvac² platformu vyuģ²vaj²c² sterilizovan® jednor§zov® kultivaļn² s§ļky (Eibl a 

Eibl, 2006, 2008; Eibl a kol., 2009; Georgiev a kol., 2014). Z§plavovĨ cyklus je d§n frekvenc² 

a d®lkou trv§n² jednotlivĨch zaplavovac²ch cyklŢ. Tyto parametry z§sadnŊ ovlivŔuj² pŚ²jem 

vody a ģivin i riziko hyperhydratace pletiv (Albarran a kol., 2005). Syst®my na b§zi kapalnĨch 

m®di² jsou z§roveŔ vhodn® pro automatizaci a t²m i pro sniģov§n² n§kladŢ a pracnosti ï vĨmŊna 

m®dia je jednoduch§ a ļiġtŊn² kultivaļn²ch jednotek je snazġ² neģ u agarovĨch syst®mŢ (Preil, 

1991). V naġich experimentech jsme zvolili TIS bioreaktory firmy Plantform (Plant Form, 

Sweden) (Welander a kol., 2014). C²lem pr§ce bylo posoudit vyuģit² TIS bioreaktorŢ pro 

pŚ²pravu rostlin na pŚevod z in vitro kultivace do ex vitro podm²nek. 

 

Materi§l a metody 

RostlinnĨ materi§l, in vitro kultury Vaccinium corymbosum L. odrŢda óRekaô, byl dod§n firmou 

Jan Holub s.r.o. na multiplikaļn²m agarov®m m®diu Woody Plant Medium (WPM) (McCown 

a Lloyd, 1981). Pro experimenty byla in vitro kultura z multiplikaļn²ho agarov®ho WPM m®dia 

pŚevedena do TIS bioreaktoru na kapaln® WPM multiplikaļn² m®dium a kultivov§na ve 

standardn²ch kultivaļn²ch podm²nk§ch (26 ÁC, 16/8 fotoperioda, z§Śivky se studenĨm b²lĨm 

svŊtlem, hustota fotosynteticky aktivn²ho z§Śen² 40ï50 ɛmol m Į s ĭ). Multiplikaļn² m®dium 

obsahovalo kompletn² WPM m®dium s vitam²ny (Duchefa, NL), 30 g l-1 sachar·zy, 100 mg l-1 

Fe-EDDHA, 0,2 mg l-1 2iP a 0,2 mg l-1 zeatinu; v pŚ²padŊ agarov®ho m®dia bylo pŚid§no 7 g l-1 

agaru. pH m®di² bylo upraveno na 5,3. Pro experimenty byly zvoleny TIS bioreaktory 

Plantform, pro jejich vhodnou velikost a moģnost snadn® instalace adaptaļn²ch zaŚ²zen² 

(sadbovac² misky apod.). Z TIS bioreaktoru byla odstranŊna kultivaļn² miska a m²sto n² byla 

vloģena polovina sadbovac² misky ViTray 126 (Viscon Plant Technology, NL), ze kter® byly 

odstranŊny dvŊ buŔky tak, aby se upraven§ miska do TIS bioreaktoru veġla. Pod upravenou 

sadbovac² misku byla um²stŊna s²Ška ze skelnĨch vl§ken s teflonovou ¼pravou (grilovac² 

podloģka, Orion, CZ). Detailn² pohled na upravenou spodn² ļ§st TIS bioreaktoru je na obr. 1. 

 
Obr§zek 1. TIS bioreaktor Plantform upravenĨ pro zakoŚeŔovac² experimenty. M²sto pŢvodn² kultivaļn² 

misky vloģena polovina sadbovac² misky ViTray 126 s odstranŊnĨmi dvŊma buŔkami a s²Ška ze 

skelnĨch vl§ken s teflonovou ¼pravou. 

 

Do sadbovac² misky v TIS bioreaktoru byly vloģeny a) sadbovac² z§tky Preforma 126 (Viscon 

Plant Technology, NL) a b) kostiļky z miner§ln² vlny GRODAN GRO kostiļky o objemu 

pŚibliģnŊ 1 cm3 (ROCKWOOL B.V., NL). Do pŚipravenĨch TIS bioreaktorŢ bylo nalito 500 ml 

koŚen²c²ho WPM m®dia s 10 g l-1 sachar·zy a 0,5 mg l-1 IBA. Po sterilizaci 20 min v parn²m 

autokl§vu pŚi 121 ÁC a tlaku 0,2 MPa byly do sadbovac²ch misek v TIS bioreaktorech nasazeny 
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3ï5 cm dlouh® multinod§ln² Ś²zky borŢvky óRekaô, viz obr. 2. TIS bioreaktory byly um²stŊny 

do standardn²ch kultivaļn²ch podm²nek a byla u nich sledov§na pŚ²padn§ kontaminace a kvalita 

kultivovanĨch rostlin. 

 

 
Obr§zek 2. Multinod§ln² Ś²zky borŢvky óRekaô nasazen® v TIS bioreaktorech v kostk§ch z miner§ln² 

vlny (vlevo) a v sadbovac²ch z§tk§ch (vpravo). Đseļka je 1 cm. 

 

VĨsledky a diskuse 

Na obr. 3. jsou TIS bioreaktory s rostlinami pŚibliģnŊ po 1 mŊs²ci od nasazen² na koŚen²c² 

m®dium. U rostlin nasazenĨch do kostek z miner§ln² vlny, ļi sadbovac²ch z§tek nedoch§zelo 

k vĨrazn® transplantaļn² stresov® reakci (napŚ. vadnut² a opad listŢ) ani u nich nebyla vizu§lnŊ 

pozorovan§ kontaminace houbovĨmi, ļi bakteri§ln²mi patogeny. Po mŊs²ci kultivace na 

koŚen²c²m m®diu bylo u obou variant zaznamen§no ļerven§n² listŢ rostlin, coģ je u pŚenosu in 

vitro kultur borŢvky na koŚenic² m®dium obvyklĨ jev. U nŊkterĨch rostlin byl pozorov§n n§rŢst 

novĨch vĨhonŢ, pŚev§ģnŊ u jedincŢ, kteŚ² byli pŚi nasazen² menġ² nebo mŊly m®nŊ listŢ. U ļ§sti 

rostlin byly patrn® tvoŚ²c² se koŚeny (viz obr. 4), morfologicky shodn® s koŚeny vznikaj²c²mi po 

iniciaci na koŚen²c²m agarov®m m®diu a n§sledn®m pŚevodu do ex vitro podm²nek. 

 



¨ǊƻŘŀ 12/2025, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

12 

 

 

 
Obr§zek 3. In vitro kultury borŢvky óRekaô nasazen® v TIS bioreaktorech v kostk§ch z miner§ln² vlny 

(vlevo) a v sadbovac²ch z§tk§ch (vpravo), pŚibliģnŊ po 1 mŊs²ci od nasazen² na koŚen²c² m®dium. Đseļka 

je 1 cm. 

 

Vizu§ln² posouzen² potvrdilo, ģe rostliny z TIS bioreaktorŢ (v obou testovanĨch substr§tech) 

splŔuj² krit®ria pro pŚevod do ex vitro; velikost², vŊtven²m i poļtem listŢ se neliġ² od rostlin z 

agarovĨch m®di² pŚev§dŊnĨch ex vitro. To z§roveŔ zvĨrazŔuje kl²ļovou vĨhodu pouģit² TIS 

bioreaktoru pŚi pŚevodu ex vitro: vyġġ² efektivitu procesu d²ky rychlejġ²mu otuģov§n² rostlin 

pŚ²mo v bioreaktoru (vlivem zvĨġen®/Ś²zen® ventilace), coģ umoģŔuje zkr§tit, pŚ²padnŊ zcela 

vynechat mezikrok otuģov§n² v sadbovaļ²ch v nesteriln²ch podm²nk§ch. Mezi dalġ² benefity 

TIS pŚi multiplikaci a n§sledn®m pŚevodu do ex vitro patŚ² ¼spora agaru d²ky pouģit² tekutĨch 

ģivnĨch roztokŢ, moģnost pŊstovat v²ce rostlin na jednotku objemu (niģġ² n§klady na 

manipulaci/pŚesazov§n²), regulace pŚ²sunu ģivin dle rŢstov® f§ze (vyġġ² kvalita rostlin), vĨmŊna 

m®dia bez nutnosti pŚesazov§n², Ś²zen² plynn®ho prostŚed² (napŚ. CO2) a odstraŔov§n² ethylenu 

vznikaj²c²ho pŚi zakoŚeŔov§n². ZakoŚeŔov§n² v tekut®m m®diu usnadŔuje pŚevod do ex vitro 

a funkļn² prŢduchy podporuj² aklimatizaci, ļ²mģ sniģuj² ztr§ty pŚi pŚesazov§n². NevĨhodami 

jsou vyġġ² poŚizovac² n§klady oproti standardn²m n§dob§m/baŔk§m, vyġġ² riziko ztr§ty vŊtġ²ho 

objemu materi§lu pŚi kontaminaci a nutnost pŚedtestov§n² spr§vn®ho zaplavov§n². SouhrnnŊ 

pŚ²spŊvek ukazuje moģnosti vyuģit² dvou typŢ materi§lŢ pro pŚevod do ex vitro ï kostek 

z miner§ln² vlny a sadbovac²ch z§tek ï a jejich dobrou kompatibilitu s TIS bioreaktory. 

 

 
Obr§zek 4. KoŚen²c² (ġipka) in vitro rostlina borŢvky óRekaô po vyjmut² z kostky z miner§ln² vlny 

pŚibliģnŊ po 1 mŊs²ci od nasazen² na koŚen²c² m®dium. Đseļka je 1 cm. 
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Z§vŊr 

Navrhovan§ metoda, zaloģen§ na bioreaktorov®m syst®mu TIS, prokazuje potenci§l pro 

pŚ²pravu rostlin na pŚevod z in vitro podm²nek do ex vitro, a to jak pŚi pouģit² kostek z miner§ln² 

vlny, tak sadbovac²ch z§tek. Uv§dŊnĨ metodickĨ postup bude vyuģit pŚi Śeġen² problematiky 

pŚevodu rostlin u rŢznĨch druhŢ vegetativnŊ mnoģenĨch plodin v r§mci N§rodn²ho centra 

zemŊdŊlsk®ho a potravin§Śsk®ho vĨzkumu, v.v.i., a pŚedevġ²m ve firmŊ Jan Holub s.r.o. pro 

pŚevod hŢŚe reaguj²c²ch mikropropagovanĨch rostlin do ex vitro podm²nek. 
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Abstrakt  
V t®to pr§ci byl sledov§n vliv osmotick®ho stresu na osmotick® pŚizpŢsoben² a rŢst u vybranĨch klonŢ 

chmele (Humulus lupulus L.) pŊstovanĨch v podm²nk§ch in vitro. Rostliny byly kultivov§ny na m®diu 

se z§kladn² koncentrac² gluk·zy, do kter®ho byla za ¼ļelem navozen² vodn²ho stresu pŚid§na sachar·za 

v n§sleduj²c²ch koncentrac²ch 0; 0,01; 0,05; 0,1 a 0,15 M.Hodnocen byl rŢst vĨhonŢ, obsah vody a 

osmotickĨ potenci§l. Se zvyġuj²c² se koncentrac² sachar·zy doch§zelo ke sn²ģen² rŢstu a obsahu vody, 

zat²mco hodnota osmotick®ho potenci§lu se sniģovala. Mezi klony byly zjiġtŊny rozd²ly v citlivosti i 

efektivitŊ osmotick®ho pŚizpŢsoben². Ty klony, kter® dok§zaly udrģet rŢst pŚi n²zk®m osmotick®m 

potenci§lu, vykazovaly vyġġ² ¼roveŔ tolerance k osmotick®mu stresu. 

Kl²ļov§ slova: chmel, in vitro, osmotick® pŚizpŢsoben², osmotickĨ potenci§l, stres  

Abstract  
The study investigates osmotic adjustment in selected hop (Humulus lupulus L.) genotypes cultivated in 

vitro. Plants were grown on a medium containing basic glucose concentration supplemented with 

sucrose at 0, 0.01, 0.05, 0.1, and 0.15 M. Shoot growth, water content, and osmotic potential were 

evaluated. Increasing sucrose concentration reduced growth and water content, while osmotic potential 

decreased. Genotypic differences indicated variability in osmotic adjustment efficiency. Genotypes 

maintaining growth under lower osmotic potential exhibited higher tolerance to osmotic stress. 

Keywords: hop, in vitro, osmotic adjustment, osmotic potential, stress  

Đvod 

Voda je kl²ļovĨm faktorem pro spr§vnĨ rŢst, vĨvoj a produktivitu rostlin a jej² nedostatek 

pŚedstavuje jeden z nejvĨznamnŊjġ²ch stresovĨch faktorŢ limituj²c²ch zemŊdŊlskou produkci 

(Blum, 2017; Mahajan & Tuteja, 2005). Rostliny reaguj² na vodn² deficit komplexn²mi 

fyziologickĨmi a biochemickĨmi mechanismy, kter® zajiġŠuj² udrģen² vodn²ho potenci§lu, 

turgoru a funkļn²ho metabolismu i v prostŚed² s omezenou dostupnost² vody. Mezi 

nejdŢleģitŊjġ² adaptaļn² procesy patŚ² osmotick® pŚizpŢsoben² (osmotic adjustment, OA), 

spoļ²vaj²c² v akumulaci osmoticky aktivn²ch l§tek, kter® sniģuj² osmotickĨ potenci§l bunŊk a 

umoģŔuj² tak pokraļuj²c² pŚ²jem vody (Morgan, 1984; Blum, 2017; Verslues et al., 2006). OA 

pŚedstavuje kl²ļovĨ mechanismus tolerance vŢļi suchu, osmotick®mu stresu a tak® salinitŊ 

(Munns & Tester, 2008). Tento proces mŢģe prob²hat prostŚednictv²m anorganickĨch osmotytŢ 

(ionty K , Na , Cl ) akumulovanĨch pŚev§ģnŊ ve vakuole, nebo organickĨch kompatibiln²ch 

solutŢ, jako jsou prolin, glycin-betain, sachar·za, polyoly ļi trehal·za, kter® se hromad² 

zejm®na v cytoplazmŊ (Morgan, 1984; Szabados & Savour®, 2010). Organick® osmolyty nejen 

pŚisp²vaj² ke sn²ģen² osmotick®ho potenci§lu, ale souļasnŊ stabilizuj² proteiny, membr§ny a 

enzymov® komplexy, a t²m zvyġuj² odolnost bunŊk vŢļi dehydrataci (Slama et al., 2015). 

Schopnost OA je druhovŊ i genotypovŊ specifick§ a jej² efektivita ¼zce souvis² s udrģen²m rŢstu 

a vĨnosu bŊhem sucha (Blum, 2017; Mahmood et al., 2020). Studium OA v podm²nk§ch in 

vitro umoģŔuje oddŊlit vliv vodn²ho potenci§lu od dalġ²ch faktorŢ prostŚed² a sledovat pŚ²m® 

reakce rostlin na definovanĨ osmotickĨ stres. NejļastŊji se pouģ²vaj² neiontov§ osmotika (napŚ. 

sachar·za, mannitol nebo PEG), kter§ sniģuj² vodn² potenci§l m®dia bez toxickĨch ¼ļinkŢ (Bajji 

et al., 2002). Takto Ś²zen® podm²nky jsou vhodn® pro in vitro selekci tolerantn²ch genotypŢ, 
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protoģe umoģŔuj² rychl® a reprodukovateln® vyhodnocen² odezvy rŢznĨch odrŢd na osmotickĨ 

stres (Mandour et al., 2015; Farooq et al., 2009). Chmel (Humulus lupulus L.) je druh s 

vysokĨmi n§roky na vodu a teplotn² stabilitu, proto mŢģe bĨt vodn² stres jedn²m z limituj²c²ch 

faktorŢ pŚi jeho pŊstov§n² v podm²nk§ch mŊn²c²ho se klimatu (Kolenc et al., 2016). Vyuģit² 

kultur in vitro poskytuje vhodnĨ model pro studium fyziologickĨch aspektŢ OA u chmele, 

neboŠ umoģŔuje kontrolovat osmotickĨ potenci§l prostŚed² a sledovat rŢst, vodn² stav a 

osmotick® vlastnosti rostlin v dlouhodob® kultivaci. C²lem t®to studie bylo zhodnotit m²ru 

osmotick®ho pŚizpŢsoben² vybranĨch odrŢd chmele (Humulus lupulus L.) v podm²nk§ch in 

vitro pŚi dlouhodob® kultivaci na m®diu s rŢznĨmi koncentracemi sachar·zy jako neiontov®ho 

osmotika. Byly sledov§ny zmŊny rŢstu vĨhonŢ, obsahu vody a osmotick®ho potenci§lu a urļena 

genotypov§ variabilita v reakci na osmotickĨ stres. 

Materi§l a metody 

Pro experimenty byly pouģity rostliny chmele (Humulus lupulus L.), kter® poch§zely 

z ChmelaŚsk®ho institutu v Ģatci a byly pŚedem pŊstov§ny v in vitro podm²nk§ch. Rostliny 

poch§zely z kolekce klonŢ udrģovanĨch na m®diu Murashige & Skoog (MS). Pro hodnocen² 

OA byly vyuģity dvŊ ¼rovnŊ experimentŢ: (1) screeningov§ f§ze, kter§ zahrnovala 14 klonŢ 

chmele, a (2) detailn² analĨza tŚ² reprezentativn²ch genotypŢ (8765 ï OsvaldŢv klon, óSaaz 

Shineô a 12925 ï óTushamô). Rostliny byly pŊstov§ny 6 tĨdnŢ v kultivaļn² m²stnosti pŚi 26 Ñ 1 

ÁC, relativn² vlhkosti 100 % a fotoperiodŊ 16/8 h (svŊtlo/tma), s intenzitou osvŊtlen² cca 40 

ÕmolĿm ĮĿs ĭ (PAR). Kaģd§ varianta byla provedena v deseti opakov§n²ch. Z§kladn² ģivn® 

m®dium vych§zelo z modifikace podle Faltus (2007, 2012) podle MS, se sn²ģenĨm obsahem 

dus²ku a bez fytohormonŢ pH m®dia bylo upraveno na 5,7 Ñ 0,1 a sterilizace prob²hala pŚi 121 

ÁC po dobu 20 min. Po ukonļen² kultivace byla mŊŚena d®lka vĨhonu, obsah vody 

(gravimetricky po suġen² 105 ÁC/72 h) a osmotickĨ potenci§l (automatickĨm osmometrem 

Roebling).  

Relativn² rŢst rostlin vzhledem ke kontroln² variantŊ byl vyj§dŚen podle n§sleduj²c²ho vztahu: 

 

2Ϸ
ὙὯ Ὑὼ

2Ë
ρzππ ρππ 

Kde R% - rŢst rostliny vyj§dŚenĨ v procentech vzhledem ke kontrole, 

Rk ï prŢmŊrn§ vĨġka rostlin v kontroln² variantŊ, 

Rx ï prŢmŊrn§ vĨġka rostlin ve sledovan® variantŊ. 

 

Obsah vody byl vyj§dŚen v procentech ļerstv® hmoty nebo v g vody na gram suġiny. 

Obsah vody (%) = (ļerstv§ hmotnost ï hmotnost suġiny) / (ļerstv§ hmotnost) Ĭ 100 (%) 

Obsah vody (g . g-1) = (ļerstv§ hmotnost ï hmotnost suġiny) / (hmotnost suġiny) 

 

RŢst suġiny byl vyj§dŚen na jednotku d®lky vĨhonu, tj. bez vlivu zmŊn obsahu vody. 

Specifick§ hmotnost suġiny vĨhonu (g . mm-1) = (hmotnost suġiny) / (d®lka vĨhonu) 
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OsmotickĨ potenci§l 

OsmotickĨ potenci§l (MPa) byl pot® vypoļ²t§n podle n§sleduj²c²ho vzorce: 

 

ὓὖὥ άὭὰὭέίάέὰπzȟψσρzρπ Ὕzὑ ᶻ ρ 

 

 

MŊŚen² pro kaģdou variantu bylo provedeno ve tŚech opakov§n²ch 

Statistick® vyhodnocen² bylo provedeno pomoc² ANOVA a Tukey HSD testu (p < 0,05) v 

programu Statistica 14.0.0.15. 

VĨsledky a diskuze 

Dlouhodob® pŢsoben² osmotick®ho stresu vyvolan®ho zvĨġenou koncentrac² sachar·zy v 

ģivn®m m®diu mŊlo vĨznamnĨ vliv na rŢst vĨhonŢ, obsah vody a akumulaci suġiny u 

testovanĨch odrŢd chmele (Humulus lupulus L.) (Graf. 1). Se zvyġuj²c² se koncentrac² 

sachar·zy (0,01ï0,15 M) doch§zelo k postupn®mu poklesu d®lky vĨhonŢ u vġech hodnocenĨch 

genotypŢ, pŚiļemģ nejvyġġ² koncentrace 0,15 M vedla k vĨrazn®mu omezen² rŢstu. U nŊkterĨch 

odrŢd byl pokles zaznamen§n jiģ pŚi nejniģġ² pŚidan® koncentraci sachar·zy, zat²mco jin® 

vykazovaly postupnou redukci rŢstu aģ pŚi vyġġ²ch koncentrac²ch, coģ naznaļuje rozd²lnou 

citlivost genotypŢ vŢļi osmotick®mu stresu. Tento trend odr§ģel variabilitu v osmotick® 

regulaci, kdy jednotliv® genotypy uplatŔuj² odliġn® fyziologick® strategie pŚizpŢsoben². 

S poklesem rŢstu vĨhonŢ byla spojena i zmŊna v obsahu vody. Obsah vody v ļerstv® hmotŊ se 

s rostouc² koncentrac² sachar·zy sniģoval. SouļasnŊ doġlo k n§rŢstu obsahu suġiny vztaģen® na 

jednotku d®lky vĨhonu ï specifick§ hmotnost suġiny vĨhonu, coģ mŢģe bĨt dŢsledkem zvĨġen® 

hustoty pletiv nebo zpomalen² prodluģovac²ho rŢstu (Obr. 2). Tento vztah mezi rŢstem a 

obsahem vody mŢģe bĨt odezvou rostliny na dlouhodobĨ osmotickĨ stres, kdy doch§z² k 

omezen² expanze bunŊk a souļasnŊ k aktivaci mechanismŢ, kter® umoģŔuj² udrģet alespoŔ 

ļ§steļnĨ turgor (Morgan, 1984; Blum, 2017). 

 

  

 

Obr. 1: Vliv dlouhodob®ho pŢsoben² osmotick®ho stresu vyvolan®ho zvĨġenou koncentrac² 

sachar·zy na rŢst vĨhonŢ, obsah vody a akumulaci suġiny u odrŢd chmele 
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Obr. 2: Genotypov® rozd²ly v citlivosti rŢstu a obsahu vody chmele vyj§dŚen® parametrem LD  

pŚi osmotick®m stresu 

Na z§kladŊ pŚedchoz²ch vĨsledkŢ byla podrobnŊjġ² analĨza tŚ² klonŢ chmele se specifickĨmi 

vlastnostmi (8765, óSaaz Shineô a 12925). Podrobn§ analĨza potvrdila vĨrazn® rozd²ly v reakci 

na zvyġuj²c² se koncentraci sachar·zy (0ï0,3 M) (Obr. 3ï5). U vġech klonŢ doch§zelo ke 

sniģov§n² rŢstu vĨhonŢ i obsahu vody, pŚiļemģ nejvĨraznŊjġ² pokles byl zaznamen§n pŚi 0,3 

M. ZmŊny osmotick®ho potenci§lu uk§zaly, ģe vġechny genotypy reagovaly jeho poklesem 

(Obr. 5). PŚi srovn§n² hodnot osmotick®ho potenci§lu u rostlin vystavenĨch 0,1 M sachar·ze 

byly patrn® statisticky vĨznamn® rozd²ly (Obr. 6). Genotyp 8765 vykazoval nejvyġġ² hodnoty 

osmotick®ho potenci§lu, zat²mco genotyp óSaaz Shineô dosahoval hodnot nejniģġ²ch, coģ 

naznaļuje odliġn® strategie osmotick® regulace. Po vĨpoļtu osmotick®ho pŚizpŢsoben² (rozd²l 

osmotick®ho potenci§lu mezi kontroln² a stresovou variantou) nebyly rozd²ly mezi genotypy 

statisticky vĨznamn® (Obr. 7), pŚesto vġechny vykazovaly tendenci k poklesu osmotick®ho 

potenci§lu v podm²nk§ch stresu.  
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Obr. 3: RŢst tŚ² klonŢ chmele (Saaz Shine, OsvaldŢv klon 72 a Tusham) pŚi rŢznĨch 

koncentrac²ch sachar·zy 

 

Obr. 4: Obsah vody u tŚ² klonŢ chmele (Saaz Shine, OsvaldŢv klon 72 a Tusham) pŚi rŢznĨch 

koncentrac²ch sachar·zy 

 

Obr. 5: OsmotickĨ potenci§l klonŢ chmele (Saaz Shine, OsvaldŢv klon 72 a Tusham) pŚi 

rŢznĨch koncentrac²ch sachar·zy 

VĨsledky naznaļuj², ģe vġechny testovan® genotypy aktivovaly mechanismy osmotick®ho 

pŚizpŢsoben², ale jejich efektivita byla rŢzn§. ZjiġtŊnĨ pokles osmotick®ho potenci§lu spojenĨ 
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s udrģen²m rŢstu a vyġġ²m obsahem vody ukazuje na aktivn² OA, zat²mco pokles doprov§zenĨ 

vĨraznou dehydratac² pletiv signalizuje sp²ġe pasivn² osmotickou dehydrataci (Blum, 2017; 

Mahmood et al., 2020). V praxi tedy mŢģe bĨt udrģen² rŢstu pŚi stresu sekund§rn²m projevem 

OA, protoģe adjustace osmotick®ho potenci§lu umoģŔuje obnovu turgoru potŚebn®ho pro 

bunŊļnou expanzi. 

 

Obr. 6: OsmotickĨ potenci§l (MPa) tŚ² genotypŢ chmele ï OsvaldŢv klon 72, Saaz Shine a 

Tusham ï v kontroln²ch podm²nk§ch a po aplikaci roztoku sachar·zy o koncentraci 0,1 g L ĭ 

 

 

Obr. 7: Osmotick® pŚizpŢsoben² (MPa) u tŚ² genotypŢ chmele (OsvaldŢv klon 72, Saaz Shine a 

Tusham) vyj§dŚen® jako rozd²l v osmotick®m potenci§lu mezi rostlinami pŊstovanĨmi za 

kontroln²ch podm²nek a rostlinami po expozici roztoku sachar·zy (0,1 g L ĭ).  

Rozd²ly mezi genotypy chmele naznaļuj², ģe rostliny vyuģ²vaj² rŢzn® strategie pŚizpŢsoben² 

(Munns & Tester, 2008). U genotypŢ, kter® si dok§zaly udrģet rŢst pŚi m®nŊ z§porn®m 

osmotick®m potenci§lu, lze pŚedpokl§dat pŚevahu strategie Ăavoidanceñ (vyhĨb§n² se stresu). 

Naopak genotypy vykazuj²c² vĨraznŊjġ² sn²ģen² osmotick®ho potenci§lu pravdŊpodobnŊ 

uplatŔuj² mechanismus Ătrue osmotic adjustmentñ (skuteļn® osmotick® pŚizpŢsoben²) (Blum, 

2017). Z fyziologick®ho hlediska pŚedstavuje osmotick§ adjustace univerz§ln² mechanismus 

odpovŊdi rostlin na osmotickĨ stres, sucho i zasolen². V podm²nk§ch zasolen² se nav²c 

kombinuje s mechanismy udrģen² iontov® homeost§zy a kompartmentace (Munns & Tester, 
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2008). V naġem experimentu, kde nedoch§zelo k nadbytku iontŢ, lze pŚedpokl§dat, ģe OA byla 

zajiġtŊna pŚedevġ²m akumulac² organickĨch kompatibiln²ch osmolytŢ, kter® jsou s 

metabolismem rostlin sluļiteln®, i kdyģ jejich synt®za pŚedstavuje energeticky n§roļnĨ proces 

(Blum, 2017; Verslues et al., 2006). Genotypy, kter® pŚi stejn® osmotick® z§tŊģi (napŚ. 0,1 M 

sachar·zy) udrģely vyġġ² rŢst a relativnŊ vyġġ² obsah vody pŚi z§pornŊjġ²m osmotick®m 

potenci§lu, pŚedstavuj² vhodn® kandid§ty pro ġlechtŊn² na odolnost vŢļi suchu ļi osmotick®mu 

stresu. Osmotick® pŚizpŢsoben² tak mŢģe slouģit jako jeden z fyziologickĨch markerŢ k 

toleranci k vodn²mu deficitu.  

Z§vŊr 

Rostliny chmele pŊstovan® in vitro reagovaly na dlouhodob® pŢsoben² osmotick®ho stresu 

omezen²m rŢstu, sn²ģen²m obsahu vody a poklesem osmotick®ho potenci§lu. Rozd²ly mezi 

genotypy ukazuj² na variabilitu mechanismŢ osmotick® adjustace. Genotypy, kter® udrģely 

vyġġ² rŢst pŚi niģġ²m osmotick®m potenci§lu, lze povaģovat za odolnŊjġ² k vodn²mu stresu. U 

citlivĨch genotypŢ, kter® reaguj² silnĨm poklesem osmotick®ho potenci§lu a z§roveŔ i 

omezen²m rŢstu, lze pŚedpokl§dat pokles n§rŢstu hmoty a vĨnosu v podm²nk§ch sucha. 

Osmotick® pŚizpŢsoben² v prostŚed² in vitro pŚedstavuje vhodnĨ fyziologickĨ ukazatel pro 

selekci genotypŢ tolerantn²ch k suchu. 
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Abstrakt  
Ġt¼dia hodnot² fenotypov¼ diverzitu vybranĨch genotypov tvrdej pġenice (Triticum durum, T. turgidum) 

poch§dzaj¼cich zo Slovenska, Gr®cka a Maroka v kontrolovanĨch a poŎnĨch podmienkach v rokoch 

2024ï2025. Multisenzorov® Fenotypovanie v syst®me PSI umoģnilo sledovaŠ rastov®, fyziologick® a 

spektr§lne ukazovatele vr§tane digit§lnej biomasy (RGB), teploty listov (ȹT), efektivity fotosyst®mu II 

(Fv/Fm) a vegetaļnĨch indexov (NDVI). Tieto znaky sa potvrdili ako prenositeŎn® a predikt²vne pre 

hodnotenie odolnosti voļi suchu a stability produkcie v poŎnĨch pokusoch. NajvĨraznejġie rozdiely 

medzi testovanĨmi genotypmi sa prejavili v parametri ȹT a fotosyntetickej aktivite Fv/Fm, ktor® 

odr§ģaj¼ rozdielnu ¼roveŔ vodn®ho stresu. Zistenia potvrdzuj¼, ģe kombin§cia kontrolovanĨch a 

poŎnĨch meran² poskytuje robustnĨ r§mec pre vĨber tolerantnĨch l²ni² a zefekt²vŔuje ġŎachtiteŎsk® 

programy zameran® na adapt§ciu pġenice na klimatick® zmeny. 

KŎ¼ļov® slov§: tvrd§ pġenica, fenotypov§ diverzita, multisenzorov® fenotypovanie, stres zo sucha, 

fotosyntetick§ stabilita, adapt§cia 

 

Abstract  
The study evaluated the phenotypic diversity of selected durum wheat genotypes (Triticum durum, T. 

turgidum) originating from Slovakia, Greece and Morocco under controlled and field conditions during 

2024-2025. Multisensor phenotyping using the PSI system enabled the assessment of growth, 

physiological and spectral traits, including digital biomass (RGB), leaf temperature (ȹT), photosystem 

II efficiency (Fv/Fm) and vegetation indices (NDVI). The most pronounced differences among 

genotypes were observed in ȹT and Fv/Fm parameters, reflecting distinct levels of water stress and 

photosynthetic performance. The findings demonstrate that combining controlled and field 

measurements provides a robust framework for identifying stress-tolerant wheat lines and supports 

breeding strategies aimed at improving adaptation to climate variability. 

Keywords: durum wheat, phenotypic diversity, multisensor phenotyping, drought stress, photosynthetic 

stability, adaptation 

 

Đvod 

Pġenica (Triticum spp.) patr² medzi najvĨznamnejġie obilniny sveta a je z§kladom potravinovej 

bezpeļnosti vo vªļġine regi·nov s miernym a suchġ²m podneb²m. Jej produkļnĨ potenci§l a 

stabilita s¼ vġak ļoraz viac ovplyvŔovan® p¹soben²m abiotickĨch stresov, najmª sucha a 

vysokĨch tepl¹t, ktor® negat²vne ovplyvŔuj¼ procesy fotosynt®zy, plnenie zrna a efektivitu 

vyuģitia vody (Fischer et al., 2018). V meniacich sa klimatickĨch podmienkach preto nadob¼da 

z§sadnĨ vĨznam rozmanitosŠ genetickĨch zdrojov pġenice, ktor§ umoģŔuje vĨber a ġŎachtenie 

odr¹d s vyġġou toleranciou voļi stresu a lepġou adaptaļnou plasticitou (Royo et al., 2020). 

Fenotypov§ diverzita pġenice predstavuje z§klad pre identifik§ciu adapt²vnych morfo-

fyziologickĨch znakov, ktor® prispievaj¼ k stabilnej produkcii v podmienkach 

environment§lneho stresu. Tradiļn® hodnotenia zaloģen® na agronomickĨch ukazovateŎoch 

vġak ļasto nedok§ģu zachytiŠ dynamick® zmeny v priebehu veget§cie a neumoģŔuj¼ dostatoļne 

presn® rozl²ġenie genotypov podŎa ich fyziologickej odozvy. V poslednĨch rokoch preto 
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zaznamenal vĨraznĨ rozvoj pr²stup presn®ho a multisenzorov®ho fenotypovania, ktorĨ vyuģ²va 

neinvaz²vne optick® a term§lne technol·gie na hodnotenie fyziologick®ho stavu rastl²n v 

re§lnom ļase. Tento pr²stup umoģŔuje prepojiŠ rastov® a metabolick® procesy s vĨslednou 

¼rodou, a tĨm zvyġuje efektivitu selekcie v ġŎachtiteŎskĨch programoch (Deery & Jones, 2021). 

NajspoŎahlivejġie vĨsledky pri hodnoten² odolnosti genotypov poskytuje kombin§cia 

kontrolovanĨch a poŎnĨch pokusov, ktor§ umoģŔuje overiŠ prenos fenotypovĨch reakci² z 

experiment§lneho prostredia do re§lnych podmienok pestovania (Reynolds et al., 2021, Xu, Y., 

& Reynolds, M. P., 2021). Laborat·rne syst®my, ako PSI (Photon Systems Instruments), 

pon¼kaj¼ presn® sledovanie rastovej dynamiky, transpir§cie a fotosyntetickej stability, zatiaŎ 

ļo poŎn® experimenty reflektuj¼ prirodzen¼ variabilitu prostredia a umoģŔuj¼ komplexn® 

pos¼denie produkļn®ho potenci§lu. Integr§cia tĨchto pr²stupov predstavuje kŎ¼ļovĨ krok 

smerom k vytvoreniu predikt²vnych modelov adaptability, ktor® sp§jaj¼ fyziologick®, 

spektr§lne a vĨnosov® parametre. 

CieŎom tejto pr§ce bolo zhodnotiŠ fenotypov¼ diverzitu vybranĨch genotypov tvrdej pġenice 

(Triticum durum, T. turgidum) poch§dzaj¼cich zo Slovenska, Gr®cka a Maroka v dvoch 

experiment§lnych prostrediach ï v kontrolovanĨch podmienkach automatizovan®ho 

fenotypizaļn®ho syst®mu PSI a v poŎnĨch podmienkach v rokoch 2024ï2025. Pr§ca sa 

zamerala na identifik§ciu kŎ¼ļovĨch fyziologickĨch a morfologickĨch znakov prenositeŎnĨch 

medzi prostrediami a na pos¼denie ich vĨznamu pre odolnosŠ voļi suchu, stabilitu 

fotosyntetickej aktivity a ¼rodovĨ potenci§l genotypov. 

 

Materi§l a met·dy 

V experimente bolo hodnotenĨch pªŠ jarnĨch tvrdĨch pġen²c (Triticum durum a Triticum 

turgidum) poch§dzaj¼cich zo Slovenska, Gr®cka a Maroka. Testovan® boli genotypy IS 

Durablank (Slovensko), PI 264933, PI 264936 a PI 264934 (Gr®cko) a 1296/PI 525406 

(Maroko), vġetky s jarnĨm vegetaļnĨm typom. 

PoŎnĨ pokus bol realizovanĨ v lokalite PieġŠany (NPPC ï VĐRV), ktor§ sa nach§dza v mierne 

teplej klimatickej oblasti s priemernou roļnou teplotou 9,5ï10,0 ÁC a roļnĨmi zr§ģkami 540ï

600 mm. Pokus bol zaloģenĨ v randomizovanom blokovom dizajne s dvoma opakovaniami, 

veŎkosŠou parcelky 2 mĮ a celkovou vĨmerou 148,8 mĮ. Hnojenie sa uskutoļnilo miner§lnymi 

hnojivami MAP a moļovinou v d§vke pribliģne 200 kg/ha podŎa podmienok roļn²ka. Aplik§cia 

zinku bola vykonan§ postrekom Herbavital (99 ml/ha; obsah Zn = 10 mg/l, chel§tov§ forma). 

Klimatick® podmienky poļas vegetaļnĨch obdob² rokov 2024 a 2025 sa l²ġili predovġetkĨm v 

rozloģen² zr§ģok a teplotnom priebehu. Medziroļn® rozdiely boli zohŎadnen® pri interpret§cii 

fenotypovej variability a interakcie genotypu s prostred²m. Fenotypovanie zahŘŔalo hodnotenie 

fenologickĨch znakov, zdravotn®ho stavu porastu a ¼rodotvornĨch parametrov. Poļet dn² od 

sejby po vyhodenie klasu, kvitnutie a zrelosŠ bol zaznamen§vanĨ ako ukazovateŎ rĨchlosti 

vĨvinu. Pri zbere sa stanovila hmotnosŠ tis²c zŘn (HTZ) a ¼roda zrna prepoļ²tan§ na tĿha ĭ 

(Klasifik§tor ï Descriptor list genus Triticum L., 2004). 

S¼beģne s poŎnĨm experimentom prebiehalo laborat·rno-sklen²kov® fenotypovanie tĨch istĨch 

genotypov v technologickom syst®me PSI (Photon Systems Instruments), spol. s r.o., Dr§sov. 

V kontrolovanom prostred² boli pouģit® senzory pre RGB imaging (vĨġka, habitus porastu, 

listov§ plocha, digit§lna biomasa), IR imaging (teplota listov, ȹT), chlorofylov¼ fluorescenciu 

(efektivita PSII ï Fv/Fm_Lss) a hyperspektr§lne sn²manie (NDVI a spektr§lne indexy). Merania 

prebiehali poļas troch f§z: D1 ï poļiatoļnĨ suchĨ stres, R ï obnova hydrat§cie, D2 ï opakovanĨ 

stres (ĂpamªŠ stresuñ). Rastov®, fyziologick® a vodohospod§rske boli n§sledne porovn§van® s 

poŎnĨmi ukazovateŎmi, ako s¼ rastov§ vĨġka, vitalita porastu (LAI, NDVI), vodnĨ status a 

¼rodotvorn® vlastnosti v podmienkach sucha a stresu.  

Ġtatistick§ analĨza bola vykonan§ v programovom prostred² Python s vyuģit²m kniģn²c 

statsmodels, scikit-learn a matplotlib. Đļinky roku a faktora (kontrola vs. zinok) boli testovan® 
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dvojfaktorovou analĨzou rozptylu (Two-way ANOVA) s interakciou. Multivariaļn® vzŠahy 

medzi znakmi a genotypmi boli zhodnoten® pomocou analĨzy hlavnĨch zloģiek (PCA), ktor§ 

umoģnila zachytiŠ komplexn® vzŠahy a identifikovaŠ kŎ¼ļov® determinanty produkļn®ho 

potenci§lu a odolnosti pġenice v r¹znych prostrediach. 

 

VĨsledky 

Hodnotenie fenotypovej diverzity vybranĨch odr¹d tvrdej pġenice bolo realizovan® v dvoch 

komplement§rnych prostrediach ï v kontrolovanĨch podmienkach automatizovan®ho 

fenotypizaļn®ho syst®mu a v poŎnĨch podmienkach reprezentuj¼cich re§lne produkļn® 

situ§cie. V kontrolovanĨch podmienkach boli monitorovan® parametre rastu, pigment§cie a 

stresovej odozvy rastl²n. V poŎnĨch podmienkach sa hodnotili najmª fenologick® f§zy, vĨġka 

rastl²n, zdravotnĨ stav porastu a vĨnosov® komponenty. VĨsledky uk§zali mierne pozit²vny, 

hoci ġtatisticky nevĨznamnĨ vplyv aplik§cie zinku na hmotnosŠ tis²c zŘn (HTZ) v oboch 

sledovanĨch rokoch (TabuŎka 1). Pokles HTZ a zvĨġen§ variabilita v roku 2025 poukazuj¼ na 

negat²vny vplyv suchġ²ch podmienok poļas veget§cie. 

 

TabuŎka 1. Priemery skup²n v hmotnosti  tis²c zŘn (HTZ) 

Rok Variant Priemer SD (Ñ) 95 % IS ï 

doln§ 

hranica 

95 % IS ï 

horn§ 

hranica 

CV (%) 

2024 Zinok 39,98 3,616 37,977 41,983 9,0 

2024 kontrola 39,68 3,355 37,822 41,538 8,5 

2025 Zinok 37,871 4,192 35,549 40,192 11,1 

2025 kontrola 37,457 3,655 35,433 39,481 9,8 

 

Pri ¼rode zrna sa rozdiely medzi variantmi prejavili vĨraznejġie aģ v roku 2025 (TabuŎka 2). 

KĨm v roku 2024 boli ¼rody r¹znych variantov takmer identick®, v nasleduj¼com roku zinok 

podporil vyġġiu produkciu a z§roveŔ zn²ģil variabilitu hodnoten². Đļinok biofortifik§cie sa 

prejavuje vĨraznejġie v z§vislosti od environment§lneho stresu, priļom priaznivejġie 

podmienky umoģnili lepġie vyuģitie zinku v metabolizme rastl²n. 

 

TabuŎka 2. Priemery skup²n v ¼rode zrna 

Rok Variant Priemer SD (Ñ) 95 % IS ï 

doln§ 

hranica 

95 % IS 

ï horn§ 

hranica 

CV (%) 

2024 Zinok 0,269 0,121 0,202 0,335 44,9 

2024 kontrola 0,273 0,118 0,208 0,338 43,3 

2025 Zinok 0,551 0,133 0,477 0,625 24,1 

2025 kontrola 0,517 0,137 0,441 0,593 26,5 

AnalĨza rozptylu (Two-way ANOVA) potvrdila ġtatisticky vĨznamnĨ vplyv roļn²ka na HTZ 

(p = 0,028) aj na ¼rodu zrna (p < 0,001), zatiaŎ ļo faktor aplik§cie zinku ani interakcia neboli 

vĨznamn®. To potvrdzuje, ģe rozhoduj¼cim determinantnom produkļnĨch parametrov bola 

sez·nna variabilita prostredia, najmª rozdelenie zr§ģok a teplotnĨ priebeh. Vizualiz§cia 

rozdelenia hodn¹t (Obr. 1) naznaļuje, ģe HTZ bola v roku 2025 niģġia a rozptyl hodn¹t vªļġ², 

ļo poukazuje na vyġġ² stres. Pri ¼rode zrna bol rok 2025 naopak produkt²vnejġ², priļom variant 

so zinkom vykazoval mierne vyġġie medi§ny a menġiu variabilitu ako kontrola. Hoci ġtatistick§ 

vĨznamnosŠ nebola preuk§zan§, trend poukazuje na mierne pozit²vny efekt zinku na stabilitu 

¼rody. 
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Obr. 1 Boxplot hmotnosti tis²cich zŘn (A) a ¼rody zrna (B) podŎa roļn²ka a variantu (kontrola 

K, zinok Zn). 

 

Zhrnutie grafickĨch aj ġtatistickĨch analĨz jednoznaļne ukazuje, ģe dominantnĨm faktorom 

ovplyvŔuj¼cim produkt²vne znaky bol roļn²k. Biofortifik§cia zinkom sa prejavila len ako 

sekund§rny, avġak konzistentnĨ faktor s potenci§lom zlepġiŠ stabilitu produkcie v 

priaznivejġ²ch podmienkach. Vyġġia variabilita v menej priaznivom roku 2025 s¼ļasne 

potvrdzuje vªļġ² vĨznam genetickĨch rozdielov medzi hodnotenĨmi genotypmi. 

AnalĨza hlavnĨch komponentov (PCA) (Obr. 2) vysvetlila 79,5 % variability (PC1 = 45,8 %, 

PC2 = 33,7 %). PrvĨ komponent (PC1) oddeŎovala genotypy podŎa produkļn®ho vĨkonu 

(¼roda zrna, pozit²vne zaŠaģenie) a neprodukt²vneho rastu (VR, negat²vne zaŠaģenie).  

 

 
Obr. 2 AnalĨzy hlavnĨch komponentov (PCA) produkt²vnych znakov zrna (vĨġka rastl²n, HTZ, 

¼roda zrna) podŎa faktora (kontrola vs. Zinok) (A) a podŎa roļn²ka (2024 ï oranģov® znaļky 

vs. 2025 ï modr® znaļky) (B). 

 

DruhĨ komponent (PC2) odr§ģala hmotnosŠ tis²c zŘn (HTZ) ako ukazovateŎ kvalitat²vnej 

stability. Rozloģenie genotypov podŎa variantov (Obr. 2A) neodhalilo vĨrazn¼ separ§ciu medzi 

zinkom a kontrolou, no varianty so zinkom vykazovali stabilnejġie poz²cie v smere vyġġ²ch ¼rod 

(Obr. 2B). Rozdelenie podŎa roļn²kov  uk§zalo jasn¼ separ§ciu medzi rokmi 2024 a 2025, ļo 

potvrdzuje dominantnĨ vplyv prostredia. Genotypy z roku 2025 sa s¼streŅovali v oblasti 

sp§janej s vyġġou ¼rodou a HTZ, zatiaŎ ļo tie z roku 2024 boli charakteristick® vyġġou 

vegetat²vnou aktivitou. AnalĨzy uk§zali, ģe vitalita rastu (VR) mala siln¼ pozit²vnu korel§ciu s 

produkļnĨmi znakmi, zatiaŎ ļo pri nadmernom vegetat²vnom raste sa objavila negat²vna vªzba 
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na tvorbu zrna. To naznaļuje, ģe nadmernĨ vegetat²vny rast m¹ģe byŠ na ¼kor tvorby zrna, 

najmª v suchġ²ch rokoch. 

Fenotypovanie genotypov tvrdej pġenice v automatizovanom syst®me PSI ï Photon Systems 

Instruments presne zachytilo rastov® a fyziologick® odpovede rastl²n na kontrolovan® sucho. 

Pokus mal tri f§zy: D1 ï poļiatoļnĨ suchĨ stres, R ï obnova hydrat§cie a D2 ï opakovanĨ stres 

(pamªŠ stresu), ļ²m simuloval beģn® opakovan® sucho v stredomorskĨch aj kontinent§lnych 

oblastiach. Multisenzorov® merania prepojili ġtrukt¼ru, fyziol·giu a biochemick® prejavy s 

produkļnĨm potenci§lom. Najviac rozliġovali rastov® ukazovatele z RGB (vĨġka, objem, 

habitus) poļas veget§cie; potvrdili vĨznamn¼ pozit²vnu korel§ciu medzi ¼rodou zrna (r = 0,68) 

a hmotnosŠou tis²c zŘn (r = 0,61). Genotypy G1 (IS Durablank) a G3 (PI 264936) dosiahli uģ v 

ranom ġt§diu najvyġġ² objem porastu, ļo svedļ² o rĨchlej akumul§cii biomasy, a tento trend 

potvrdili aj poŎn® pokusy. Line§rny vzŠah medzi objemom z RGB a ¼rodou uk§zal, ģe rĨchlejġ² 

skorĨ rast a rĨchle zapojenie porastu zvyġuj¼ vyuģitie svetla, vody a ģiv²n a ved¼ k vyġġiemu 

vĨnosov®mu potenci§lu. 

Term§lne sn²manie (IR imaging) poskytlo inform§cie o vodnom reģime rastl²n prostredn²ctvom 

rozdielu medzi teplotou listov a okolia (ȹT). Genotypy G1 a G3 dosahovali trvalo niģġie ȹT 

(36ï45 DAS), ļ²m preuk§zali schopnosŠ udrģiavaŠ akt²vny vodnĨ tok aj poļas stresu. 

Fluorescenļn® merania (chlorofylov§ fluorescencia) doplnili term§lne ¼daje o fyziologick¼ 

odozvu fotosyst®mu II (PSII). Parameter Fv/Fm (56ï65 DAS) odr§ģal integritu 

fotosyntetick®ho apar§tu, priļom vyġġie hodnoty poukazovali na stabiln¼ fotosyntetick¼ 

¼ļinnosŠ. Negat²vna korel§cia medzi Fv/Fm a ȹT dokumentovala, ģe rastliny s lepġou 

regul§ciou transpir§cie udrģiavali z§roveŔ vyġġiu fotosyntetick¼ stabilitu. AnalĨza tĨchto 

parametrov preuk§zala, ģe genotypy G1 a G3 kombinovali efekt²vnu vodn¼ regul§ciu (n²zke 

ȹT) s vysokou fotosyntetickou stabilitou (Fv/Fm > 0,79), ļo ich predurļuje ako fyziologicky 

odoln® typy s potenci§lom pre suchġie prostredia. 

Z²skali sme ¼daje, ktor® umoģnili nielen vyļ²sliŠ 

efektivitu vyuģitia vody (WUE) odr¹d ale aj 

porovnaŠ ju s produkļnĨmi ukazovateŎmi. 

Genotyp G3 dosiahol vyġġ² vĨnos pri rovnakej 

alebo niģġej spotrebe vody, takģe je vodne 

efekt²vnejġ²; genotyp G5 mal pri podobnej 

spotrebe vody niģġ² vĨnos. VzŠah medzi 

ukazovateŎom dostupnosti vody a hmotnosŠou 

tis²c semien potvrdil, ģe rastliny s lepġou vodnou 

efekt²vnosŠou drģia vĨnos aj pri suchu. 

Hyperspektr§lne merania vo viditeŎnom, 

bl²zkom a kr§tkovlnnom infraļervenom p§sme a 

n§sledn§ analĨza hlavnĨch komponentov 

uk§zali, ģe prv§ komponenta s¼vis² najmª s 

obsahom vody a druh§ s pigmentmi. V tomto 

priestore sa slovenskĨ G1 viazal s vyġġ²m 

obsahom vody, marockĨ G5 s niģġ²m obsahom 

vody a silnejġou pigmentovou odozvou, kĨm 

gr®cke G2ïG4 boli stredov®. Integr§cia VNIR a 

SWIR ¼dajov potvrdila, ģe kombinovan® spektr§lne inform§cie spoŎahlivo diferencuj¼ 

genotypy podŎa ich fyziologickej odozvy a potenci§lu na udrģanie produkcie v stresovĨch 

podmienkach (Obr. 3). 

Multisenzorov§ analĨza poskytla robustnĨ s¼bor ¼dajov, ktor® preuk§zali vysok¼ predikt²vnu 

hodnotu pre poŎn¼ vĨkonnosŠ. Korelaļn® vªzby medzi RGB objemom, Fv/Fm, ȹT a WUE na 

jednej strane a ¼rodou zrna ļi HTZ na druhej strane potvrdzuj¼, ģe fyziologick§ stabilita rastl²n 

Obr. 3 PCA biplotï rozl²ġenie genotypov 

podŎa spektr§lnej odozvy (40ï60 DAS). 
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poļas ranĨch f§z veget§cie ¼zko s¼vis² s ich neskorġou produkļnou vĨkonnosŠou. Najvyġġiu 

konzistenciu medzi laborat·rnym a poŎnĨm prostred²m vykazovali parametre Fv/Fm a 

RGB_Volume, ktor® sa uk§zali ako spoŎahliv® indik§tory pre vĨber tolerantnĨch genotypov. 

Tieto premenn® vĨznamne prispievaj¼ k separ§cii genotypov podŎa produkt²vnych vlastnost² a 

s¼ vhodn® pre modelovanie adaptability v r¹znych klimatickĨch scen§roch. VĨsledky tak 

demonġtruj¼, ģe multisenzorov® fenotypovanie poskytuje komplexnĨ a kvantitat²vne 

konzistentnĨ obraz o fyziologickej vĨkonnosti genotypov, priļom zniģuje z§vislosŠ od 

environment§lnych fluktu§ci² v poŎnĨch podmienkach. V kombin§cii so ġtatistickĨmi 

met·dami (PCA, korelaļn® modely, ANOVA) predstavuje t§to metodika modernĨ pr²stup pre 

vĨber genotypov tvrdej pġenice s vyġġou toleranciou k suchu, stabilnejġ²m fotosyntetickĨm 

apar§tom a efekt²vnejġ²m vodnĨm reģimom. 

 

Diskusia 

Hodnotenie genotypov tvrdej pġenice v dvoch umoģnilo porovnaŠ rastov® a fyziologick® 

reakcie na sucho a zachytiŠ skor® stresov® sign§ly pomocou multisenzorov®ho pr²stupu (RGB, 

term§lne, fluorescenļn® a hyperspektr§lne merania). Identifikovan® znaky s¼ prenositeŎn® do 

poŎa aj bezpilotnĨch meran² a vhodn® na operat²vny monitoring rastu a stresu (Deery & Jones, 

2021; Jin et al., 2020). 

RGB ukazovatele (vĨġka, objem, habitus) spoŎahlivo kvantifikovali dynamiku rastu; niģġ² rast 

a menġ² objem porastu poļas sucha indikovali vyġġiu citlivosŠ genotypov a dobre korelovali s 

agronomickĨmi parametrami a ¼rodou (Xu, Y., & Reynolds, M. P., 2021). Term§lne merania 

listovej teploty (ȹT) poļas stresu odhalili obmedzen¼ transpir§ciu a zhorġenĨ vodnĨ reģim, ļo 

je priamo vyuģiteŎn® na mapovanie vodn®ho stresu v poraste a selekciu genotypov so stabilnou 

prieduchovou regul§ciou (Fischer et al., 2018). 

Fotosyntetick§ vĨkonnosŠ vyjadren§ parametrom Fv/Fm_Lss potvrdila svoju citlivosŠ na vodnĨ 

stres: pokles efektivity fotosyst®mu II zodpovedal zn²ģenej asimilaļnej kapacite, zatiaŎ ļo 

genotypy s vyġġ²m Fv/Fm vykazovali stabilnejġiu fyziologick¼ kond²ciu. Tento parameter je 

vyuģiteŎnĨ aj v poŎnĨch podmienkach prostredn²ctvom fluorometrie alebo UAV-

fluorescenļnĨch meran² (Gracia-Romero et al., 2023) a sl¼ģi ako citlivĨ prediktor tolerancie k 

suchu. Vegetat²vne indexy, najmª NDVI, dlhodobo odhaŎovali stabilitu fotosyntetick®ho 

apar§tu; vyġġie hodnoty NDVI boli spojen® s vyġġou odolnosŠou voļi stresu (Zhang et al., 2022; 

Ram et al., 2024). Kontinu§lne sledovanie NDVI a pr²buznĨch indexov (SIPI, MCARI1, 

OSAVI) je preto vhodn® na neinvaz²vne hodnotenie vitality porastu. 

Kombin§cia rastovej biomasy (RGB), teploty listov (ȹT), parametra Fv/Fm a indexu NDVI 

vytvorila robustnĨ r§mec na hodnotenie odolnosti pġenice voļi suchu. Prenos tĨchto znakov zo 

syst®mu PSI do poŎnĨch experimentov umoģnil fyziologicky prepojiŠ laborat·rne a ter®nne 

pozorovania. Korel§cie medzi znakmi v PSI a v poli potvrdili ich predikt²vnu hodnotu: 

genotypy G1 (IS Durablank) a G3 (PI 264936) mali vyġġie Fv/Fm, niģġie ȹT a vyġġiu 

efekt²vnosŠ vyuģitia vody, ļo je v zhode s adaptaļnĨmi strat®giami op²sanĨmi Royo et al. 

(2020). Genotyp G5 (1296, Maroko) naopak prejavil niģġiu odolnosŠ, pravdepodobne pre inĨ 

ekologickĨ p¹vod. 

VĨsledky ANOVA uk§zali, ģe ¼rodu a hmotnosŠ tis²c zŘn najviac ovplyvnil roļn²k, ļo 

potvrdzuj¼ aj Sall et al. (2020). Đļinok biofortifik§cie zinkom bol mierny, no konzistentnĨ, v 

s¼lade s mechanizmami op²sanĨmi Cakmak (2008) a Broadley & White (2011). Korel§cie 

medzi vegetaļnou biomasou, HTZ a ¼rodou potvrdili, ģe nadmernĨ vegetat²vny rast m¹ģe 

zniģovaŠ efekt²vnu tvorbu zrna (Reynolds et al., 2021). 

Z metodologick®ho hŎadiska ġt¼dia ukazuje, ģe multisenzorov® merania vĨrazne zvyġuj¼ 

presnosŠ fenotypovania a umoģŔuj¼ sledovaŠ rĨchle fyziologick® zmeny (Deery & Jones, 

2021). Zhoda laborat·rnych a poŎnĨch vĨsledkov podporuje z§very Xu & Reynolds (2021) a 

Sankaran et al. (2019) o vysokej reprodukovateŎnosti multisenzorovĨch met·d. Kombin§cia 
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RGB, ȹT, Fv/Fm a NDVI tak poskytuje kvantitat²vne overenĨ syst®m pre selekciu genotypov 

s vyġġou stabilitou a odolnosŠou voļi suchu. Integr§cia multisenzorovĨch, genetickĨch a 

metabolomickĨch ¼dajov predstavuje perspekt²vny smer pre ġŎachtenie odr¹d s vysokou 

adaptabilitou (Reynolds et al., 2021; Zhang et al., 2023). 

 

Z§ver 

Kombin§cia kontrolovan®ho syst®mu PSI a poŎnĨch pokusov zachytila fenotypov¼ variabilitu 

a stresov® reakcie tvrdej pġenice. Multisenzorov® merania v PSI rozl²ġili genotypy podŎa 

fyziologickĨch znakov (ȹT, Fv/Fm, WUE) a spektr§lnej odozvy, kĨm v poli sa potvrdila ich 

agronomick§ vĨkonnosŠ. KŎ¼ļov® ġtyri parametre ï RGB biomasa, teplota listov (ȹT), 

efektivita fotosyst®mu II (Fv/Fm) a vegetaļn® indexy (NDVI) ï boli konzistentn® a dobre 

prenositeŎn® medzi prostrediami. Najvªļġie rozdiely sa prejavili v amplit¼de reakci²: v PSI 

dominovali fyziologick® odliġnosti, v poli HTZ, vĨġka a ¼roda; fenotypov¼ odozvu vĨrazne 

formovali zr§ģky a teploty. Identifikovan® znaky (RGB biomasa, ȹT, Fv/Fm, NDVI) s¼ rĨchle, 

neinvaz²vne markery odolnosti voļi suchu, efekt²vnosti vodn®ho reģimu a stability fotosynt®zy 

a prakticky podporuj¼ vĨber rodiļovskĨch l²ni². Integrovan® rastov®, term§lne, fluorescenļn® a 

hyperspektr§lne d§ta umoģnili lepġiu charakteriz§ciu stresu a predikciu vĨnosu; genotypy s 

vyġġou rastovou vitalitou, stabilnou fotosynt®zou a efekt²vnym vyuģit²m vody dosahovali lepġie 

produkļn® vĨsledky. Multisenzorov® fenotypovanie sa uk§zalo ako ¼ļinnĨ n§stroj na 

identifik§ciu genotypov tvrdej pġenice tolerantnĨch voļi suchu a vhodnĨch pre podmienky 

meniacej sa kl²my. 
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Molekul§rn² charakteristika kolekce genetickĨch zdrojŢ zelenin 

Molecular characteristics of vegetable genetic resources collections 

Jozov§ E.1, Misginna S.G.1, Kamulegeya P.1, Gaoua O.1, Rºszlerov§ P.1, Rost M.1, Ļurn V.1 

ĭ Jihoļesk§ univerzita v ĻeskĨch BudŊjovic²ch, Fakulta zemŊdŊlsk§ a technologick§, Katedra 

genetiky a biotechnologi² 

Abstrakt  
Rozvoj intenzivn²ho ġlechtŊn² rostlin zapŚ²ļinil v posledn²ch pades§ti letech vĨrazn® z¼ģen² genetick® 

z§kladny modern²ch odrŢd. O to v²ce je problematick® tyto odrŢdy identifikovat pouze na z§kladŊ 

tradiļn²ch morfologickĨch znakŢ. Z tohoto dŢvodu jsou do ġlechtŊn² ļ²m d§l t²m v²ce zav§dŊny techniky 

zaloģen® na pouģit² molekul§rn²ch markerŢ. Tyto metody nejsou ovlivnŊny ģ§dnĨmi biotickĨmi a 

abiotickĨmi faktory, proto jsou vĨsledky z nich opakovateln® a dobŚe reprodukovateln®. Jednou 

z nejpouģ²vanŊjġ²ch metod jsou mikrosatelitov® markery, kter® poskytuj² velk® mnoģstv² informac² 

vhodnĨch pro pouģit² v novoġlechtŊn². Pro tuto studii bylo po optimalizaci vybr§no sedm 

mikrosatelitovĨch markerŢ a jejich ovŊŚen² bylo aplikov§no celkem na 33 vzorc²ch zeleniny z ļeledi 

Apiaceae. Pomoc² tŊchto markerŢ bylo moģn® odliġit vzorky na ¼rovni druhŢ, ale i variet a v pŚ²padŊ 

mrkev i na ¼rovni odrŢd. 
Kl²ļov§ slova: ġlechtŊn² rostlin, genetick§ diverzita, SSR, molekul§rn² markery 

Abstract 
Plant breeding and the development of modern breeding techniques have led to a significant narrowing 

of the genetic base and loss of genetic diversity over the last fifty years. This makes it all the more 

challenging to identify modern cultivars based solely on traditional morphological characteristics. For 

this reason, techniques based on the use of molecular markers are increasingly being introduced into 

breeding. These methods are not influenced by any biotic or abiotic factors, so the results are repeatable 

and easily reproducible. One of the most widely used methods is the use of microsatellite markers, which 

provide a wealth of information suitable for new breeding applications. For this study, seven 

microsatellite markers were selected after optimisation, and their verification was applied to a total of 

33 vegetable samples from the Apiaceae family. Using these markers, it was possible to distinguish 

samples at the species level, as well as at the variety level and, in the case of carrots, at the cultivar level. 

Keywords: plant breeding, genetic diversity, SSR, molecular markers 

Đvod 

Rozvoj modern²ho ġlechtŊn² zapŚ²ļinil ve 20. stolet² sniģov§n² genetick® diversity, a to 

v dŢsledku pŊstov§n² odrŢd, kter® jsou si ļasto vz§jemnŊ velmi pŚ²buzn® (Rao a Hodgkin, 

2002). PŊstov§n² plodin bylo zamŊŚeno zejm®na na vysoce vĨnosn® a kvalitn² odrŢdy. K tomuto 

pŚisp²vali jak z§kazn²ci, kteŚ² kladli dŢraz na nemŊnn® hodnoty u jednotlivĨch odrŢd, tak i 

samotn² pŊstitel®, kteŚ² preferovali a preferuj² pŊstov§n² vĨnosnŊjġ²ch odrŢd. Avġak bez ġirok® 

z§kladny pro vĨbŊr rodiļovskĨch komponent nen² moģn®, aby ġlechtitel® na tyto vlastnosti 

dos§hli. Zuģov§n² genetick® diversity mŢģe m²t tak vĨraznĨ vliv na vyġlechtŊn² odrŢd k 

biotickĨm i abiotickĨm stresŢm (Friedt et al., 2007). Nicm®nŊ pr§vŊ z dŢvodu vĨbŊru jen na 

urļit® kvalitativn² a kvantitativn² parametry doch§z² u nŊkterĨch druhŢ ke znaļn®mu z¼ģen² 

genetick® variability, ztr§tŊ Śady cennĨch genŢ a vlastnost² tzv. plan®ho charakteru a v dŢsledku 

pŊstov§n² tŊchto modern²ch odrŢd pak k ¼pln®mu vymizen² krajovĨch odrŢd, ļi primitivn²ch 

odrŢd (Zamir, 2001). Zuģov§n² genetick® diverzity zapoļalo jiģ v samotnĨch poļ§tc²ch 

modern²ho ġlechtŊn², kdy vznikaly nov® odrŢdy pomoc² klasick®ho kŚ²ģen², F1 hybridn²ho 

ġlechtŊn², ļi pomoc² vyuģit² dalġ²ch technologi² (Messmer, 2015). T²m od roku 1900 postupnŊ 

doch§z² k vĨrazn® ztr§tŊ cennĨch odrŢd ve prospŊch odrŢd geneticky uniformn²ch a vysoce 

vĨnosnĨch. Uv§d² se, ģe dennŊ z tohoto dŢvodu doch§z² k vymizen² aģ sta rostlinnĨch druhŢ 

(Ehrlich a Ehrlich, 1983; Ficiciyan, 2018). Ztr§ta genetick® diverzity se povaģuje za nejvŊtġ² 

probl®m ze souļasnĨch nejz§vaģnŊjġ²ch ekologickĨch probl®mŢ. 
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RychlĨ a vĨznamnĨ n§rŢst poļtu odrŢd, kter® jsou vĨsledkem intenzivn²ho ġlechtŊn², ļasto s 

¼zkou genetickou z§kladnou, zt²ģil jejich identifikaci pomoc² tradiļn²ch morfologickĨch 

deskriptorŢ. VĨznamnĨ prŢlom v jednoznaļn® charakterizaci a identifikaci kultivarŢ pŚinesl 

vĨvoj technik zaloģenĨch na molekul§rn²ch markerech. Tyto vĨkonn® n§stroje detekuj² 

polymorfismus na ¼rovni DNA a nab²zej² vysok® rozliġen². Jsou neoceniteln® nejen pro 

identifikaci odrŢd, ale tak® pro hodnocen² genetick® struktury odrŢd a rodiļovskĨch komponent 

pouģ²vanĨch pŚi produkci F1 hybridŢ (O'Neil et al., 2003; Yu et al., 2007). Molekul§rn² markery 

se pouģ²vaj² ke studiu genetick® rozmanitosti ġirok® ġk§ly plodin (Bano, 2024). 

C²lem t®to studie bylo zhodnotit vyuģit² molekul§rn²ch markerŢ ve ġlechtŊn² zeleniny se 

zamŊŚen²m na zeleniny z ļeledi Apiaceae a ovŊŚit schopnost identifikace jednotlivĨch druhŢ a 

odrŢd kolekce genetickĨch zdrojŢ. 

 

Materi§l a metody 

Pro molekul§rn² charakterizaci zelenin bylo vybr§no 14 vzorkŢ petrģele (Petroselinum crispum) 

-6 vzorkŢ petrģel koŚenov§ a 8 vzorkŢ petrģel listov§, a 19 vzorkŢ mrkve (Daucus carota) - 6 

vzorkŢ mrkev plan§ a 13 vzorkŢ komerļn² odrŢdy. Vġechny vzorky poch§zej² z ļesk®ho 

ġlechtŊn², v pŚ²padŊ planĨch mrkv² se jedn§ o materi§l odebranĨch na rŢznĨch m²stech Ļesk® 

republiky a uloģenĨ v genov® bance CARC. Materi§l byl dod§n ve formŊ semen, v pŚ²padŊ 

nŊkterĨch vzorkŢ petrģele i jako ļerstvŊ odebran® listy. Vģdy se jednalo o smŊsn® vzorky tak, 

aby doġlo k pokryt² vnitrodrŢdov® variability. Semena byla homogenizov§na ve tŚec² misce za 

pomoci tekut®ho dus²ku, ļerstv® listy pak pouze ruļn²m homogeniz§torem. N§slednŊ doġlo 

k extrakci DNA pomoc² modifikovan® metody CTAB-PVP ï listy (Doyle, 1991), nebo 

komerļn²ho kitu ZymoResearch urļen®ho pro semena. 

Pro molekul§rn² charakterizaci byly vybr§ny mikrosatelitov® markery: GSSR 138, CUM 861, 

CUM 306, ECMS 16, GSSR 24, GSSR 97 a GSSR 111 (Bharti el al., 2018; Acquadro et al., 

2006, Cavagnaro et al., 2011). Z celkov®ho poļtu pades§ti testovanĨch mikrosatelitovĨch 

markerŢ bylo vybr§no sedm, kter® vykazovaly nejvŊtġ² m²ru polymorfismu. Pro zefektivnŊn² 

analĨzy byly pouģity dvŊ fluorescenļn² barvy tak, aby bylo moģn® analyzovat nŊkolik markerŢ 

v jedn® sekvenaļn² reakci. PCR reakce prob²hala pro kaģdĨ marker zvl§ġŠ v celkov®m objemu 

10 Õl, v 1x reakļn²m pufru (75 mM TrisïHCl, pH=8,8, 20 mM (NH4)2SO4, 0,01% Tween 20, 

2,5 mM MgCl2, 200 ÕM dNTPs), 10 pmol kaģd®ho primeru (tabulka 1), 0,5 U Taq Purple DNA 

polymer§zy (PPP Master Mix, Top-Bio, CZ), 2x BSA a 50 ng templ§tov® DNA. Amplifikace 

prob²hala v termocycleru Biometra TProfessional s n§sleduj²c²m teplotn²m profilem: poļ§teļn² 

denaturace 5 min pŚi 94 ÁC, 40 cyklŢ v profilu 1 min 95 ÁC, 1 min 45-59 ÁC (dle pouģit®ho 

primeru), 1 min 72 ÁC a koneļn§ elongace 10 min 72 ÁC. 

PCR produkty byly vizualizov§ny pomoc² genetick®ho analyz§toru ABI 3500 (Applied 

Biosystems) a vyhodnoceny pomoc² software GeneMapper 3.1 (Applied Biosystem). 

 

VĨsledky 

Na z§kladŊ vĨsledkŢ fragmentaļn² analĨzy vizualizovanĨch v programu GeneMapper 3.1 byla 

sestavena matice pŚ²tomnosti (1) a nepŚ²tomnosti (0) alel. Tato matice byla pŚevedena do 

programu MVSP pro vĨpoļet matice genetickĨch vzd§lenost² a s vyuģit²m knihovny adegent 

byla v programovac²m prostŚed² R 4.5.1. (R Core Team, 2025) provedena shlukov§ analĨza 

(UPGMA) a n§slednŊ PCoA analĨza, s c²lem vizualizovat data v prostoru s niģġ² dimenz². 

VĨsledn® hodnoty pro jednotliv® markery jsou uvedeny v Tabulce 1. VĨsledky PCoA analĨzy 

a shlukov® analĨzy jsou zobrazeny na Obr§zku 1 a Obr§zku 2. 

CelkovŊ bylo v pŚ²padŊ sedmi pouģitĨch mikrosatelitovĨch markerŢ amplifikov§no 82 alel a 

t®mŊŚ vġechny tyto markery byly polymorfn². Poļet alel pro jednotliv® markery se pohyboval 

od 1 do 15. Hodnoty PIC se pro tyto markery pohybovaly od 0 (GSSR 111_A) do 0,8239 (GSSR 

24), kdy nula znamen§, ģe tento marker nen² polymorfn², naopak hodnoty pŚibliģuj²c² se ļ²slu 1 
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maj² vysokĨ stupeŔ polymorfismu. V pŚ²padŊ dvou markerŢ ï ECMS 16 a pr§vŊ GSSR 111 

doġlo k nased§n² primerŢ na dvou m²stech genomu, proto byly tyto markery hodnoceny 

samostatnŊ. V pŚ²padŊ markeru GSSR 111 doġlo k tomuto jevu pouze u vzorkŢ petrģele, kdy 

pro variantu GSSR 111_A doġlo k amplifikaci pouze jedn® alely se shodnou velikost² u vġech 

vzorkŢ. Pr§vŊ z toho dŢvodu byla hodnota PIC u tohoto markeru 0. 

 

Tabulka 1 Hodnoty pro jednotliv® mikrosatelitov® markery 
SSR marker annealing Znaļen² Poļet alel Velikost (bp) PIC 

GSSR 138 59 ÁC FAM 15 86, 253-293 0,6293 

CUM 861 45 ÁC HEX 12 200-364 0,727 

CUM 306 49 ÁC HEX 7 214-298 0,6615 

ECMS 16_A 51 ÁC HEX 6 300-336 0,6913 

ECMS 16_B 2 349,360 0,25 

GSSR 24 57 ÁC FAM 14 146-200 0,8239 

GSSR 97 57 ÁC FAM 15 203-297 0,7952 

GSSR 

111_A 

57 ÁC HEX 1 184 0 

GSSR 

111_B 

10 301-361 0,6293 

Celkem   82   0,5786 
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Obr§zek 1 a 2 VĨstupy Shlukov® analĨzy a PCoA analĨzy. 

 

Pomoc² obou metod, jak PCoA, tak i shlukov® analĨzy, doġlo k rozdŊlen² vġech vzorkŢ do 3 

shlukŢ podle druhŢ a podle pŢvodu, tzn. spoleļnĨ shluk pro plan® mrkve a komerļn² odrŢdy 

mrkve, a samostatn® shluky pro listovou petrģel a koŚenovou petrģel. U skupiny mrkv² je patrnĨ 

pŚi detailnŊjġ²m prozkouman² rozpad na dvŊ podskupiny a to zvl§ġŠ na plan® mrkve a kulturn² 

odrŢdy mrkv². Oproti tomu u petrģel² doch§z² k jednoznaļn®mu rozdŊlen² na odrŢdy petrģele 

listov® a koŚenov®. U listov® petrģele byly nŊkter® vzorky (1, 2, 3 a 4) tak® v roļn²kovĨch 

opakov§n²ch, zde byla z§roveŔ ovŊŚena i ļistota a genetick§ stabilita odrŢdy. V pŚ²padŊ vzorkŢ 

obou variant mrkv² doġlo ke vz§jemn®mu odliġen² vġech variant. U vzorku petrģel², jak ve 

variantŊ koŚenov®, tak i listov® ke 100% rozliġen² jednotlivĨch variant nedoġlo. Bude to tedy 

ot§zka dalġ²ho zkoum§n², ļi vĨbŊru dalġ²ch mikrosatelitovĨch markerŢ, popŚ. jin®ho typu 

markerŢ. 

 

Diskuze 

VĨsledky t®to studie potvrzuj² vysokou ¼ļinnost mikrosatelitovĨch (SSR) markerŢ pŚi 

charakterizaci genetickĨch zdrojŢ zelenin z ļeledi Apiaceae. Celkem bylo pouģito sedm SSR 

markerŢ, kter® amplifikovaly 82 alel u 33 vzorkŢ petrģele a mrkve. PrŢmŊrn§ hodnota 

polymorfismu (PIC) byla 0,5786, pŚiļemģ nejvyġġ² hodnotu vykazoval marker GSSR 24 

(0,8239), coģ svŊdļ² o jeho vysok® variabilitŊ. Tyto vĨsledky jsou v souladu s publikac² 

Cavagnaro et al. (2011), kter§ uv§d², ģe SSR markery izolovan® z mrkve vykazuj² vysokou m²ru 

polymorfismu a jsou vhodn® pro genetick® mapov§n² i pro pŚenos mezi druhy ļeledi Apiaceae. 
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PodobnŊ studie Aiello et al. (2020) testovala pŚenositelnost SSR markerŢ z mrkve na fenykl a 

zjistila, ģe pouze 23 % markerŢ bylo vhodnĨch pro tento ¼ļel, coģ poukazuje na omezenou 

mezidruhovou pŚenositelnost SSR markerŢ v r§mci ļeledi Apiaceae. V naġ² studii byly vġechny 

pouģit® markery schopny amplifikovat alely u obou druhŢ (mrkev i petrģel), coģ naznaļuje 

jejich vhodnost pro ġirġ² aplikaci v r§mci ļeledi. Zaj²mav® je tak® srovn§n² s prac² Maksylewicz 

a Baranski (2013), kteŚ² analyzovali 18 populac² mrkve pomoc² 27 SSR markerŢ. Identifikovali 

253 alel s prŢmŊrem 9,4 alel na marker. V naġ² studii se poļet alel na marker pohyboval od 1 

do 15, coģ odpov²d§ tŊmto hodnot§m, a potvrzuje vhodnost vĨbŊru markerŢ s vysokou 

variabilitou. 

Na z§kladŊ shlukov® a PCo analĨzy se vzorky v t®to studii rozdŊlily do tŚ² hlavn²ch skupin 

podle druhŢ a pŢvodu, coģ je v souladu s vĨsledky jinĨch studi², kter® ukazuj², ģe SSR markery 

umoģŔuj² efektivn² rozliġen² mezi kulturn²mi a planĨmi formami, stejnŊ jako mezi jednotlivĨmi 

odrŢdami. Zat²mco u mrkve doġlo k jednoznaļn®mu rozliġen² vġech analyzovanĨch genotypŢ, 

u petrģele nebylo dosaģeno 100% rozliġen², coģ naznaļuje potŚebu doplnŊn² dalġ²ch markerŢ 

nebo pouģit² jinĨch typŢ molekul§rn²ch markerŢ. Podobn® vĨsledky jsou uvedeny ve studii 

Hameed (2020), kde bylo dosaģeno polymorfismu na ¼rovni 95 % pŚi pouģit² pŊti SSR primerŢ 

napŚ²ļ druhy ļeledi Apiaceae. 

Z§vŊr 

C²lem t®to studie bylo zhodnotit funkļnost mikrosatelitovĨch markerŢ jako ¼ļinn®ho n§stroje 

pro charakterizaci kolekce genetickĨch zdrojŢ zelenin z ļeledi Apiaceae. Celkem bylo vybr§no 

sedm mikrosatelitovĨch markerŢ, kter® amplifikovaly celkovĨ poļet 82 alel u 33 vzorkŢ 

rostlinn®ho materi§lu. Vġechny markery amplifikovaly alely jak u vzorkŢ mrkve, tak i vzorkŢ 

petrģele. Poļet alel na marker se pohyboval od 1 do 15, hodnota PCI se pohybovala od 0 do 

0,8239. Na z§kladŊ PCo a UPGMA shlukov® analĨzy doġlo k rozdŊlen² cel®ho souboru vzorkŢ 

na 3 skupiny ï petrģel listov§, petrģel koŚenov§ a mrkve. Z§roveŔ doġlo k jednoznaļn®mu 

rozliġen² komerļn²ch odrŢd mrkve a mrkv² z planĨch populac². V pŚ²padŊ mrkv² doġlo k 

rozliġen² jednotlivĨch odrŢd navz§jem, u petrģele doġlo ve dvou pŚ²padech ke shodŊ. To 

znamen§, ģe tyto markery vykazuj² specifitu a dan®mu druhu, ale z§roveŔ jsou dostateļnŊ 

polymorfn² tak, aby byly t®mŊŚ schopny odliġit jednotliv® odrŢdy. 

Potvrdilo se tedy, ģe mikrosatelitov® markery jsou vhodnĨm n§strojem pro identifikaci 

jednotlivĨch odrŢd zelenin a mohou bĨt velmi dobrĨm pomocn²kem nebo doplŔkovĨm 

deskriptorem nejen pŚi charakterizaci odrŢd, ale tak® pro novoġlechtŊn². 
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Moģnosti zlepġov§n² regenerace v in vitro kultur§ch Śepky olejky 
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Abstrakt  
Byl sledov§n vliv pŊti vybranĨch nanoļ§stic (NPs) na frekvenci regenerace embry² v mikrosporovĨch 

kultur§ch 8 materi§lŢ ozim® Śepky (Brassica napus L.). U vŊtġiny genotypŢ, nanoļ§stic a jejich 

koncentrac² doġlo ke statisticky vĨznamn®mu poklesu poļtu regenerovanĨch embry² ve srovn§n² s 

kontroln² variantou jiģ pŚi koncentraci NPs 0,5 Õg hlavn² sloģky na ml NLN m®dia. NavĨġen² frekvence 

embryogeneze oproti kontrole bylo naopak zaznamen§no pŚi koncentraci 0,5 Õg Ag/ml u genotypŢ 

Navajo a Cadeli u nanoļ§stic AgSeNPï11 a AgSeNPï13. K dalġ²mu vĨrazn®mu poklesu embryogeneze 

doġlo od koncentrace 3 Õg/ml u vġech genotypŢ bez vĨjimky, pŚi koncentraci 12 Õg Ag/ml jiģ nebyla 

zaznamen§na regenerace embry² u ģ§dn® z variant.  

Kl²ļov§ slova: in vitro regenerace, mikrosporov® kultury, embryogeneze 

Abstract 
The effect on embryogenesis of several nanoparticles (NPs) was evaluated in microspore cultures of 

oilseed rape (Brassica napus L.) genotypes. For most genotypes, nanoparticles and their concentrations, 

there was a statistically significant decrease in the number of regenerated embryos compared to the 

control variant even at a NPs concentration of 0.5 Õg of the main component per ml of NLN medium. 

An increase in the frequency of embryogenesis compared to the control was observed at a concentration 

of 0.5 Õg Ag/ml in Navajo and Cadeli genotypes with AgSeNPï11 and AgSeNPï13 NPs. A further 

significant decrease in embryogenesis occurred from a concentration of 3 Õg/ml in all genotypes without 

exception; at a concentration of 12 Õg/ml, regeneration of embryos was no longer recorded for any of 

the variants.  

Keywords: in vitro regeneration, microspore culture, embryogenesis 

Đvod  

řepka olejka (Brassica napus L.) se dlouhodobŊ Śad² mezi kl²ļov® olejniny. Pokud srovn§me 

celosvŊtovou produkci rostlinnĨch olejŢ, Śepce n§leģ² tŚet² m²sto, po palmŊ olejn® a s·je. U n§s 

i v EvropŊ je to olejnina nejvĨznamnŊjġ²; Ļesk§ republika stabilnŊ patŚ² mezi pŊt pŚedn²ch 

producentŢ Śepkov®ho semene v Evropsk® unii, s kaģdoroļn² osevn² plochou v rozmez² 350ï

400 tis. ha. Popularita t®to plodiny je d§na vysokou popt§vkou po rostlinnĨch olej²ch obecnŊ. 

řepkovĨ olej je d²ky sv® vysok® teplotn² stabilitŊ ide§ln² pro smaģen² a fritov§n²; svou nutriļn² 

hodnotou se bl²ģ² oleji olivov®mu, v nŊkterĨch parametrech ho i pŚedļ², protoģe obsahuje 

minimum nasycenĨch mastnĨch kyselin a naopak vĨznamn® mnoģstv² mononenasycenĨch i 

esenci§ln²ch mastnĨch kyselin omega6 a omega3 (Przybylski 2011).  

S vĨznamem Śepky souvis² i jej² intenzivn² ġlechtŊn², v souļasnosti ve svŊtŊ i v ĻR s rutinn²m 

vyuģit²m in vitro biotechnologi², kter® vĨraznŊ zrychluj² a zefektivŔuj² celĨ ġlechtitelskĨ proces. 

Jedn²m z tŊchto pŚ²stupŢ je vyuģit² mikrosporov® embryogeneze v in vitro kultur§ch 

s n§slednou tvorbou zcela homozygotn²ch genotypŢ (potenci§ln²ch liniovĨch odrŢd nebo 

komponent hybridŢ) prakticky bŊhem jedn® generace (Vyvadilov§ et al. 2008).  

Nanoļ§stice (NPs) jsou mikroskopick® partikule (< 100 nm), kter® vykazuj² jedineļn® fyzik§ln² 

a chemick® vlastnosti d²ky sv® mal® velikosti a z§roveŔ velk®mu pomŊru povrchu k objemu 

(Salem a Fouda 2021). Jejich vĨhodou (napŚ. ve srovn§n² s antibiotiky) je mj. i jejich niģġ² 

toxicita (Awashra a Mğynarz 2023). U nanoļ§stic na b§zi stŚ²bra (AgNPs) byla zjiġtŊna 

stimulace rŢstu rostlin (Mahajan et al. (2022)). AgNPs lze vyuģ²t i pro zefektivnŊn² 
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mikropropagace in vitro (Manh Cuong et al. (2021)) a zvĨġen² frekvence somatick® 

embryogeneze (Mahendran et al. (2018)). V posledn² dek§dŊ byla publikov§na Śada studi², 

kter® se vŊnuj² vlivu NPs i na in vitro kultury Śepky a pŚ²buznĨch plodin: napŚ. na morfologick® 

a fyziologick® zmŊny (Tomaszewska-Sowa et al. (2024)), kl²ļen² (Sarkhosh et al. (2022)), 

regeneraci (Al Ramadan et al. (2021)), na indukci kalusu (Kouhi a Lahouti (2018)), nebo je 

sledov§na jejich antimikrobi§ln² aktivita (Mahajan et al. ((2022)).  

C²lem pr§ce je uv®st vĨsledky in vitro aplikace vybranĨch nanoļ§stic na b§zi mŊdi, selenu, 

stŚ²bra nebo zinku z hlediska jejich vlivu na in vitro regeneraci v in vitro kultur§ch Śepky olejky 

a vĨsledky srovnat s vĨstupy pŚedchoz²ch experimentŢ s dalġ²mi typy nanoļ§stic. 

 

Materi§l a metody 

Do experimentŢ bylo zaŚazeno 8 materi§lŢ ozim® Śepky, kter® jiģ byly ovŊŚov§ny v naġich 

pŚedchoz²ch testech (Kl²ma et al. 2024): 6 ġlechtitelskĨch materi§lŢ ozim® Śepky, dodanĨch 

organizac² OSEVA vĨvoj a vĨzkum, s.r.o. a dvŊ vysoce embryogenn² liniov® odrŢdy Cadeli, 

Navajo (viz Tabulka 1). NovŊ byly do experimentŢ zaŚazeny tŚi typy nanoļ§stic (NPs, viz 

Tabulka 1) na b§zi prvkŢ mŊdi a zinku (rGOïCuï10, rGOïCuïAg-47ï3 a rGOïZnï4); pro 

srovn§n² byly znovu testov§ny NPs na b§zi stŚ²bra a selenu (AgSeNPï11 a AgSeNPï13), kter® 

v pŚedchoz²ch experimentech u nŊkterĨch genotypŢ vykazovaly stimulaļn² ¼ļinek. Vġechny 

uveden® NPs byly syntetizov§ny na pracoviġti Mendelovy univerzity v BrnŊ v r§mci Śeġen² 

projektu MZe NAZV QK22010031. PŚ²prava a udrģov§n² donorovĨch rostlin, odbŊr poupat a 

zakl§d§n² mikrosporovĨch kultur prob²haly v N§rodn²m centru zemŊdŊlsk®ho a 

potravin§Śsk®ho vĨzkumu, v.v.i. dle standardn²ho postupu (Vyvadilov§ et al. 2008).  

Poupata byla odeb²r§na z hlavn²ch i postrann²ch vŊtv². D®lka poupat pro odbŊry byla 

stanovov§na mikroskopicky tak, aby pŚevaģuj²c² zastoupen² mikrospor v poupŊti bylo ve 

stŚednŊ aģ pozdnŊ jednojadern®m st§diu. Na jedno ļasov® opakov§n² vġech vybranĨch typŢ NPs 

urļit® koncentrace + kontroln² variantu bez NPs bylo u tŚeba odebrat 30 poupat od kaģd®ho 

genotypu. N§sledovala izolace a purifikace mikrospor tŚ²f§zovou centrifugac² v NLN m®diu 

(Lichter 1985, 10ï5ï5 minut pŚi 100 g). PŚed tŚet² centrifugac² byla suspenze mikrospor 

homogenizov§na a rozpipetov§na ve stejn®m pomŊru do ġesti centrifugaļn²ch kyvet. Po tŚet² 

centrifugaci byl z kyvet odpipetov§n supernatant a do kaģd® pŚid§no takov® mnoģstv² NLN 

m®dia s jednotlivĨmi koncentracemi pŚevaģuj²c²ch sloģek NPs (0; 0,5; 1,0; 3,0; 6,0 a 12 Õg Ag, 

Cu, nebo Zn/ml m®dia), aby koncentrace mikrospor odpov²dala 6 Ĭ 104/ml roztoku. Suspenze 

byly pipetov§ny po 5 ml do 60mm polystyrenovĨch (PS) Petriho misek a uzavŚeny dvojitou 

vrstvou Parafilmu a um²stŊny do termostatu (tma, 30,5 ÁC). Test vlivu NPs na frekvenci 

embryogeneze (embryogenn² schopnost) byl proveden pro kaģdou variantu ógenotyp Ĭ 

koncentrace Ĭ typ NPsó ve tŚech ļasovĨch opakov§n²ch. 

Dalġ² kultivace suspenze prob²hala ve tmŊ aģ do objeven² prvn²ch proembry², viditelnĨch 

pouhĨm okem (obvykle 9ï12 dn² od zaloģen² kultury). Pot® byly kultury pŚeneseny do 

kultivaļn² m²stnosti (25/20 ÁC, fotoperioda 16/8 h a svŊteln§ intenzita 150 ɛmol/m2/s) na 

orbit§ln² tŚepaļku (60 rpm). Jakmile nejvŊtġ² embrya dos§hla d®lky 5 mm (obvykle po 20 dnech 

na svŊtle), byl vyhodnocen vliv NPs na frekvenci embryogeneze a morfologick® charakteristiky 

embry².  
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VĨsledky 

U vŊtġiny genotypŢ, nanoļ§stic a jejich koncentrac² doġlo ke statisticky vĨznamn®mu poklesu 

poļtu regenerovanĨch embry² ve srovn§n² s kontroln² variantou jiģ pŚi koncentraci NPs 0,5 Õg 

hlavn² sloģky na ml NLN m®dia (viz Tabulka 1).  

Naopak navĨġen² poļtu embry² oproti kontrole bylo zaznamen§no pŚi koncentraci 0,5 Õg/ml u  

genotypu Cadeli a Navajo u nanoļ§stic AgSeNPï11 (118,9 % a 116,0 %) a AgSeNPï13 (103,4 

% a 127,9 %); statisticky vĨznamn® toto navĨġen² bylo pro AgSeNPï13 u genotypu Cadeli a u 

genotypu Navajo u obou vĨġe zmiŔovanĨch NPs. Od koncentrace 1 Õg pŚevaģuj²c² sloģky/ml 

m®dia a vyġġ²ch uģ mŊly vĨznamnĨ negativn² vliv na frekvenci embryogeneze vġechny pouģit® 

NPs. K dalġ²mu vĨrazn®mu poklesu embryogeneze doġlo od koncentrace 3 Õg/ml. PŚi 

koncentraci 12 Õg/ml nebylo pozorov§no dŊlen² bunŊk a rŢst embry² u ģ§dn® z variant (viz 

Tabulka 1). U ģ§dn® z variant nebyl pozorov§n negativn² vliv na morfologick® charakteristiky 

embry². 

 

Diskuze 

StejnŊ jako v naġich pŚedchoz²ch experimentech (Kl²ma et al. 2024) byl i nyn² zjiġtŊn stimulaļn² 

efekt NPs na b§zi selenu a stŚ²bra (AgSeNPï11 a AgSeNPï13) u genotypŢ Cadeli a Navaho pŚi 

koncentrac²ch 0,5 ɛg Ag/ml. Inhibiļn² efekt tŊchto NPs byl ale na rozd²l od pŚechoz²ch testŢ 

pozorov§n u vġech ostatn²ch genotypŢ bez vĨjimky; novŊ zaŚazen® NPs na b§zi mŊdi a stŚ²bra 

nevykazovaly stimulaļn² vliv u ģ§dn®ho genotypu a koncentrace. Naopak Mahendran et al. 

(2018) zjistili stimulaļn² efekt AgNPs (koncentrace 0,3, resp. 0,5 ɛg AgNPs/ml m®dia) v in 

vitro kultur§ch Gloriosa superba na somatickou embryogenezi, resp. vĨvoj somatickĨch 

embry². Kouhi a Lahouti (2018) testovali vliv ZnNPs pŚi koncentrac²ch 10ï100 Õg/ml m®dia 

na indukci kalogeneze a regeneraci rostlin z kalusu u hypokotylovĨch segmentŢ Śepky. 

Koncentrace 10 Õg/ml mŊla stimulaļn² efekt, vyġġ² koncentrace naopak inhibiļn². V naġich 

experimentech mŊly naopak ZnNPs inhibiļn² vliv jiģ od nejniģġ² koncentrace (0,5 Õg/ml) u 

vġech testovanĨch genotypŢ.  Pokhrel a Dubey (2013) sledovali vliv AgNPs na kl²ļen² a inhibici 

rŢstu koŚenov®ho syst®mu u zel² (Brassica oleracea). Zjistili, ģe zat²mco u rŢstu koŚenŢ 

vĨznamnŊjġ² inhibice (o cca 25 %) nastala aģ u nejvyġġ² testovan® koncentrace, tj. 73,4 ɛg 

Ag/ml m®dia, vĨznamnĨ vliv na inhibici kl²ļen² (50 % ke kontrole) byl zjiġtŊn jiģ u 0,05 ɛg 

Ag/ml m®dia a pŚi koncentraci 1,0 ɛg kl²ļivost klesla pod 40 %. Zaj²mavĨm zjiġtŊn²m bylo, ģe 

pŚi dalġ²m zvyġov§n² koncentrace (na 3,7ï73,4 ɛg) kl²ļivost vzrostla na 60 %. Sarabi et al. 

(2015) testovali v in vitro kultur§ch Śepky vliv AgNPs na kl²ļen². Stimulaļn² ¼ļinek byl zjiġtŊn 

od koncentrace 10 ɛg/ml a stoupal aģ do koncentrace 100 ɛg. Naopak nejvyġġ² inhibice byla 

zjiġtŊna pŚi 500 ɛg. Zuverza-Mena et al. (2016) naopak nezjistili vĨznamnĨ vliv na kl²ļen² in 

vitro u Śedkve ani pŚi koncentraci AgNPs 500 ɛg/ml, doġlo ale k inhibici rŢstu nadzemn² ļ§sti 

a koŚene od koncentrace 125 ɛg/ml. Tymoszuk (2021) nezjistil u Śedkve a kadeŚ§vku vliv na 

kl²ļen² pŚi koncentrac²ch AgNPs 50 a 100 ɛg/ml. Tomaszewska-Sowa et al. (2018) naopak 

zjistili stimulaļn² efekt na in vitro kl²ļen² u Śepky pŚi koncentraci 20 ɛg/ml. 

 

Z§vŊr 

Na z§kladŊ vĨsledkŢ je moģn® konstatovat, ģe vybran® kombinace a koncentrace NPs u 

nŊkterĨch genotypŢ Śepky mohou stimulovat mikrosporovou embryogenezi v in vitro 

kultur§ch, u dalġ²ch genotypŢ naopak mŢģe doch§zet k jej² inhibici.  
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Tabulka 1: Embryogenn² schopnost materi§lŢ Śepky ve srovn§n² s kontrolou v z§vislosti na typu a 

koncentraci nanoļ§stic 

 

 
Ñ  oznaļuje smŊrodatnou odchylku; 

  mal§ p²smena za hodnotami regenerace oznaļuj² homogenn² podskupiny (Tukey HSD test; Ŭ = 0,05); 

*  oznaļuje varianty s vĨznamnŊ vyġġ² ¼rovn² regenerace neģ kontrola (Tukey HSD test; Ŭ = 0,05); 

  pŚevaģuj²c² sloģka NPs (Ag, Cu, Zn) je indikov§na v n§zvu NPs podtrģen²m chemick® znaļky prvku 
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Screening citlivosti odrŢd ļiroku k n²zk® teplotŊ 

Screening of sorghum varieties focusing on cold sensitivity 

Lhotsk§ M., Raimanov§ I., Haberle J. 

N§rodn² centrum zemŊdŊlsk®ho a potravin§Śsk®ho vĨzkumu ï CARC 

 

Abstrakt  
N²zk§ teplota je pro ļirok v poļ§teļn²ch f§z²ch rŢstu limituj²c². Aby mohl bĨt ļirok v podm²nk§ch Ļesk® 

republiky ¼spŊġnŊ pŊstov§n, je tŚeba hledat odrŢdy, kter® maj² potenci§l pŚizpŢsobit se vzch§zen² pŚi 

niģġ²ch teplot§ch. PŚedkl§dan§ pr§ce mŊla za c²l otestovat spektrum odrŢd na ¼rovni kl²ļen² a vzch§zen². 

Jako hraniļn² teplota pro vĨzkum byla ovŊŚov§na teplota 15 ÁC. Pokus prob²hal ve dvou f§z²ch ï na 

Petriho misk§ch v biologick®m termostatu a v n§dob§ch v klimatizovan®m boxu. VĨsledky (index 

kl²ļovosti (GI) a index vitality semen§ļkŢ III (SVI III)) uk§zaly pestrou reakci odrŢd, a to jak pŚi kl²ļen², 

tak i pŚi vzch§zen². Pr§ce ukazuje dŢleģitost volby odrŢdy pro ļasnĨ vĨsev. 
Kl²ļov§ slova: index kl²ļivosti, index vitality semen§ļkŢ, semeno, teplota, vzch§zen²  

Abstract 
To successfully grow sorghum in the Czech Republic, itôs important to find its suitable varieties, which 

have the potential to acclimate to cold conditions in emergence, because low temperature limits growth 

of sorghum in its early stages. Presented thesis aims to test the spectrum of sorghum varieties for 

germination and emergence levels. 15 ÁC was chosen as a limit temperature. The experiment was 

conducted in two phases: on Petri dishes in a biological incubator and in a cultivation box, as a pot 

experiment. The results (germination index and seedling vitality index III) showed varied reactions of 

sorghum varieties, both germination and emergence. The thesis highlighted the importance of choosing 

early sowing in the weather conditions of Czech Republic. 

Keywords: germination index, seedling vitality index, seed, temperature, emergence 

Đvod 

Ļirok (rostlina C4) se vyznaļuje ġetrnĨm hospodaŚen²m s vodou a vysokĨmi n§roky na teplotu. 

Poch§z² z Afriky, kde m§ ġirokou ġk§lu uplatnŊn² (potravina, krmivo, stavba plotŢ, 

lihovarnictv²) (Elzebroek a Wind 2008). V Ļesk® republice je na trhu dostupnĨ Śadu let, ale aģ 

v posledn²ch letech se dost§v§ na vĨslun² zemŊdŊlcŢ, pŚedevġ²m z dŢvodu diverzifikace 

osevn²ho postupu. Plodina, kterou lze vyuģ²t tzv. od koŚene po latu, se u n§s zat²m vyuģ²v§ 

pŚedevġ²m ve formŊ biomasy pro bioplynov® stanice, pŚ²padnŊ na vĨrobu sen§ģe/sil§ģe. I pŚes 

mnoģstv² kladŢ (pŊstebn² nen§roļnost, n²zk® n§roky na chemickou ochranu, bezlepkovĨ 

charakter zrna) m§ i sv® slabiny. Vzhledem ke sv®mu pŢvodu m§ ļirok velmi n²zkou odolnost 

k n²zkĨm teplot§m. PŚ² poklesu pod 15 ÁC doch§z² k naruġen² funkļn² aktivity bunŊk, 

biomembr§n a procesŢ s t²m spojenĨch (napŚ. transportu elektronŢ v chloroplastech), 

metabolismus rostliny je tak vĨraznŊ zpomalen (Kratsch a Wise 2000; Vera Hernand®z et al. 

2023). KromŊ uveden®ho se chladov® podm²nky odr§ģej² v nevyrovnan®m vzch§zen² (StŚeda 

et al. 2022). To vġe mŢģe m²t negativn² vliv na koneļnĨ vĨnos. Screeningov® testy prov§dŊn® 

v r§mci prezentovan®ho vĨzkumu jsou prvn²m krokem k nalezen² vhodnĨch genetickĨch zdrojŢ 

v r§mci vĨzkumu smŊŚuj²c²mu ke zvĨġen² odolnosti chladu v prvotn²ch f§z²ch vĨvoje ļiroku. 

Materi§l a metody 

Prezentovan® vĨsledky zahrnuj² 7 odrŢd ļiroku, z nichģ 5 je komerļnŊ dostupnĨch (RANGER 

BMR, DIAMOND, KWS FREYA, RUZROK, BMR GOLD X) a 2 poch§zej² z genov® banky 

CARC (PI 246595, PI 314743). OdrŢdy byly zvoleny s ohledem na odliġn® zpŢsoby vyuģit² ï 

zrno, biomasa.  

VĨzkum prob²hal v kontrolovanĨch podm²nk§ch v prostorech N§rodn² centrum zemŊdŊlsk®ho 

a potravin§Śsk®ho vĨzkumu (CARC) ve dvou f§z²ch. V prvn² f§zi byla sterilizovan§ semena 
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um²stŊna na filtraļn²m pap²rem vyloģenĨch Petriho misk§ch (30 ks, 5 opakov§n²/odrŢda) a 

vloģena do biologick®ho termostatu, kde byla 6 dn² udrģov§na pŚi teplotŊ 15 ÁC. Jako kontroln² 

teplota byla zvolena 20 ÁC. BŊhem t®to doby doch§zelo k denn²mu odeļtu vykl²ļenĨch a 

nevykl²ļenĨch semen, pŚiļemģ za vykl²ļen® se povaģovalo semeno s d®lkou koŚ²nku min. 1 

mm. Po ukonļen² pozorov§n² byla oddŊlena obilka a zjiġtŊna ļerstv§ hmotnost semen§ļku. Pot® 

byly semen§ļky usuġeny pŚi teplotŊ 70 ÁC do konstantn² hmotnosti a n§slednŊ pŚev§ģeny pro 

zjiġtŊn² such® hmotnosti semen§ļkŢ. Pro vĨpoļet parametrŢ indexu kl²ļivosti (GI) a indexu 

vitality semen§ļkŢ III (SVI III) byly vyuģity n§sleduj²c² vzorce (Ġer§ et al. 2023): 

GI = suma (poļet vykl²ļenĨch semen) / (poļet dnŢ) 

SVI III (g) = 100 x (poļet vykl²ļenĨch semen / celkovĨ poļet semen) x suġina semen§ļkŢ 

Ve druh® f§zi byla semena uloģena do hranatĨch n§dob (11x11x12 cm) naplnŊnĨch 

univerz§ln²m zahradnickĨm substr§tem (SOL Kladno) do hloubky 4 cm (6 ks/n§doba, 5 

n§dob/odrŢda). PŚipraven® n§doby byly udrģov§ny v kontrolovanĨch podm²nk§ch 

klimatizovan®ho boxu (Percival Scientific, Perry, IA) pŚi teplotŊ 15ÁC/15ÁC (den/noc) a 

vlhkosti 55 % se svŊtelnĨm reģimem 16/8 (svŊtlo/tma) pŚi osvŊtlen² 300 ɛmol. Kontroln² 

varianta pokusu byla udrģov§na ve stejnĨch podm²nk§ch pŚi teplotŊ 20ÁC/20ÁC (den/noc). 

V prŢbŊhu rŢstu bylo zaznamen§v§no vzch§zen², pŚiļemģ za vzeġlou byla povaģov§na rostlina, 

u kter® plumula prorazila povrch pŢdy. 

Z²skan® vĨsledky byly vyhodnoceny statistickĨm programem STATISTICA 12.0 za pouģit² 

dvoufaktorov® analĨzy rozptylu (ANOVA) a post-hoc testu LSD Fisher na hladinŊ vĨznamnosti 

0,05.  

VĨsledky 

Graf 1 dokumentuje procento kl²ļovosti integrovan® hmotnost² semen§ļkŢ (index kl²ļivosti) 

vġech 7 testovanĨch odrŢd ve dvou testovanĨch teplot§ch v prŢbŊhu ġesti dn² od zaloģen² 

pokusu. OdrŢdy RANGER BMR, DIAMOND A KWS FREYA pŚi pŢsoben² n²zk® teploty 

vĨraznŊ sn²ģily svŢj GI v prvn²m dni (o 86,29 %, 55,98 % a 55,33 %). OdrŢdy RUZROK a 

BMR GOLD X mŊly podobnĨ prŢbŊh kl²ļen² bez ohledu na testovanou teplotu. Naopak 

posledn² dvŊ testovan® odrŢdy vykazovaly vĨrazn® abnormality v prŢbŊhu vġech 6-ti dn². 

Semena odrŢdy PI 314743 pŚi teplotŊ 20 ÁC kl²ļila postupnŊ, index kl²ļovosti se zvyġoval 

postupnŊ, naopak pŚi teplotŊ 15 ÁC semena dos§hla GI koneļn® hodnoty hned ve druh®m dni. 

UvedenĨm trendŢm se zcela vymykala odrŢda PI 246595, kter§ v prvn²m a druh®m dni (1 GI, 

2 GI) dosahovala pouhĨch 16,33 % a 32,89 % z koneļn®ho GI pŚi 20 ÁC, zat²mco ve stresovan® 

variantŊ se GI zvĨġilo na 77,69 % a 94,73 % z koneļn®ho GI. 

Graf 1: Index kl²ļivosti (GI) 1. aģ 6. den po zaloģen² pokusu zjiġŠovanĨ u vġech testovanĨch 

odrŢd 
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Parametr SVI III (graf 2) ukazuje prŢkazn® sn²ģen² such® hmotnosti vlivem n²zk® teploty pŚi 

kl²ļen². SVI III bylo sn²ģeno v rozsahu 41,91 % aģ 84,08 %. NejvŊtġ² rozd²l byl zjiġtŊn u odrŢdy 

RUZROK a nejmenġ² u odrŢdy KWS FREYA. PrŢmŊrn® sn²ģen² such® hmotnosti semen§ļkŢ 

napŚ²ļ odrŢdami se pohybovalo kolem 67,19 %. 

Graf 2: Index vitality semen§ļkŢ III (SVI III) 

 

V tabulce 1 je zaznamen§n prŢbŊh vzch§zen² od 10. dne po zaset². Uveden® hodnoty jsou 

seŚazeny od nejmenġ² po nejvŊtġ² v des§t®m dni po zaset² dle stresovan® varianty. Semena 

kontroln² varianty vġak vzch§zela jiģ od 4. dne po zaset². Dosaģen² koneļn®ho procenta 

vzeġlĨch rostlin dosahovaly odrŢdy odliġnŊ, procento vzch§zen² se pohybovalo v rozmez² 57-

100 %. Z vĨsledkŢ je zŚejm®, ģe i pŚes pozdŊjġ² poļ§tek, vyrovnaly stresovan® varianty, varianty 

kontroln² vġech odrŢd s vĨjimkou odrŢdy DIAMOND. Tato odrŢda vyk§zala pŚi rŢstu v n²zk® 

teplotŊ o 36,7 % niģġ² vzch§zivost. Naopak velmi dobrou vzch§zivost prok§zaly odrŢdy 

poch§zej²c² z genov® banky, kter® dos§hly koneļn®ho procenta vzch§zivosti 100 % i pŚi rŢstu 

v n²zk® teplotŊ. PrŢbŊh vzch§zen² pouk§zal tak® na vyrovnanost vzch§zej²c²ho porostu, kdy 

jako velmi vyrovnan® se uk§zaly opŊt odrŢdy poch§zej²c² z genov® banky. 
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Tabulka 1: Procento vzch§zen² v 10. aģ 17. dni od zaset² (prŢmŊr Ñ SD), bolt a s hvŊzdiļkou 

jsou zvĨraznŊny statisticky prŢkazn® rozd²ly teplotn²ch variant v r§mci dne (p=0,05). 

 

Diskuze 

Kl²ļivost charakterizovan§ parametrem GI byla vĨraznŊ odliġn§ napŚ²ļ testovanĨmi odrŢdami. 

PrŢkazn® sn²ģen² such® hmotnosti semen§ļku vlivem kl²ļen² pŚi n²zk® teplotŊ se shoduje 

s dalġ²mi autory (Yang et al. 2025; Casto et al. 2021). OdrŢda RUZROK je jako jedin§ obalen§ 

pevnou pluchou, kter§ semeni propŢjļuje ochranu a z§roveŔ mŢģe pŢsobit jako blok§da pŚi 

poļ§teļn²m rŢstu. OdrŢda se i pŚesto ukazuje jako velmi vhodn§ pro ļesk® klimatick® podm²nky 

i ļasnĨ vĨsev (Hermuth et al. 2012). Vzch§zen² zjiġŠovan® pŚi druh® f§zi vĨzkumu uk§zalo vliv 

n²zk® teploty omezenĨm vzch§zen²m odrŢdy DIAMOND, kter§ je prodejci Śazen§ mezi zrnovĨ 

typ. Naopak ostatn² odrŢdy, kter® se Śad² sp²ġe k vyuģit² na biomasu, prok§zaly schopnost 

dorovn§n² poļ§teļn²ho opoģdŊn®ho rŢstu. Uv§d² se, ģe c²lenĨm ġlechtŊn²m ļiroku na kr§tk® 

st®blo a beztaninov® zrno doġlo nez§mŊrnŊ k ovlivnŊn² citlivosti vŢļi n²zkĨm teplot§m (Marla 

et al. 2019). Toto tvrzen² mohou potvrzovat i n§mi z²skan® vĨsledky. GenetickĨ materi§l 

uchov§vanĨ v genov® bance prok§zal jin® vlastnosti neģ komerļnŊ pŊstovan® odrŢdy. 

Z§vŊr 

Prezentovan® vĨsledky jsou souļ§st² roļn²ho vĨzkumu vŊnovan®ho screeningu genetick®ho 

materi§lu se zamŊŚen²m na toleranci vŢļi chladu. Testovan® odrŢdy prok§zaly rŢznou reakci na 

chlad v poļ§teļn²ch f§z²ch s rŢznĨm potenci§lem pro dalġ² pr§ci ġlechtitelŢ i vĨzkumnĨch 

pracovn²kŢ.  

  

OdrŢda Teplota 
Den od zaset² 

10 11 12 13 14 17 

DIAMOND  
15 43 Ñ 14,9 50 Ñ 11,8 50 Ñ 11,8 50 Ñ 11,8 50 Ñ 11,8 57 Ñ 25,3 

20 78 Ñ 0.0* 83 Ñ 11,8* 83 Ñ 11,8* 83 Ñ 11,8* 87 Ñ 11,8* 90 Ñ 14,9* 

RANGER 

BMR 

15 50 Ñ 20,4* 77 Ñ 14,9 87 Ñ 19,0 87 Ñ 13,9 87 Ñ 13,9 87 Ñ 13,9 

20 87 Ñ 0,0 90 Ñ 14,9 93 Ñ 14,9 93 Ñ 9,1 93 Ñ 9,1 93 Ñ 9,1 

BMR 

GOLD X 

15 60 Ñ 36,5 73 Ñ 34,6 80 Ñ 29,8 83 Ñ 23,6 83 Ñ 23,6 83 Ñ 23,6 

20 80 Ñ 21,7* 80 Ñ 21,7 82 Ñ 0,0* 83 Ñ 23,6 83 Ñ 23,8 83 Ñ 23,6 

KWS 

FREYA  

15 70 Ñ 27,9 77 Ñ 22,4 83 Ñ 16,7 83 Ñ 16,7 83 Ñ 16,7 87 Ñ 13,9 

20 97 Ñ 7,5* 97 Ñ 7,5* 97 Ñ 7,5 97 Ñ 7,5 97 Ñ 7,5 97 Ñ 7,5 

RUZROK  
15 70 Ñ 24,7 80 Ñ 13,9 83 Ñ 16,7 87 Ñ 13,9 90 Ñ 9,1 93 Ñ 9,1 

20 90 Ñ 14,9 90 Ñ 14,9 90 Ñ 14,9 90 Ñ 14,9 90 Ñ 14,9 90 Ñ 14,9 

PI 314743 
15 90 Ñ 14,9 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 

20 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 

PI 246595 
15 93 Ñ 9,1 97 Ñ 7,5 97 Ñ 7,5 97 Ñ 7,5 97 Ñ 7,5 100 Ñ 0,0 

20 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 100 Ñ 0,0 



¨ǊƻŘŀ 12/2025, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

47 

 

 

Literatura  

CASTO, A. L., K. M. MURPHY a M. A. GEHAN, 2021. Coping with cold: Sorghum cold 

stress from germination to maturity. Crop Science [online]. 61(6), 3894ï3907. ISSN 1435-

0653. 

ELZEBROEK, A. T. G. a K. WIND, 2008. Guide to cultivated plants. Wallingford, 

Oxfordshire, UK: CABI. ISBN 978-1-84593-356-2. 

KRATSCH, H. A. a R. R. WISE, 2000. The ultrastructure of chilling stress. Plant, Cell & 

Environment [online]. 23(4), 337ï350. ISSN 1365-3040. 

MARLA, S. R., G. BUROW, R. CHOPRA, C. HAYES, M. O. OLATOYE, T. FELDERHOFF, 

Z. HU, R. RAYMUNDO, R. PERUMAL a G. P. MORRIS, 2019. Genetic architecture of 

chilling tolerance in sorghum dissected with a nested association mapping population. G3: 

Genes|Genomes|Genetics [online]. 9(12), 4045ï4057. ISSN 2160-1836. 

STřEDA, T., I. JOVANOVIĹ, N. BřEZINOVĆ BELCREDI, T. NOVĆĻEK, H. 

STřEDOVĆ, J. E. A. MEJĉA a R. CERKAL, 2022. Testov§n² vitality semen poln²ch plodin: 

Metodika pro aplikovanĨ vĨzkum. Brno: Mendelova univerzita v BrnŊ. ISBN 978-80-7509-

859-7. 

ĠERĆ, B., 2023. Methodological contribution on seed germination and seedling initial growth 

tests in wild plants. Notulae Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-Napoca [online]. 51(2), 

13164. ISSN 1842-4309, 0255-965X. 

YANG, H., W. CUI, Y. LIU, W. ZHANG, J. LIU, Q. LIU, H. YAO, Y. HUANG, J. TANG a 

K. WU, 2025. Evaluation of cold tolerance in sorghum germplasm from the Chishui River 

Basin in China: insights from germination, field trials, and physiological assays. Frontiers 

in Plant Science [online]. 16. ISSN 1664-462X. 

 

PodŊkov§n² 

VĨzkum byl proveden za podpory Ministerstva zemŊdŊlstv² ĻR RO 0425. 

Kontaktn² adresa 

Ing. Marie Lhotsk§ 

N§rodn² centrum zemŊdŊlsk®ho a potravin§Śsk®ho vĨzkumu 

Drnovsk§ 507/73, 161 00, Praha 6 - RuzynŊ 

marie.lhotska@carc.cz 

 

 

 
  



¨ǊƻŘŀ 12/2025, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

48 

 

 

  



¨ǊƻŘŀ 12/2025, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

49 

 

 

VĨskyt tŚ² pest²kŢ v kv²tku u pġenice a moģnost jeho vyuģit² ve ġlechtŊn² 

The occurrence of three pistils in a wheat floret and its potential use in breeding 

Martinek P., Marġ§lkov§ A. 

Agrotest fyto, s.r.o. 

 

Abstrakt  

Kv²tek pġenice (Triticum aestivum L.) standardnŊ obsahuje jeden pest²k se dvŊma bliznami. Existuje 

vġak dominantn² mutace Pis1 (nebo tak® Mg a Mov-1) na chromozomu 2DL, kter§ zpŢsobuje vĨvoj tŚ² 

pest²kŢ (Ăthree pistilsñ, rovnŊģ Ămulti gynoeciañ, Ămulti ovaryñ) v jednom kv²tku, jeģ mohou produkovat 

aģ tŚi vyvinut§ zrna v kv²tku. Tato mutace ovlivŔuje kvŊtn² org§novou identitu, zejm®na v r§mci MADS-

box genŢ. MŢģe bĨt vyuģita pro pochopen² mechanismŢ reprodukļn²ho vĨvoje. ZvĨġenĨ poļet pest²kŢ 

umoģŔuje tvorbu vyġġ²ho poļtu zrn v klasu, a t²m i vĨnos. ZvĨġenĨ poļet zrn v klasu je vġak 

kompenzov§n jejich niģġ² hmotnost². Projev tŚ² pest²kŢ v kv²tku je ļasto doprov§zen vyġġ² m²rou 

otevŚen®ho kveten², coģ vede ke spont§nn²mu cizospr§ġen² pylem z okoln²ch rostlin. Tohoto jevu lze 

vyuģ²t pro z²sk§v§n² hybridn²ch zrn, kter® mŢģe bĨt n§slednŊ vyuģiteln® v bŊģn®m ġlechtitelsk®m 

postupu.   

Kl²ļov§ slova: pġenice set§, tŚi pest²ky, poļet zrn klasu, cizospr§ġen², ġlechtŊn² 

Abstract  
The wheat floret (Triticum aestivum L.) normally contains one pistil with three stigmas. However, there 

is also a dominant mutation Pis1 (or also Mg, Mov-1) on chromosome 2DL, that causes the development 

of three pistils (also "multi gynoecia", "multi ovary") within a single floret. This mutation affects the 

identity of floral organs, especially within the MADS-box genes. It can be used to understand the 

mechanisms of reproductive development. The increased number of pistils allows the formation of a 

higher number of grains per spike and thus the yield. However, the increased number of grains per spike 

is compensated by their lower weight. The manifestation of the three pistils trait in a floret is often 

accompanied by a higher rate of open flowering, which leads to spontaneous cross-pollination with 

pollen from surrounding plants. This phenomenon can be used to produce hybrid grains, which can be 

practically used in the subsequent breeding process. 

Keywords: common wheat, three pistils, grain number per spike, cross-pollination, breeding 

Đvod 

Kv²tek pġenice (Triticum aestivum L.) standardnŊ obsahuje jeden pest²k se tŚemi bliznami, 

avġak v nŊkterĨch genetickĨch variant§ch ļi mutantn²ch lini²ch mŢģe doch§zet k vĨvoji v²ce 

pest²kŢ v r§mci jednoho kv²tku. Genetick§ odchylka, projevuj²c² se pŚ²tomnost² tŚ² 

samostatnĨch pest²kŢ v kv²tku (TP ï three pistils) pŚedstavuje potenci§lnŊ vĨznamnĨ n§stroj 

pro ġlechtŊn² a mŢģe indikovat zmŊny v genech reguluj²c²ch kvŊtn² org§novou identitu, zejm®na 

v r§mci MADS-box regulaļn²ch genŢ. MŢģe bĨt vyuģita pro pochopen² mechanismŢ 

reprodukļn²ho vĨvoje. ZvĨġenĨ poļet pest²kŢ ovlivŔuje poļet zrn v kv²tku, potaģmo kl§sku a 

klasu a t²m i vĨnosovĨ potenci§l. TP mŢģe poslouģit jako marker pro mapov§n² m²ry 

autogamie/alogamie, kvantitativn²ch znakŢ, pro studium stability reprodukļn²ch org§nŢ v 

rŢznĨch prostŚed²ch a pŚ²padnŊ pro indukci otevŚen®ho kveten². Lze ho pouģ²t k posouzen² vlivu 

na fertilitu, k c²len®mu vyuģit² v hybridizaļn²ch programech a k inovac²m ve ġlechtŊn² pġenice. 

U pġenice a dalġ²ch obilnin (napŚ. jeļmene nebo rĨģe) byly identifikov§ny geny homologn² k 

Arabidopsis  genŢm skupiny MADS-box, kter® urļuj² poļet a typ kvŊtn²ch org§nŢ. VĨskyt TP 

bĨv§ ļasto dŢsledkem zmŊn v expresi genŢ tŚ²dy C nebo interakce mezi geny tŚ²d B a C, jeģ 

blokuj² vĨvoj plodolistŢ. Dosavadn² studie uv§dŊj² ģe u pġenice zpŢsobuje TP v kv²tku 

dominantn² mutace Pis1 (pistils) (Peng et al., 2008), Mg (multi gynoecia) (Wang et al., 2009) 

u mutace poch§zej²c² z Ļ²ny na chromozomu 2DL, nebo tak® Mov-1 (multi ovary) (Schoen et 

al., 2025) u genotypu s bl²ģe neuvedenĨm pŢvodem rovnŊģ na stejn®m chromozomu. V naġ² 

studii vych§z²me z TP mutace poch§zej²c² z Ļ²ny (Peng, 2003). 
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Materi§l a metody 

Jarn² TP forma pġenice oznaļen§ HTS-1 byla z²sk§na v roce 2004 od profesora Zheng Song 

Penga (Sichuan Normal College, Nanchong, Sichuan 637002, China), byla zaŚazena do 

pracovn² kolekce genetickĨch zdrojŢ v KromŊŚ²ģi a rovnŊģ byla uloģena do Genov® banky v 

Praze. Byly u n² prov§dŊny klasov® vĨbŊry s c²lem stabilizace znaku TP a vytvoŚen² dostateļnŊ 

uniformn²ho materi§lu.  Stabilizace do homozygotn²ho stavu nebyla u t®to pġenice v bŊģnĨch 

poln²ch podm²nk§ch ¼spŊġn§ (doch§zelo k vyġtŊpov§n² odchylnĨch forem, vļetnŊ rostlin bez 

vĨskytu tŚ² pest²kŢ). Po roce 2006, kdy jsme se zaļali zabĨvat pġenicemi s odliġnĨm zabarven²m 

zrna, se v parcel§ch TP pġenice zaļaly vyskytovat rovnŊģ rostliny s barevnĨm zrnem. To bylo 

nepochybnĨm dŢkazem spont§nn²ho opylov§n² TP rostlin pylem poch§zej²c²m z rostlin s 

odliġnou barvou zrna rostouc²ch v okol². UvŊdomili jsme si, ģe projev TP je spojen se zvĨġenou 

m²rou otevŚen®ho kveten². PostupnŊ byly vytvoŚeny ozim® formy s TP (holomrazy bŊhem 

zimn²ho obdob² 2011/2012 pomohly vyselektovat dostateļnŊ mrazuvzdorn® rostliny), kter® 

byly d§l ġlechtitelsky vyuģ²v§ny. Z nich nŊkter® odvozen® linie byly rovnŊģ pŚed§ny do Genov® 

banky v Praze.  

Uv§dŊn® prŢmŊrn® charakteristiky nŊkterĨch TP ozimĨch forem sklizenĨch v roce 2025 z 10 

m2 parcel a jejich porovn§n² se skupinami genotypŢ s odliġnĨm zabarven²m zrna vych§zej² 

z prob²haj²c²ho ġlechtitelsk®ho programu. Pokusy prob²haly na poln²m bloku Terezov (GPS: 

49.2918153 N, 17.3698636 E) po pŚedplodinŊ ozim® Śepce. Byla pouģita z§kladn² agrotechnika: 

na podzim z§sobn² hnojen² NPK 200 kg ha-1, na jaŚe herbicidn² oġetŚen², pouze regeneraļn² 

hnojen² dus²kem v LAV (40 kg N ha-1), morforegul§tor Moddus, 0,2 l ha-1 ve f§zi DC32-DC33, 

bez fungicidn²ho oġetŚen² proti houbovĨm chorob§m.  

Jsou uvedeny dlouholet® zkuġenosti s vyuģit²m otevŚen®ho kveten² TP forem pro z²sk§v§n² 

hybridŢ jako alternativn²ho zpŢsobu, jeģ nevyģaduje klasickĨ zpŢsob ruļn² kastrace a opylen² 

v plnŊ kontrolovanĨch podm²nk§ch.  

Je diskutov§na literatura jinĨch autorŢ, zabĨvaj²c² se vĨskytem homeotick® transformace 

praġn²kŢ na pest²kŢm podobn® struktury u TP forem po indukci ethyl®nem a moģnost takto 

vytvoŚenĨch pylovŊ steriln²ch forem ï tedy jadernŊ podm²nŊn® samļ² pylov® sterility (NMS) 

pro pŚ²padn® vyuģit² ve ġlechtŊn² hybridn² pġenice.   
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VĨsledky 

Charakteristika TP forem ve srovn§n² s bŊģnou pġenic² 

TP mutace vytv§Śej² tŚi pest²ky v kv²tku (obr. 1), kter® jsou nez§visle opylov§ny (Watanabe et 

al., 2015) a mohou za pŚ²znivĨch podm²nek vytvoŚit tŚi plodn§ zrna v kv²tku. Ta maj² ale niģġ² 

hmotnost neģ zrna vyvinut§ u bŊģnĨch odrŢd s jedn²m pest²kem v kv²tku.   

 
 

Obr§zek 1. Mutace vytv§Śej²c² tŚi pest²ky v kv²tku; A ï vzhled klasu (ġipky oznaļuj² zŚeteln® kv²tky s 

vyġġ²m poļtem obilek v kv²tku, kter® rozev²raj² obaly kv²tku, takģe jsou viditeln® i pŚi pohledu zvenļ² 

na klas); B - kv²tek se tŚemi pest²ky (jednotliv® pest²ky jsou oznaļeny ļ²sly), jsou na nich patrn® zaschl® 

zbytky ochmĨŚenĨch blizen, v kv²tku jsou zŚeteln® rovnŊģ tŚi tyļinky s vyvinutĨmi jiģ vypr§ġenĨmi 

ģlutĨmi praġn²ky; C ï vyvinut§ zrna v kv²tku (jednotliv§ zrna jsou oznaļena ļ²sly); D ï pŚ²klad kŚ²ģen², 

kdy mateŚsk§ forma (TP mutant) je kŚ²ģena s odrŢdou Akteur, a v dŢsledku dominance genu Pis1 pro 

znak TP se v F1 generaci vyskytuj² rovnŊģ TP kv²tky vytv§Śej²c² ponŊkud zploġtŊl§ zrna.  

 

Ozim® TP formy pġenice jsou ve srovn§n² s bŊģnĨmi odrŢdami pġenice mnohem m®nŊ vĨnosn® 

(tab. 1). Oproti vĨnosnŊjġ² kontroln² odrŢdŊ v hodnocen®m pokusu Tobak (12,86 t ha-1), mŊl 

soubor 10 pġenic s TP v kv²tku vĨnos v prŢmŊru jen 8,13 t ha-1, tedy o 37 % niģġ². TP formy se 

vyznaļovaly Śidġ²mi porosty s niģġ²m poļtem klasŢ na 1 m2, niģġ² hmotnost² 1000 zrn (24,2 g), 

ale mnohem vyġġ²m poļtem zrn (stanoveno pŚepoļtem z vĨnosu, HTS a poļtu klasŢ na 1 m2). 

MŊly v prŢmŊru 87 zrn v klasu, coģ je o 43,7 % v²ce neģ u kontroln² odrŢdy Tobak. TP formy 

jsou rovnŊģ porovn§ny se soubory pġenic s jedn²m pest²kem v kv²tku, kter® se navz§jem liġ² 

barvou zrna. TP se vyznaļovaly niģġ²m prŢmŊrnĨm vĨnosem neģ pġenice s ļernĨm zrnem (s 

kombinac² genŢ pro modrĨ aleuron a purpurovĨ perikarp), modrĨm zrnem (s genem nebo geny 

pro modrĨ aleuron) purpurovĨm zrnem (s geny pro purpurovĨ perikarp) a se ģlutĨm zrnem (s 

geny Psy pro enzym fytoen synt§zu, jeģ Ś²d² synt®zu karotenoidŢ).  
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Vyuģitelnost TP forem pro z²sk§v§n² hybridn²ch zrn 

Ve vyv²jej²c²ch se kv²tc²ch TP forem pġenice doch§z² v souvislosti s vyġġ²m poļtem pest²kŢ 

vyrŢstaj²c²ch z ġirġ²ho kalichu k obnaģov§n² pohlavn²ch org§nŢ (pest²kŢ, tyļinek), coģ se 

navenek projevuje vyġġ² m²rou otevŚen®ho kveten². Samiļ² pohlavn² org§ny tak mohou bĨt 

rovnŊģ opyleny a oplozeny pylem pŚen§ġenĨm vŊtrem z okoln²ch rostlin. To umoģŔuje zmŊnu 

autogamie, kter§ je charakteristick§ pro pġenici setou v dŢsledku pseudokleistogamie (opylen² 

v uzavŚen®m kv²tku jeġtŊ pŚed jeho otevŚen²m) na ļ§steļnou alogamii (cizospraġnost). Tohoto 

jevu lze vyuģ²t pro tvorbu hybridŢ, kdy mateŚsk§ TP pġenice mŢģe bĨt opylena pylem z 

okoln²ch rostlin. Pokud dojde k oplozen² TP rostlin (Pis1Pis1) pylem z rostlin s jedn²m 

pest²kem (pis1pis1), n§sleduj²c² F1 generace bude heterozygotn² (Pis1pis1) a bude vykazovat 

TP. V F2 generaci se vyskytnou rostliny s jedn²m pest²kem a se tŚemi pest²ky v pomŊru 1:3. 

Rostliny s jedn²m pest²kem v kv²tku se daj² velmi dobŚe vizu§lnŊ odliġit od rostlin se TP. 

Rostliny s klasy s jedn²m pest²kem v kv²tku lze pokl§dat za hybridy vznikl® cizospr§ġen²m, 

kter® v dŢsledku jednoho pest²ku v kv²tku jsou opŊt samospraġn®. Tyto lze snadno detekovat, 

oddŊlenŊ sklidit a n§slednŊ pouģ²t v dalġ²m ġlechtitelsk®m procesu. Je pochopiteln®, ģe ne 

vġechny TP rostliny v porostu (Pis1Pis1) budou opyleny ciz²m pylem z jednopest²kovĨch 

rostlin v okol². Proto frekvence vĨskytu jednopest²kovĨch rostlin v druhĨm rokem pŊstovan® 

populaci (smŊsi rostlin po samospr§ġen² a F2 rostlin po cizospŚ§ġen²) bude pomŊrnŊ mal§. 

Vyuģit² ļ§steļn® cizospraġnosti TP rostlin bylo vyuģito pro formulov§n² metody z²sk§v§n² 

hybridŢ (Martinek, 2018), kter§ nevyģaduje prov§dŊn² ruļn² kastrace a opylov§n² mateŚskĨch 

rostlin otcovskĨmi, jak je bŊģnŊ vyuģ²v§no ve ġlechtŊn². Metoda zaloģen§ na cizospraġnosti TP 

rostlin m§ nŊkter® vĨhody (odpad§ ruļn² kastrace, za podm²nky vĨsevu vŊtġ²ho mnoģstv² TP 

rostlin pro spont§nn² kŚ²ģen² a pŚi vhodn®m uspoŚ§d§n² otcovskĨch forem lze z²sk§vat pomŊrnŊ 

velk® mnoģstv² hybridn²ch zrn), ale i nevĨhody (nen² zcela jist®, kterĨ otcovskĨ genotyp se 

¼ļastnil opylen²). V KromŊŚ²ģi m§me nyn² k disposici nŊkolik lini² vytvoŚenĨch pomoc² t®to 

metody. Metoda je rovnŊģ s ¼spŊchem vyuģ²v§na pro hybridizaci s pġenic², vyznaļuj²c² se 

barevnĨm zrnem, pŚ²padnŊ mnohoŚadĨm klasem (obr. 2).  
 

Tab. 1. Charakteristika souborŢ genotypŢ liġ²c²ch se vĨskytem tŚ² pest²kŢ v kv²tku a zabarven²m zrna

    Znak Poļet 

genotypŢ 

v souboru

VĨnos            Hmotnost 

1000 zrn

Odolnost 

k pol®h§n²       

VĨġka 

porostu            

Poļet 

klasŢ na 

1m
2

Hmotnost 

zrna klasu 

Poļet zrn 

klasu

(t ha
-1

) (g) (9-1)* (cm) (g)

Tobak (kontrola) 1 12,86 45,6 6 9 102 465 2,77 61

Bohemia (kontrola) 1 11,70 48,4 0 (18. 05.) 9 111 413 2,83 59

    TŚi pest²ky v kv²tku10 8,13 24,2 0 8 101 386 2,11 87

    Ļern® zrno68 9,99 48,2 1 7 107

    Modr® zrno27 10,19 50,0 1 9 104

    Purpurov® zrno20 9,92 41,2 -2 7 100

    Ģlut® zrno15 11,66 44,2 3 9 107

* 9 - nejlepġ² hodnota, 0 - nejhorġ² hodnota

Datum 

met§n² 

(dn² oproti 

Bohemia)
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Obr§zek 2. PŚ²klady vĨskytu tŚ² pest²kŢ (TP) v kv²tku v kombinaci s jinĨmi znaky; A ï TP v kombinaci 

s purpurovĨm perikarpem; B ï TP v kombinaci s mnohoŚadĨm klasem. Jedn§ se o klasy rostlin vznikl® 

spont§nn²m opylen²m TP pġenice pylem pŚ²sluġnĨch donorŢ. Ġipkami jsou zvĨraznŊny kv²tky s vŊtġ²m 

poļtem zrn; C a D ï uk§zky skupin zrn v kv²tc²ch, kter® jsou orientov§ny vnŊ bŚiġn² rĨhou  

 

Diskuze 

VĨsledky ukazuj², ģe souļasn® TP formy pġenice se oproti bŊģnĨm odrŢd§m liġ² drobnĨm 

zrnem a n²zkĨmi vĨnosy. Je snaha tento nedostatek odstranit ġlechtŊn²m na zkracov§n² d®lky 

st®bla a zvyġov§n² sklizŔov®ho indexu (pomŊr mezi hmotnost² zrna klasu a hmotnosti nadzemn² 

biomasy st®bla s klasem). Byly dosaģeny d²lļ² pozitivn² vĨsledky a v nŊkterĨch pŚ²padech byl 

nalezen i pomŊrnŊ velkĨ projev heteroze u vzniklĨch hybridŢ (Irshad et al., 2022). PŚesto lze 

sp²ġe pŚedpokl§dat, ģe vytvoŚen² komerļnŊ vyuģitelnĨch liniovĨch odrŢd s TP se nepodaŚ² 

realizovat z dŢvodu, ģe mal§ hmotnost obilek takovĨch odrŢd by byla pro zpracovatele 

nepŚijateln§. Souļasn² spotŚebitel® preferuj² zrno, kter® zŢst§v§ nad s²tem s 2,5 mm otvory.  

 

TP pġenice vġak maj² zmŊnŊn® uspoŚ§d§n² pohlavn²ch org§nŢ v kv²tku. Gen pro vĨvoj tŚ² 

pest²kŢ je evidentnŊ souļ§st² syst®mu MADS-box transkripļn²ch faktorŢ Ś²d²c²ch identitu 

kvŊtn²ch org§nŢ, aktivitu kvŊtn²ch meristemŢ a pŚechod do kveten². Jsou kl²ļov® pro 

ovlivŔov§n² struktury a vĨvoje reprodukļn²ch org§nŢ pġenice a maj² podobnou roli jako u l®pe 

prostudovanĨch modelovĨch rostlin (napŚ²klad u Arabidopsis). TP pġenice jsou potenci§ln²mi 

zdroji modifikuj²c²mi autogamn² zpŢsob rozmnoģov§n² na ļ§steļnŊ alogamn². EvidentnŊ to m§ 

souvislost se zmŊnou poļtu pest²kŢ v kv²tku. Vyuģit² TP pġenice pro alternativn² metodu 

z²sk§v§n² hybridn²ch zrn spoļ²v§ v tom, ģe odpad§ potŚeba kastrace, a t²mto novĨm postupem 

lze z²sk§vat kaģdoroļnŊ velkĨ poļet hybridn²ch zrn v z§vislosti na velikosti vys®van® parcely 

mateŚsk® populace. Vzhledem ke spont§nnŊ prob²haj²c² alogamii pŚedpokl§d§me, ģe jej² 

uplatnŊn² ve ġlechtŊn² povede k tvorbŊ odrŢd s dobrou adaptac² na dan® podm²nky prostŚed². 

Ve firmŊ Agrotest fyto, s.r.o. v KromŊŚ²ģi je tato metoda ¼spŊġnŊ vyuģ²v§na jiģ des§tĨm rokem.  

 

Podle dostupn® literatury lze u TP pġenice navodit tak zvanou homeotickou transformaci 

tyļinek na pest²kŢm podobn® struktury indukc² etylenem (Liao et al., 2024), nebo pŚ²padnŊ i 

tepelnĨm ġokem. T²m dojde k vytvoŚen² ġesti Ăpest²kŢñ v kv²tku, kdy u TP kv²tkŢ se tyļinky 
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vyvinou v pest²kŢm podobn® struktury. Dojde tak k eliminaci samļ²ch org§nŢ v kv²tku a 

navozen² NMS, jeģ by mohla bĨt potenci§lnŊ vyuģita pro tvorbu hybridn²ch odrŢd. Tato 

transformace byla pozorov§na jiģ u vĨchoz² mutantn² formy HTS-1, kdy za urļitĨch podm²nek 

byl pops§n vĨskyt aģ ġesti pest²kŢm podobnĨch struktur v kv²tku (Yang et al., 2015). Toto 

ovlivnŊn² by pravdŊpodobnŊ mohlo bĨt pouģito i u jinĨch TP forem odvozenĨch od HTS-1. 

V poln²ch pokusech v KromŊŚ²ģi vġak tento projev sterility (homeotick® transformace tyļinek 

na pest²kŢm podobn® struktury) nebyl pozorov§n. To ale neznamen§, ģe by ho nebylo moģn® 

umŊle vyvolat napŚ²klad morforegul§torem obsahuj²c²m ethefon, z nŊhoģ se ethylen uvolŔuje. 

(Tato ¼vaha vede k jin®mu typu pylovŊ steriln²ho analoga, kterĨ se odliġuje od nyn² nejv²ce 

vyuģ²van® cytoplasmatick® pylov® sterility ï CMS, podm²nŊn® faktory mimo j§dro, pŚedevġ²m 

v mitochondri²ch.) DominantnŊ zaloģenĨ projev TP, spojenĨ s velmi drobnĨm zrnem, by se ale 

projevil i pŚi produkci F1 hybridn²ho zrna. To je potŚeba povaģovat za potenci§ln² probl®m 

uvaģovan®ho ġlechtitelsk®ho NMS syst®mu, pokud by byl vyuģit ve ġlechtŊn² hybridn² pġenice.  

 

Z§vŊr 

V pŚ²spŊvku byla pŚedstavena mutace umoģŔuj²c² tvorbu tŚ² pest²kŢ v kv²tku u pġenice set®, jej² 

vliv na rozmnoģovac² proces, potenci§ln² vyuģitelnost pro tvorbu hybridn²ch zrn a jej² spojitost 

s moģnost² indukce jadern® pylov® sterility pro potenci§ln² vyuģit² v hybridn²m ġlechtŊn² 

pġenice. PorozumŊn² vĨznamu genŢ Ś²d²c²ch identitu kvŊtn²ch org§nŢ, jejich vĨvoj a fertilitu je 

vĨznamn® pro efektivn² ġlechtŊn² orientovan® na zvyġov§n² vĨnosu.  
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Hodnocen² genetick® diverzity genetickĨch zdrojŢ km²nu obecn®ho  

(Carum carvi L .) s vyuģit²m ISSR markerŢ 

Assessment of genetic diversity of caraway (Carum carvi L.)  

genetic resources using ISSR markers 

Misginna S.G.1, Rºszlerov§ P.1, Jozov§ E.1, Gaoua O.1, Kamulegeya P.1, Ļurn V.1 

1Jihoļesk§ univerzita v ĻeskĨch BudŊjovic²ch, Fakulta zemŊdŊlsk§ a technologick§,  

Katedra genetiky a biotechnologi² 

Abstrakt 
V t®to studii byly pouģity markery Inter-simple sequence repeat (ISSR) k vyhodnocen² genetick® 

diverzity u 36 odrŢd km²nu obecn®ho (Carum carvi L.) rŢzn®ho geografick®ho pŢvodu. Ġest ISSR 

primerŢ generovalo celkem 55 sk·rovatelnĨch markerŢ, z nichģ 49 (89 %) bylo polymorfn²ch. 

Genetick§ podobnost vyj§dŚen§ JaccardovĨm koeficientem se pohybovala od 0,22 do 0,88, coģ odr§ģ² 

znaļnou variabilitu mezi analyzovanĨmi poloģkami genetickĨch zdrojŢ. Neiova genov§ diverzita (H = 

0,33) a ShannonŢv index diverzity (I = 0,50) naznaļovaly stŚedn² diverzitu v r§mci sledovan®ho 

souboru. Vnitropopulaļn² variabilita byla na ¼rovni 62% a mezipopulaļn² variabilita na¼rovni 38% 

(AMOVA, ūST = 0,3785, p < 0,001). Ļesk® odrŢdy vykazovaly nejvyġġ² diverzitu (H = 0,261), zat²mco 

nejniģġ² diverzita byla zjiġtŊna mezi poloģkami genetickĨch zdrojŢ z bĨval®ho SovŊtsk®ho svazu (H = 

0,082). Tato zjiġtŊn² ukazuj², ģe ISSR markery jsou vysoce informativn² pro detekci genetick® variability 

u km²nu.  

Kl²ļov§ slova: molekul§rn² markery, shlukov§ analĨza, analĨza hlavn²ch komponent 

Abstract 
In this study, Inter-simple sequence repeat (ISSR) markers were used to evaluate genetic diversity among 

36 caraway (Carum carvi L.) accessions of diverse geographic origins. Six ISSR primers produced a 

total of 55 scorable bands, of which 49 (89%) were polymorphic. Genetic similarity measured by Jaccard 

coefficient ranged from 0.22 to 0.88, reflecting substantial variation. Neiôs gene diversity (H = 0.33) and 

Shannonôs index (I = 0.50) indicated moderate diversity within accessions. AMOVA revealed 62% 

within-population and 38% among-population variation (ūST = 0.3785, p < 0.001). The Czech 

accessions exhibited the highest diversity (H = 0.261), while accessions from the Former Soviet Union 

had the lowest (H = 0.082). These findings demonstrate that ISSR markers are highly informative for 

detecting genetic variation and support effective germplasm conservation and breeding.  

Keywords: Molecular markers, Germplasm conservation, Cluster analyses, Principal component 

analysis 

Introduction 

Caraway (Carum carvi L.) is a biennial aromatic species belonging to the family Apiaceae, 

cultivated worldwide for its seeds, which serve as both a culinary spice and a source of essential 

oil. The crop holds considerable industrial and pharmacological significance owing to its 

essential oil composition and bioactive compounds with digestive and antimicrobial properties 

(Bailer et al., 2001; Rasooli & Allameh, 2016). Despite its long history of cultivation and 

economic relevance, caraway remains underrepresented in genetic and breeding studies. The 

maintenance of broad genetic diversity within cultivated and wild germplasm is fundamental 

for improving agronomic traits such as yield, essential oil content, and abiotic stress tolerance. 

Furthermore, the conservation of ex situ collections and in situ populations is vital to safeguard 

unique alleles and ensure adaptive potential for future breeding programs (de Haro Reyes et al., 

2025). 

Molecular marker technologies provide robust tools for elucidating genetic diversity and 

population structure in crop species. Among these methods, Inter-Simple Sequence Repeat 

(ISSR) markers have proven particularly useful due to their high polymorphism, 

reproducibility, and use without prior DNA sequence data (Gemmill & Grierson, 2021). ISSRs 
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amplify DNA regions between microsatellite loci, generating multilocus profiles that 

effectively capture genome-wide variation. Previous research demonstrated the efficiency of 

ISSR and RAPD markers in revealing substantial polymorphism and geographic structuring 

among Iranian caraway populations (Fahmideh et al., 2017). More recently, genotyping-by-

sequencing analyses have identified distinct genetic lineages associated with geographic origin 

and growth habit (von Maydell et al., 2024). Inspired by these discoveries, the present study 

explores the genetic diversity of Central European C. carvi germplasm through ISSR markers. 

The specific objectives were to quantify ISSR polymorphism among accessions and assess 

genetic relationships in relation to their geographic origin, with the goal of supporting improved 

germplasm conservation and breeding strategies. 

Materials and Methods 

Thirty-six accessions of caraway (Carum carvi L.) representing diverse genetic resources were 

analyzed. These accessions were divided into five groups according to their origin: varieties 

from the Czech Republic, Czechoslovakia, Germany, the Former Soviet Union, and Czech 

breeding materials. Genomic DNA was extracted from young leaves and seeds using a modified 

CTAB protocol, or with the Zymo Research Plant/Seed DNA kit. DNA quality was verified 

using a NanoDrop spectrophotometer and agarose gel electrophoresis. Six ISSR primers, UBC-

807, UBC-812, UBC-836, UBC-840, UBC-841, and UBC-880, were used for PCR (dos Santos 

Ara¼jo et al., 2016; Gebrehiwet et al., 2019; Grativol et al., 2011). Each 10 ÕL reaction 

contained 1Ĭ PPP Master Mix (Top-Bio, CZ), 2Ĭ BSA, 10 ng primer, and 50 ng template DNA. 

PCR amplification was performed on a Biometra TAdvanced thermocycler. The protocol 

included 2 min initial denaturation at 95 ÁC, 40 cycles of 93 ÁC for 20 s, 52 ÁC for 1 min, and 

72 ÁC for 20 s, followed by final extension at 72 ÁC for 6 min. PCR products were visualized 

by INGENIUS UV gel documentation (see Figure 1), and clear, reproducible bands were scored 

manually as present (1) or absent (0). This scoring produced a 36 Ĭ 55 binary matrix. Genetic 

similarity between accessions was calculated using the Jaccard coefficient (J = a/(a + b + c)) 

and then converted to genetic distance (D = 1 ī J) (Kosman & Leonard, 2005). 

Genetic relationships were assessed using neighbor-joining (NJ) and UPGMA clustering. Both 

analyses were based on the Jaccard distance matrix, and accessions were color-coded by 

geographic origin. Principal component analysis (PCA) was performed to visualize genetic 

variation. Diversity indices, including the percentage of polymorphic loci (PPL), Shannonôs 

information index (I), and Neiôs gene diversity (H), were calculated for each population. A 

heatmap illustrated pairwise genetic similarity. AMOVA with pairwise ūST was used to 

partition genetic variance among and within populations. All analyses were performed in R 

version 4.3.3 (R Core Team, 2024) using the packages vegan, ape, adegenet, and poppr for 

distance calculation, clustering, PCA, and AMOVA. 

 

Figure 1. INGENIUS UV gel documentation for primer UBC 812 
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Results 

ISSR Polymorphism and Genetic Diversity 

Six ISSR primers produced a total of 55 clear and reproducible bands across 36 Carum carvi 

accessions, of which 49 (89%) were polymorphic, indicating high marker informativeness. The 

number of amplified fragments per primer ranged from 7 (UBC-841) to 12 (UBC-880). The 

Jaccard genetic similarity coefficient among accessions ranged from 0.22 to 0.88, reflecting 

substantial genetic variation within the collection. The Czech group exhibited the highest 

diversity (percentage of polymorphic loci (PPB%) = 81.63%, Shannonôs information index (I) 

= 0.395, Neiôs gene diversity (H) = 0.261), while accessions from the Former Soviet Union 

showed the lowest (PPL% = 16.33, I = 0.113, H = 0.082), indicating a narrower genetic base 

within that group. The diversity index values among primers ranged from 0.17 to 0.34, 

demonstrating moderate to high polymorphism across the loci. 

 

Genetic Relationships and Clustering 

Both the Neighbor-Joining and UPGMA dendrograms separated the accessions into two major 

genetic groups, as shown in Figures 2 and 3. Most accessions from the Czech Republic clustered 

tightly together, while new breeding material (Czech Republic) and foreign-origin accessions 

formed a distinct subgroup. The Principal Component Analysis (PCA) supported this structure, 

with the first two principal components explaining 32.6% of total genetic variation and clearly 

grouping accessions according to their geographic origin (see Figure 4). As shown in Figure 5, 

the clustered heatmap further confirmed strong within-origin similarity among Czech 

accessions compared with broader diversity among external origins. 

 

Figure 1. Neighbor-joining (NJ) tree depicting genetic clustering of accessions by geographic 

origin. Two major clusters are evident, with Czech Republic accessions forming a distinct main 

group, and breeding material and foreign accessions forming a genetically separate cluster. 
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Figure 3. UPGMA dendrogram showing genetic relationships among Carum carvi accessions 

based on ISSR data. The accessions are separated into two primary genetic clusters, again 

distinguishing Czech Republic accessions from breeding and foreign-origin groups, confirming 

moderate genetic differentiation. 

 

Figure 4. Principal Component Analysis (PCA) based on Jaccard genetic distance among 36 

Carum carvi accessions. The first two principal components explain 22.5% (PC1) and 10.1% 

(PC2) of total genetic variation. The 95% confidence ellipses highlight clear separation between 

Czech Republic accessions and foreign origins (Germany, Former Soviet Union, 

Czechoslovakia) and Breeding Materials. PC1 primarily differentiates Czech accessions from 

the others, while PC2 captures variation within groups. The spatial grouping observed here is 

consistent with the clustering patterns revealed by the dendrogram analyses. 



¨ǊƻŘŀ 12/2025, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

61 

 

 

 

Figure 5. Clustered heatmap of pairwise Jaccard similarity among 36 Carum carvi accessions 

based on ISSR markers. Clear grouping is observed by Country / Origin, with Czech Republic 

accessions showing the highest within-group similarity, whereas breeding materials and 

foreign-origin accessions display greater genetic divergence. 

Analysis of Molecular Variance (AMOVA) 

Analysis of molecular variance (AMOVA) indicated that 62.15% of the total genetic variation 

occurred within countries, while 37.85% was attributed to among-country differences (see 

Table 1). The fixation index (ūST = 0.3785 (p < 0.001) confirmed moderate population 

differentiation, consistent with the clustering results. 
Table 1. Analysis of molecular variance (AMOVA) of Carum carvi accessions based on ISSR data. 

Source of variation Sigma Percentage of total variation (%) 

Among countries 3.8615 37.85 

Within countries 6.3414 62.15 

Total 10.2029 100.00 

 

Discussion 

The high level of polymorphism (89%) and wide range of genetic similarity (0.22ï0.88) 

observed in this study indicate substantial genetic diversity among the 36 Carum carvi 

accessions analyzed. Notably, the diversity indices for Czech accessions (Neiôs H = 0.261; 

Shannonôs I = 0.395) were higher than those from other countries, suggesting that this 

population retains a broader genetic base and genetically variable resources are being utilized 

in breeding programs. This diversity likely reflects long-term germplasm exchange and 

adaptation to heterogeneous Central European agro-climatic conditions. Conversely, the low 

diversity observed within the Former Soviet Union accessions (H = 0.082; I = 0.113) implies a 

narrower genetic background or possible genetic bottleneck (Galambosi & Peura, 1996; Von 

Maydell et al., 2020). 

Furthermore, cluster analysis and PCA corroborated the genetic structuring, with Czech 

accessions forming a major cluster, while Czechoslovakian, German, and Czech breeding 

material accessions were more dispersed. Consistently, the predominance of within-population 

variation (62.15%) observed in AMOVA indicates substantial allelic richness within individual 

accessions, a common feature of cross-pollinated or partially outcrossing species such as C. 

carvi. Supporting these findings, similar geographic structuring and diversity patterns were 

reported by Fahmideh et al. (2017) using ISSR and RAPD markers in Iranian populations 
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(Seidler-Ğozykowska et al., 2014). Taken together, these results demonstrate that ISSR markers 

are highly effective in detecting genetic variation in C. carvi, offering valuable insights for 

germplasm conservation and future breeding strategies. 

 

Conclusion 

This study confirmed that ISSR markers are effective and reliable tools for assessing genetic 

diversity in Carum carvi germplasm. Thirty-six accessions were analyzed using six ISSR 

primers, revealing high polymorphism (89%) and moderate genetic differentiation (ūST = 

0.3785) among populations. Czech accessions showed the greatest genetic diversity. In contrast, 

accessions from the Former Soviet Union and Germany were comparatively uniform. Both 

cluster and PCA analyses consistently grouped accessions by geographic origin. This indicates 

clear regional structure. The predominance of within-population variation further demonstrates 

substantial allelic richness, which is highly valuable for breeding. Overall, these results provide 

a strong molecular basis for selecting genetically diverse parents, improving ex situ collection 

management, and developing future conservation and breeding strategies for caraway (Carum 

carvi L.). 
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Hodnocen² odolnosti k suchu u dvou odrŢd pġenice s odliġnou strategi² 

odezvy na sucho na z§kladŊ kombinace fyziologie,  

proteomiky a metabolomiky 

Assessment of drought tolerance in two wheat cultivars with differential drought 

response strategies based on physiological, proteomic, and metabolomic data 
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potravin§Śsk®ho vĨzkumu (CARC), v.v.i., Drnovsk§ 507/73, 16100 Praha 6-RuzynŊ, ĻR 
3Proteomic Platform, Luxembourg Institute of Science and Technology (LIST), 5 Rue du 

Bomel, Hautcharage, Luxembourg 

 

Abstrakt 

U dvou odrŢd pġenice set®, Baletka a Tobak, byla hodnocena odezva na kr§tkodob® sucho (30% SWC, 

7 dnŢ), dlouhodob® sucho (30% SWC, 17 dnŢ), a n§slednou kr§tkodobou (70% SWC, 12 h) a 

dlouhodobou (70% SWC, 3 dny) regeneraci na z§kladŊ hodnocen² fyziologickĨch charakteristik 

(relativn² obsah vody RWC, osmotickĨ potenci§l, fluorescence chlorofylu Fv/Fm, a charakteristik 

spojenĨch s fotosynt®zou a transpirac²), analĨzy tot§ln²ho proteomu a metabolomu rostlinnĨch listŢ a 

uzlŢ. Byly zjiġtŊny zmŊny v bunŊļn® signalizaci, cytoskeletu, sestavov§n² a ochranŊ proteinŢ, a 

v akumulaci ochrannĨch proteinŢ, napŚ. LTI65kDa a LEA1 proteinŢ. Na z§kladŊ kombinace fyziologie, 

proteomiky a metabolomiky je moģno formulovat nov® hypot®zy propojuj²c² rŢzn§ data, napŚ. o 

krystalech ġŠavelanu v§penat®ho jako alternativn²m zdroji CO2 u C3 rostlin vystavenĨch suchu. 

Kl²ļov§ slova: strategie hospodaŚen² s vodou; stresov® proteiny; fyziologie; proteomika; metabolomika; 

pġenice set§ 

 

Abstract 

Two common wheat cultivars, Baletka and Tobak, were studied for their response to short-term drought 

(30% SWC, 7 days), long-term drought (30% SWC, 17 days), ane the following short-term (70% SWC, 

12 h) and long-term (70% SWC, 3 days) recovery based on the evaluation of physiological 

characteristics (relative water content RWC, osmotic potential, chlorophyll fluorescence Fv/Fm, 

photosynthesis and transpiration rates), total proteome and metabolome analysis in leaves and crowns. 

Changes in cell signalling, cytoskeleton, protein folding, and stress- and defense-related proteins such 

as LTI65kDa and LEA1 proteins were found in drought-treated plants. New hypothesis on the role of 

calcium oxalate as an alternative CO2 source in drought-treated C3 plants such as wheat can be 

formulated based on the integration of physiological, proteomic and metabolomic data. 

Keywords: water management strategy; stress proteins; physiology; proteomics; metabolomics; 

common wheat 
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Đvod 

Sucho pŚedstavuje nejvĨznamnŊjġ² glob§ln² stres limituj²c² rŢst, vĨvoj a vĨnos pġenice set®. 

Pġenice set§ (Triticum aestivum) coby rostlina s C3 typem fotosynt®zy je z§visl§ na pŚ²jmu CO2 

skrze prŢduchy, kter® vġak souļasnŊ pŚedstavuj² ¼nik vody transpirac². V reakci na sucho lze u 

C3 rostlin popsat dvŊ kontrastn² strategie hospodaŚen² s vodou: konzervativn², tzv. strategii 

ĂġetŚiļñ (Ăwater-saverñ), kdy rostlina jiģ pŚi m²rn®m deficitu vody v pŢdŊ a v pletivech uzav²r§ 

prŢduchy, ļ²mģ sniģuje ztr§ty vody, ale vĨznamnŊ omezuje asimilaci CO2 prostŚednictv²m 

fotosynt®zy; a naopak strategii tzv. ĂplĨtvaļñ (Ăwater-spenderñ), kdy rostlina nech§v§ prŢduchy 

otevŚen® aģ do vĨrazn®ho deficitu, ļ²mģ sice ztr§c² vodu, ale neomezuje pŚ²jem CO2 pro 

fotosynt®zu. ObŊ strategie pŚedstavuj² mezn² p·ly a existuje ġirok§ ġk§la mezi nimi (Tardieu 

2012; Kosov§ et al. 2014). 

Odezva rostlin na sucho je komplexn² proces zahrnuj²c² vĨznamn® zmŊny na ¼rovni fyziologie, 

proteomiky i metabolomiky. ObdobnŊ komplexn² proces je i n§sledn§ regenerace po 

znovuzalit². Hodnocen² dat z tŊchto oblast² n§m pomŢģe vytvoŚit komplexn² pohled na odezvu 

rostliny na sucho a zjistit tak, kter® biologick® procesy hraj² v odezvŊ na sucho kl²ļovou roli. 

V naġ² studii jsme hodnotili odezvu dvou kultivarŢ pġenice, Baletka jako pŚ²klad tzv. ġetŚiļe a 

Tobak jako pŚ²klad tzv. plĨtvaļe, na kr§tkodob® (30% obsah vody v pŢdŊ SWC, 7 dnŢ) a 

dlouhodob® (30% SWC, 17 dnŢ) sucho, a n§slednou kr§tkodobou (70% SWC, 12 h) a 

dlouhodobou (70% SWC, 3 dny) odezvu na znovuzalit² na z§kladŊ hodnocen² vybranĨch 

fyziologickĨch znakŢ (relativn² obsah vody v listech RWC, osmotickĨ potenci§l, fluorescence 

chlorofylu Fv/Fm, charakteristiky spojen® s ļistou fotosynt®zou a transpirac²), analĨzy 

tot§ln²ho proteomu a metabolomu v listech a odnoģovac²ch uzlech rostlin. Hodnocen² 

z²skanĨch dat pomoc² mnohorozmŊrnĨch statistickĨch analĨz n§m poskytlo komplexn² proces 

na nŊkter® biologick® procesy, kter® mohou hr§t vĨznamnou roli v odezvŊ pġenice na sucho. 

 

Materi§l a metodika 

RostlinnĨ materi§l a uspoŚ§d§n² pokusŢ: V pokuse byly pouģity mlad® rostliny odrŢd Baletka a 

Tobak (obŊ zdroj ĐKZĐZ, Brno, ĻR), kter® byly vysety do kvŊtin§ļŢ se smŊs² hl²ny a p²sku 

v pomŊru 7:2 a pŊstov§ny v klimaboxu (Tyler, MaŅarsko) za regulovanĨch podm²nek (19ÁC, 

350 Õmol m-2s-1, 16 h fotoperioda) a regulovan® z§livky. Nejprve jsou rostliny aģ do f§ze 2. 

listu pŊstov§ny za optim§ln² z§livky (70% pŢdn² vodn² kapacita SWC) a je odebr§na kontroln² 

varianta, pot® je z§livka sn²ģena, aby bylo dosaģeno 30% SWC po dobu 7 dnŢ (kr§tkodob® 

sucho) a 17 dnŢ (dlouhodob® sucho). N§slednŊ byly kvŊtin§ļe znovuzality na 70% SWC a byly 

odebr§ny vzorky v intervalu 12 h (kr§tkodob§ regenerace) a 3 dny (dlouhodob§ regenerace).  

Hodnocen® fyziologick® charakteristiky: U vzorkŢ z kaģd®ho odbŊru (kontrola, kr§tkodob® a 

dlouhodob® sucho, kr§tkodob§ a dlouhodob§ regenerace) byly stanoveny n§sleduj²c² 

charakteristiky: relativn² obsah vody v listech (RWC) na z§kladŊ stanoven² ļerstv® hmotnosti 

FW, hmotnosti po nasycen² vodou ve vlhkostn² komoŚe TW, a such® hmotnosti DW dle vzorce: 

RWC(%) = (FW-DW)/(TW-DW)*100 (%). OsmotickĨ potenci§l byl stanoven jako osmolarita 

ġŠ§vy ze zmrazenĨch listŢ pomoc² osmometru VAPRO 5600 (Wescor Inc., Utah, USA) a 

n§slednŊ vypoļten dle vanËt Hoffovy rovnice. Maxim§ln² fotochemick§ ¼ļinnost fotosyst®mu 

II Fv/Fm byla stanovena pomoc² FluorPen FP100 (PSI, Dr§sov, ĻR) a charaktersitiky spojen® 

s fotosynt®zou (rychlost ļist® fotosynt®zy Pn) a transpirac² (rychlost transpirace Tr, stomat§rn² 

vodivost, intercelul§rn² koncentrace CO2) byly stanoveny pomoc² LCpro+ (Opti-Sciences, Inc). 

AnalĨza tot§ln²ho proteomu: Proteiny byly extrahov§ny pomoc² TCA/aceton/fenolov® extrakce 

(V²t§mv§s et al. 2015; Neġporov§ et al. 2024). N§slednŊ byly provedeny 2D-DIGE gelov® 

analĨzy (24 cm IPG stripy pI 3-10) s oznaļen²m vzorkŢ pomoc² fluorescenļn²ch barviv CyDyes 

(GE Healthcare). Gely byly oskenov§ny pomoc² laserov®ho scanneru Typhoon FLA9500 (GE 

Healthcare) a vyhodnoceny pomoc² software SameSpot (TotalLab Ltd). Pro identifikace byly 

vybr§ny diferenci§lnŊ abundantn² proteinov® spoty (DAPS) vykazuj²c² > 3.5 zmŊnu v uzlech a 



¨ǊƻŘŀ 12/2025, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

67 

 

 

> 2.5 zmŊnu v listech (oġetŚen² vs kontrola) (p < 0.01). Spoty byly identifikov§ny pomoc² 

MALDI-TOF (SciexTOF/TOFTM 5800, SCIEX) za pouģit² MASCOT server s datab§z² 

NCBI-Triticeae (txid147389 staģeno z NCBI database 16.8.2017, 213862 sekvenc²) nebo 

JGI-Triticum aestivum datab§ze (Taestivum_296_v2.2, staģeno 20.7.2018, 

293053 sekvenc²)(Mayer et al., 2014). Za reliabiln² byla povaģov§na identifikace min. 2 

unik§tn²ch peptidŢ. Povolen® aminokyselinov® modifikace zahrnovaly karbamidomethylaci 

cysteinu, oxidaci methioninu a transformace tryptofanu. 

Bioinformatick§ analĨza proteomickĨch dat: Funkļn² charakterizace proteinŢ byla provedena 

na z§kladŊ identifikace proteinŢ v datab§zi Uniprot (www.uniprot.org) pomoc² datab§ze 

GeneOntology (www.geneontology.org) na z§kladŊ tŚ² krit®ri²: bunŊļn§ lokalizace, molekul§rn² 

funkce, a biologickĨ proces. Protein-proteinov® interakce byly vyhled§ny pomoc² n§stroje 

STRING (https://string-db.org/). 

AnalĨza metabolomu: Metabolity byly extrahov§ny dle Lisec et al. (2006). Metabolity byly 

identifikov§ny pomoc² plynov®ho chromatografu 7890B (Agilent) se sbŊrem vzorkŢ (Gerstel 

GmbH & Co), spojenĨm s 5977A kvadrup·lovĨm hmotnostn²m spektrometrem (Agilent). 

Teplota rozhran², injektoru a iontov®ho zdroje byla 300, 250 a 230ÁC. Rychlost proudŊn² helia 

byla 2 ml/min. Chromatograf byl spojenĨ s kolonou Restek Rxi 5MS, 30 m x 0.25 mm x 0.25 

ɛm (Restek GmbH). 

Statistick§ analĨza dat: Jednotliv® charakteristiky byly hodnoceny pomoc² ANOVA 

(STATISTICA, verze 13, TIBCO). Pro mnohorozmŊrn® analĨzy, napŚ. faktorovou a klastrovou 

analĨzu, byla data nejprve transformov§na pomoc² Z-sk·re a pot® byly analĨzy provedeny 

v programech STATISTICA a R. 

 

VĨsledky 

VĨsledky hodnocen² fyziologickĨch charakteristik odpov²daj² odliġnĨm strategi²m hospodaŚen² 

s vodou u obou odrŢd: za kr§tkodob®ho sucha mŊla Baletka vyġġ² hodnoty RWC, intercelul§rn² 

CO2 a Fv/Fm, naopak Tobak oproti Baletce vykazoval vyġġ² hodnoty ļist® fotosynt®zy a 

transpirace v prŢbŊhu dlouhodob®ho sucha. V prŢbŊhu regenerace po znovuzalit² se hodnoty 

vŊtġiny fyziologickĨch charakteristik vr§tily na ¼roveŔ srovnatelnou s kontrolou, pouze 

prŢduchov§ vodivost a intercelul§rn² CO2 byly u obou kultivarŢ oproti kontrole vyġġ². 

Proteomick§ analĨza: Poļty DAPS detekovanĨch v listech a odnoģovac²ch uzlech obou 

kultivarŢ v jednotlivĨch odbŊrech (kr§tkodob® a dlouhodob® sucho, kr§tkodob§ a dlouhodob§ 

regenerace po suchu) jsou uvedeny pomoc² VennovĨch diagramŢ v Obr. 1. Funkļn² analĨza dle 

biologickĨch procesŢ vyk§zala v odnoģovac²ch uzlech nejvyġġ² zastoupen² proteinŢ 

v kategori²ch ĂproteinovĨ metabolismusñ (27), Ăochrann® a stresov® proteinyñ (24), 

Ăsestavov§n² proteinŢñ (15), Ăredox metabolismusñ (14), ĂaminokyselinovĨ metabolismusñ 

(11), Ăcytoskeletñ (10), Ăkarbohydr§tovĨ metabolismusñ (10); v listech to byly skupiny 

zahrnuj²c² Ăfotosynt®zuñ (91), ĂaminokyselinovĨ metabolismusñ (23), Ăkarbohydr§tovĨ 

metabolismusñ (12), a Ăsestavov§n² proteinŢñ (11). AnalĨza protein-proteinovĨch interakc² 

pomoc² online n§stroje STRING vytvoŚila u proteinŢ v odnoģovac²ch uzlech 10 klastrŢ a v 

listech 9 klastrŢ. 

http://www.uniprot.org/
http://www.geneontology.org/
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Obr§zek 1. Vennovy diagramy zobrazuj²c² DAPS mezi kontroln²m odbŊrem a kr§tkodobĨm 

suchem (1), dlouhodobĨm suchem (2), kr§tkodobou regenerac² (3) a dlouhodobou regenerac² 

(4) v odnoģovac²ch uzlech Baletky (A), v odnoģovac²ch uzlech Tobaku (B), v listech Baletky 

(C) a v listech Tobaku (D). ŷ znaļ² DAPS se zvĨġenou abundanc², Ź znaļ² DAPS se sn²ģenou 

abundanc². 

 

Metabolomick§ analĨza vedla k identifikaci 46 diferenci§lnŊ akumulovanĨch metabolitŢ, z 

nichģ nejabundantnŊjġ² byly sacharidy glukosa, fruktosa, manosa, cukern® alkoholy a organick® 

kyseliny (48 %). Dalġ² abundantn² skupiny metabolitŢ zahrnovaly aminokyseliny (24 %) a 

metabolity citr§tov®ho cyklu (11 %). Faktorov§ analĨza porovn§vaj²c² cel® spektrum 

identifikovanĨch metabolitŢ mezi jednotlivĨmi odbŊry uk§zala obdobn® spektrum 

identifikovanĨch metabolitŢ u kontroln²ho odbŊru a kr§tkodob®ho sucha, a na druh® stranŊ u 

dlouhodob®ho sucha a kr§tkodob® regenerace, coģ ukazuje na jistou setrvaļnost metabolitŢ v 

odezvŊ na zmŊnu podm²nek. 

 

Diskuze 

Komplexn² analĨza fyziologickĨch, proteomickĨch a metabolomickĨch dat z listŢ a uzlŢ obou 

kultivarŢ pġenice pŚin§ġ² nov® poznatky tĨkaj²c² se odezvy pġenice na sucho. Poprv® byl u 

pġenice detekov§n v odezvŊ na stres protein LTI65kDa, zn§mĨ t®ģ jako protein RD29B, kterĨ 

patŚ² do rodiny LTI65/LTI78 proteinŢ a je indukov§n nejen n²zkou teplotou, ale i desikac² a 

kyselinou abscisovou (ABA). Dalġ² suchem indukovanĨ protein LEA1 byl u odrŢdy Baletka 

detekov§n i po 3 dnech regenerace, coģ ukazuje na jeho moģn® zapojen² v procesech spojenĨch 

s tzv. Ăstresovou pamŊt²ñ (Ăstress memoryñ) (Godwin a Farrona 2020; Kosov§ et al. 2025) u 

t®to odrŢdy s konzervativn² Ăwater-saverñ strategi² hospodaŚen² s vodou. 

Dalġ²m zaj²mavĨm poznatkem je propojen² vĨsledkŢ fyziologickĨch, proteomickĨch a 

metabolomickĨch dat ukazuj²c²ch vĨznam ġŠavelanŢ jako moģn®ho alternativn²ho zdroje CO2 
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pro fotosynt®zu C3 rostlin vystavenĨch suchu, coģ je sice zn§mo u nŊkterĨch rostlin, ale u 

pġenice to zat²m pops§no nebylo. Korelace mezi vodivost² prŢduchŢ, obsahem kyseliny 

ġŠavelov® a abundanc² tzv. germin proteinu s aktivitou oxal§t oxidasy vede k hypot®ze o 

ġŠavelanech jako alternativn²m zdroji CO2 u pġenice vystaven® dlouhodob®mu suchu (Bernier 

a Berna 2001; Tooulakou et al. 2016a,b). VĨznam krystalŢ ġtavelanŢ jako alternativn²ho zdroje 

CO2 u C3 rostlin vystavenĨch dlouhodob®mu suchu je schematicky zn§zornŊn v Obr. 2. 

Detailn² mikroskopick§ analĨza ġŠavelanovĨch krystalŢ v listech pġenice vystavenĨch suchu by 

mohla pŚin®st nov§ data podporuj²c² tuto hypot®zu. 

 

 
Obr§zek 2. VĨznam ġŠavelanŢ jako alternativn²ho zdroje CO2 pro C3 rostliny vystaven® suchu. 

ŷ znaļ² zvĨġenou abundanci oxal§t oxidasy, Ź znaļ² sn²ģenou abundanci oxal§t oxidasy. 

PodŊkov§n²: Pr§ce byla podpoŚena projekty Ministerstva zemŊdŊlstv² ĻR (MZe ĻR) 

QK22010293 a institucion§rn²m projektem MZe ĻR RO023.  
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Molekul§rn² charakterizace odrŢd km²nu koŚenn®ho (Carum carvi L.) 

pomoc² SSR markerŢ: od pŚ²pravy materi§lu po vĨbŊr vhodnĨch markerŢ 

Molecular characterization of caraway (Carum carvi L.) varieties using SSR 

markers: from material preparation to selection of suitable markers 

Rºszlerov§ P.ĭ, Misginna S.G.ĭ, Jozov§ E.ĭ, Ļurn V.ĭ 

ĭ Katedra genetiky a biotechnologi², Fakulta zemŊdŊlsk§ a technologick§,  

Jihoļesk§ univerzita v ĻeskĨch BudŊjovic²ch 

Abstrakt  
S rostouc²m poļtem novĨch odrŢd km²nu koŚenn®ho se zvyġuje potŚeba pŚesn® identifikace odrŢd 

a dalġ²ch genetickĨch zdrojŢ, a to zejm®na z dŢvodŢ pr§vn² ochrany odrŢd a odhalov§n² padŊlkŢ, 

¼myslnĨch z§mŊn ļi neļistot v koneļnĨch produktech (chl®b, koŚen²c² smŊsi a dalġ²). Limitace 

morfologickĨch a biochemickĨch markerŢ pŚekon§vaj² markery molekul§rn², kter® vġak zat²m u km²nu 

nejsou rutinnŊ vyuģ²v§ny. Tato pr§ce proto pŚibliģuje prvn² kroky k vĨvoji funkļn²ch SSR markerŢ 

vyuģitelnĨch pro identifikaci odrŢd km²nu ï od izolace DNA aģ po vĨbŊr a optimalizaci vhodnĨch SSR 

markerŢ z pŚ²buznĨch rostlin. Pro izolaci DNA z listŢ byla optimalizov§na metoda CTAB, zat²mco pro 

izolaci DNA ze semen vyuģ²t komerļn² kit. Do uģġ²ho vĨbŊru bylo zaŚazeno 13 SSR markerŢ, kter® byly 

¼spŊġnŊ amplifikov§ny a poskytovaly polymorfn² spektrum amplikonŢ. 

Kl²ļov§ slova: Km²n koŚennĨ, genetick® zdroje, izolace DNA, metoda PCR, SSR markery 

Abstract 
With the growing number of new caraway varieties, there is an increasing need for accurate 

identification of varieties and other genetic resources, mainly for reasons of legal protection of varieties 

and detection of falsifications, intentional substitutions, or impurities in final products (bread, 

seasonings, and others).  The limitations of morphological and biochemical markers are overcome by 

molecular markers, which are not yet routinely used for caraway. This work therefore outlines the first 

steps towards the development of functional SSR markers that can be used for the identification of 

caraway varieties ï from DNA isolation to the selection and optimization of suitable SSR markers from 

related plants. For DNA isolation from leaves, the CTAB method was optimized and a commercial kit 

for DNA isolation from seeds was used. Thirteen SSR markers were selected because they successfully 

amplified and provided a polymorphic spectrum of amplicons. 

Keywords:Caraway, genetic resources, DNA isolation, PCR method, SSR markers 

Đvod 

Km²n koŚennĨ (Carum carvi L.) je vĨznamn§ hospod§Śsk§ plodina z ļeledi miŚ²kovit® 

(Apiaceae). V Ļesk® republice m§ jeho pŊstov§n² dlouholetou tradici, zejm®na d²ky pŚ²znivĨm 

podm²nk§m podneb² a prostŚed². K dneġn²mu dni je v Ļesk® republice registrov§no sedm odrŢd 

km²nu koŚenn®ho a od roku 2008 nese komodita ĂĻeskĨ km²nñ chr§nŊn® oznaļen² pŢvodu 

v r§mci Evropsk® unie (Kr§l²k et al., 2007; Zehn§lek & Kraus, 2024). Se zvyġuj²c² se potŚebou 

novĨch odrŢd hospod§Śsky vĨznamnĨch rostlin, zamŊŚenĨch pŚedevġ²m na vĨnos a odolnost, 

je jejich odliġen² na z§kladŊ morfologickĨch znakŢ ļ²m d§l obt²ģnŊjġ² a mnohdy nedostaļuj²c² 

(Abdelaziz et al., 2024; Swarup et al., 2021). Popularitu si proto v posledn²ch letech z²sk§vaj² 

molekul§rn² markery, kter® poskytuj² dostateļnou variabilitu, reprodukovatelnost a mohou 

vĨznamnŊ podpoŚit i konvenļn² ġlechtitelsk® postupy (Spooner et al., 2005). PŚi vĨbŊru 

vlastn²ch molekul§rn²ch markerŢ je nutn® zv§ģit nejenom finanļn², ļasov® a technick® n§roky 

jednotlivĨch markerŢ, ale tak® jejich schopnost odhalit genetick® rozd²ly existuj²c² v souboru 

jedincŢ (Shete et al., 2000). PŚes velk® mnoģstv² dostupnĨch molekul§rn²ch markerŢ patŚ² SSR 

markery (Simple Sequence Repeat) mezi nejpopul§rnŊjġ² z mnoha dŢvodŢ ï v genetice rostlin 

to je d²ky jejich reprodukovatelnosti, kodominantn² dŊdiļnosti a relativnŊ dobr®mu pokryt² 

genomu (Guler & Imamoglu, 2023). U vĨznamnĨch druhŢ plodin a modelovĨch organismŢ 

jsou SSR primery dostupn® ve veŚejnĨch datab§z²ch, ale v ostatn²ch pŚ²padech je tŚeba je 
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navrhnout de novo (Mason, 2015). Jednou z moģnost², jak z²skat SSR markery u minoritn²ch 

plodin, kde je k dispozici m§lo informac² o genomu, je vyuģit² pŚenositelnosti SSR markerŢ z 

pŚ²buznĨch rostlin. Tato metoda vych§z² z pŚedpokladu, ģe urļit® ļ§sti DNA mohou bĨt u 

pŚ²buznĨch druhŢ ļi rodŢ dostateļnŊ podobn®, d²ky ļemuģ je moģn® pouģ²t jiģ existuj²c² 

primery k amplifikaci SSR markerŢ i v nov®m c²lov®m organismu (Rossetto, 2001). 

Mezidruhov§ pŚenositelnost SSR markerŢ je rychlou a ekonomickou metodou, nicm®nŊ 

¼spŊġnost pŚenosu z§vis² na evoluļn² vzd§lenosti mezi obŊma druhy, popŚ²padŊ rody (Kumar 

et al., 2014). Zat²mco jedinou dostupnou studi² s vyuģit²m markerŢ SSR u km²nu koŚenn®ho je 

pr§ce Ahmand et al. (2017), jin®, hospod§Śsky vĨznamnŊjġ² plodiny z ļeledi miŚ²kovit® byly 

prozkoum§ny v²ce (Aiello et al., 2020; Bharti et al., 2018; Cavagnaro et al., 2011; Choudhary 

et al., 2017). Tyto studie pŚedstavuj² vĨznamnĨ zdroj funkļn²ch SSR markerŢ, z nichģ nŊkter® 

byly vyuģity i v r§mci t®to pr§ce.   

Materi§l a metody 

Kolekce genetickĨch zdrojŢ 

Z§kladn² kolekci tvoŚ² 126 vzorkŢ semen km²nu koŚenn®ho z²skanĨch z Genov® banky CARC. 

Zastoupen² tŊchto vzorkŢ pokrĨv§ celosvŊtovĨ vĨskyt, jednotliv® typy odrŢd (jednolet®, 

dvoulet® i ozim®) a i rŢzn® typy materi§lu (plan® rostliny, ġlechtitelskĨ materi§l ļi registrovan® 

odrŢdy). Kolekce je d§le vĨznamnŊ tvoŚena vzorky z firmy Agritec a z Mendelovy univerzity 

v BrnŊ. Vzorky byly z²sk§ny ve formŊ semen, avġak nejv²ce preferovanĨm materi§lem pro 

navazuj²c² analĨzy jsou listy ï umoģŔuj² jednoduchou izolaci DNA a dostatek materi§lu pro jej² 

pŚ²padn® opakov§n². Z tohoto dŢvodu byly u vġech vzorkŢ semen v prvn² ŚadŊ provedeny testy 

kl²ļivosti. KvŢli velmi omezen®ho mnoģstv² materi§lu byly testy kl²ļivosti provedeny s deseti 

semeny. Semena byla um²stŊna na steriln² plastovou Petriho misku s filtraļn²m pap²rem 

navlhļenĨm sterilizovanou demineralizovanou vodou a ponech§na pŚi pokojov® teplotŊ. Po 

jednom tĨdnu byla spoļ²t§na kl²ļiv§ semena a vzorky byly rozdŊleny do tŚ² kategori² ï vĨbornŊ 

kl²ļiv§ (7/10ï10/10), stŚednŊ kl²ļiv§ (4/10ï6/10) a hŢŚe kl²ļiv§ aģ nekl²ļiv§ (1/10ï3/10). 

U semen vĨbornŊ aģ stŚednŊ kl²ļivĨch byla vġechna zbĨvaj²c² semena pŚedkl²ļena na Petriho 

misk§ch s navlhļenĨm filtraļn²m pap²rem po dobu jednoho tĨdne, n§slednŊ vyseta do 

zahradnick®ho raġelinov®ho substr§tu a pŊstov§na v laboratorn²ch podm²nk§ch pŚi teplotŊ 21 

ÁC a 16/8 po dobu 14 dn². Listy byly odebr§ny pomoc² steriln²ch nŢģek a homogenizov§ny 

v tekut®m dus²ku pomoc² hmoģd²Śe a tlouļku. Ļ§st byla pouģita pro izolaci DNA, zbytek byl 

uchov§n pŚi -80 ÁC. Semena hŢŚe kl²ļiv§ a nekl²ļiv§ byla rovnou homogenizov§na v tekut®m 

dus²ku pomoc² hmoģd²Śe a tlouļku a pouģita pro pŚ²mou izolaci DNA ze semen. 

Izolace DNA z rostlinn®ho materi§lu 

V t®to pr§ci byly pouģity 3 metody izolace DNA: modifikovanĨ CTAB-PVP protokol (Doyle, 

1991), komerļn² kit Quick-DNA Plant/Seed Miniprep Kit (ZymoResearch) a izolace pomoc² 

automatizovan® stanice MagCore s kitem MagCoreÈ Plant DNA Kit (RBC Bioscience). Pro 

vġechny typy izolac² bylo odebr§no 50 mg homogenizovan®ho materi§lu. Pro ovŊŚen² kvality 

DNA pomoc² PCR byl vybr§n osvŊdļenĨ barcoding marker pro identifikaci rostlin v ļeledi 

miŚ²kovit® trnH-psbA (Abdelaziz et al., 2024). PCR protokol: Master mix (PPP Top-Bio) 5 Õl, 

primer forward 0.2 Õl, primer reverse 0.2 Õl, PCR H20 3.6 Õl a DNA 1 Õl; Reakļn² podm²nky: 

poļ§teļn² denaturace 94 ÁC 3 min, 30 cyklŢ: denaturace 94 ÁC 5 s, annealing 55 ÁC 25 s, extenze 

72 ÁC 45 s a jeden cyklus fin§ln² extenze 72 ÁC 5 min. PCR produkty byly vizualizov§ny na 

1% agar·zov®m gelu s ethidium bromidem jako interkalaļn²m ļinidlem.   
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N§vrh a optimalizace SSR markerŢ 

ZamŊŚen² t®to pr§ce na SSR markery vych§z² z jejich vĨzkumn®ho pŚ²nosu (metodika pro 

vyuģit² SSR markerŢ u km²nu nebyla dosud publikov§na) a technick® a finanļn² dostupnosti 

(oproti finanļnŊ a technicky n§roļnŊjġ²m SNP (Single Nucleotide Polymorphism) analĨz§m 

nebo sekvenov§n² cel®ho genomu). D²ky vĨvoji SSR markerŢ u pŚ²buznĨch rodŢ z ļeledi 

miŚ²kovit® bylo moģn® tyto markery vyuģ²t a optimalizovat pro potŚeby t®to pr§ce. Pro 

screening bylo na z§kladŊ schopnosti odhalit polymorfismus v existuj²c²m souboru rostlin 

(vysok§ frekvence alel, vysok® ļ²slo PIC a pŚenositelnost v ļeledi miŚ²kovit®) vybr§no 47 SSR 

markerŢ. Tyto markery byly testov§ny vģdy pro dvŊ registrovan® odrŢdy km²nu pomoc² 

Gradient PCR. Na z§kladŊ t®to analĨzy byl navrģen vhodnĨ teplot profil PCR reakce. PCR 

protokol: Master mix (PPP Top-Bio) 5 Õl, primer forward 0.2 Õl, primer reverse 0.2 Õl, PCR 

H20 3.6 Õl a DNA (200 ng/Õl) 1 Õl; Reakļn² podm²nky: poļ§teļn² denaturace 95 ÁC 5 min, 40 

cyklŢ: denaturace 95 ÁC 1 min, annealing Ta 1 min, extenze 72 ÁC 1 min a jeden cyklus fin§ln² 

extenze 72 ÁC 10 min., pŚiļemģ Ta odpov²d§ rozsahu teplot oļek§vanĨch u dan®ho markeru. 

PCR produkty byly vizualizov§ny na 3% agar·zov®m gelu s ethidium bromidem jako 

interkalaļn²m ļinidlem.   

VĨsledky 

Kl²ļivost semen 

Vzorky byly rozdŊleny do tŚ² kategori² podle ¼spŊġnosti kl²ļen²: vĨbornŊ kl²ļiv§ semena 

(42 vzorkŢ), stŚednŊ kl²ļiv§ semena (59 vzorkŢ) a hŢŚe kl²ļiv§ aģ nekl²ļiv§ semena (25 vzorkŢ).  

Jako odbŊratel® nem§me k dispozici informaci o datu posledn² regenerace semen, zn§me pouze 

rok jejich pŢvodn²ho zaŚazen² do genov® banky. Z²skan® vzorky poch§zej² z obdob² let 1981ï

2014, nicm®nŊ mezi pŢvodem ani datem jejich zaŚazen² do genov® banky nebyla zjiġtŊna ģ§dn§ 

souvislost s kl²ļivost² semen. Z toho vyplĨv§ doporuļen² prov§dŊt testy kl²ļivosti jeġtŊ pŚed 

volbou metody izolace DNA. Tyto testy jsou vġak ļasto omezeny malĨm mnoģstv²m 

dostupnĨch semen. 

Izolace DNA 

Pro izolaci DNA z listov®ho materi§lu se jako nejvhodnŊjġ² metoda osvŊdļil modifikovanĨ 

CTAB protokol (Doyle, 1991). PŚestoģe se jedn§ o ļasovŊ n§roļnou metodu, jej²m vĨsledkem 

je velk® mnoģstv² vysoce kvalitn² DNA, kter§ je dobŚe vyuģiteln§ pro navazuj²c² analĨzy. 

Naopak DNA izolovan§ ze semen pomoc² stejn®ho protokolu nebyla vhodn§ pro PCR analĨzu, 

a to kvŢli jej² n²zk® kvalitŊ a pŚ²tomnosti l§tek pŚirozenŊ inhibuj²c²ch PCR reakci. Pro izolaci 

DNA ze semen se proto jako nejefektivnŊjġ² metoda osvŊdļil komerļn² kit Quick-DNA 

Plant/Seed Kit (ZymoResearch), kterĨ umoģnil z²skat DNA vhodnou pro navazuj²c² analĨzy. 

Tento kit, stejnŊ jako automatizovan§ stanice MagCore s kitem MagCoreÈ Genomic DNA 

Plant Kit, se osvŊdļil i pŚi izolaci DNA z listŢ. Z praktick®ho hlediska vġak u listov®ho 

materi§lu pŚevaģuj² vĨhody CTAB protokolu, zejm®na d²ky niģġ²m n§kladŢm na vlastn² izolaci 

a moģnosti zpracovat vŊtġ² mnoģstv² vstupn²ho materi§lu. Naopak pŚi pr§ci se semeny poskytl 

nejkonzistentnŊjġ² vĨsledky kit ZymoResearch, zat²mco automatizovan§ stanice MagCoreÈ se 

ukazuje jako vhodn® Śeġen² pŚi zpracov§n² velk®ho poļtu vzorkŢ v kr§tk®m ļase. Kvalitu DNA 

reflektuj² vĨsledky PCR s primery trnH-psbA (Obr§zek 1). Dle publikace Abdelaziz et al. 

(2024) je oļek§van§ velikost fragmentu pro km²n 158 bp. Zat²mco PCR probŊhla ¼spŊġnŊ s 

DNA izolovanou z listŢ (PK) a ze semen metodami MagCore a Zymo, u DNA izolovan® ze 

semen metodou CTAB byl vĨsledek negativn². 
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Obr§zek 1: VĨsledek PCR reakce ¼seku trnH-psbA. NK ï negativn² kontrola, PK ï pozitivn² kontrola (vzorek listŢ 

izolovanĨ metodou CTAB), CTAB/MagCore/Zymo ï vzorky semen izolovan® rŢznĨmi metodami 

Vybran® SSR markery 

Pro ¼ļely screeningu bylo vybr§no celkem 47 SSR markerŢ na z§kladŊ ¼dajŢ z dostupnĨch 

odbornĨch publikac². Z tohoto souboru bylo 13 markerŢ ¼spŊġnŊ amplifikov§no u km²nu 

koŚenn®ho. Tabulka 1 uv§d² pŚehled sekvenc² SSR markerŢ, kter® se podaŚilo ¼spŊġnŊ 

optimalizovat, a kter® vykazuj² reprodukovateln® vĨsledky. Tyto optimalizovan® markery jsou 

v souļasn® dobŊ vyuģ²v§ny k testov§n² cel® kolekce km²nu koŚenn®ho, a to prostŚednictv²m 

fragmentaļn² analĨzy s pouģit²m fluorescenļnŊ znaļenĨch SSR markerŢ.  
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Tabulka 1: PŚehled fin§ln²ch SSR markerŢ. TA ï teplota annealingu 

N§zev SSR 

markeru 
Sekvence 5Ëï 3Ë TA Reference 

Cumin SSR 

186 

F: ACCATCACGCGAATATCAAAG 
56 ÁC 

Bharti et al. 

(2018) 

R: TGACCTCAAAATCACACACACA 

Cumin SSR 

306  

F: GCATGGAACGGAGAGAAAGA 
50 ÁC 

R: ACTCAACTTAAACCCACCTCAAC 

Cumin SSR 

53 

F: ACACAACCCAAACAGTCCAAA 
50 ÁC 

R: TGTCAATTTCCATTCCAGCAC 

Cumin SSR 

256  

F: ATAACCAAACCAGGAGGAGGA 
52 ÁC 

R: TTGTGATTGTTTGAGGACTGG 

Cumin SSR 

699 

F: GTCGTTTTGACGTGGGTTCT 
52 ÁC 

R: TAAAATCTCCCCACTGGCTTCF 

Cumin SSR 

861 

F: GTCACCACCTGAACCAAAGA 
45 ÁC 

R: ACGAGACGTTGAAAGCAAAACF 

ECMS 16 
F: AGGTTTCAGTTTCTGGTAGTGT 

49 ÁC 
Acquadro et al. 

(2006) R: TGTTGCTGTGTAGGCATCT 

GSSR 24 
F: GCCAACCATCAAAATCACTTCT 

60,5 ÁC 

Cavagnaro et al. 

(2011) 

R: GAATAACTGCCTGCAATACCG 

GSSR 97 
F: GGCAAAGAAACAGATTTGGAGA 

49 ÁC 
R: CTGCCCTAGCATCAAAACAAAC 

GSSR 111 
F: GAGGAAGGGTAGATCCAGTCA 

57 ÁC 
R: ATGGGATGTCTTTCCCCTCTAT 

GSSR 138 
F: CGCTCGAGTTTCGTAGAGT 

50 ÁC 
R: CCTCCCCAACTCAATCCAAT 

GSSR 140 
F: GGATACGAAGGAAAGACTCCAC 

55 ÁC 
R: AGGAGAGTAAAAGATTGAGGACTTG 

GSSR 154 
F: CTTATATGTGATGGCGTCGAAA 

56 ÁC 
R: GACTGCACCGCTCCTAACTC 

Diskuze 

Jedn²m z c²lŢ pr§vŊ prob²haj²c² projektu je ovŊŚit moģnost vyuģit² SSR markerŢ pro identifikaci 

odrŢd km²nu koŚenn®ho a analĨzu genetick® diverzity v kolekci. Tato pr§ce shrnuje prvn² kroky 

nezbytn® pro dosaģen² tohoto c²le ï volbu vhodn® metody izolace DNA a vĨbŊr molekul§rn²ch 

markerŢ. Izolace DNA z rŢznĨch typŢ materi§lu (listŢ a semen) uk§zala, ģe kaģdĨ typ vyģaduje 

odliġnĨ pŚ²stup. Zat²mco DNA z²sk§na z listŢ n§mi vybranĨmi izolaļn²mi metodami (protokol 

CTAB, kit Zymoresearch a automatizovan§ stanice MagCore) byla ¼spŊġnŊ amplifikov§na, 

u semen byla negativn² amplifikace u izolace metodou CTAB. Tento rozd²l mŢģe bĨt vysvŊtlen 

vysokĨm obsahem sekund§rn²ch metabolitŢ (esenci§ln² oleje, polysacharidy ļi fenolick® 

slouļeniny) v semenech km²nu (Sedl§kov§ et al., 2003), tedy l§tek, kter® negativnŊ ovlivŔuj² 

vlastn² izolaci DNA a n§slednŊ inhibuj² PCR (Fadila Abna Swari et al., 2023). Listy pŚedstavuj² 

vhodnŊjġ² materi§l, jak uv§d² Aggarwal et al. (2022). Metoda ovŊŚov§n² genetick® ļistoty osiva 

je vġak sama o sobŊ ļasovŊ n§roļn§, a proto je zapotŚeb² spolehlivĨch postupŢ, kter® umoģn² 

kvalitn² izolaci DNA pŚ²mo z osiva, nez§visle na vegetaļn²m obdob² (Gupta et al., 2012).  

Ne vģdy je optim§ln² tak® kl²ļivost semen, pŚestoģe udrģen² dobr®ho zdravotn²ho stavu semen 

ve sb²rk§ch je hlavn² vĨzvou pro spr§vu genovĨch bank (Redden & Partington, 2019). V naġich 

testech na 126 vzorc²ch km²nu z genov® banky se uk§zalo, ģe testy kl²ļivosti jsou kl²ļov® pro 

pl§nov§n² dalġ²ch postupŢ, protoģe preferovanĨ vstupn² materi§l ï listy, lze ne vģdy jednoduġe 

z²skat. Vedle volby vhodn® metody izolace DNA hraje z§sadn² roli tak® vĨbŊr pouģitĨch 

molekul§rn²ch markerŢ. Omezen²m t®to studie mŢģe bĨt pomŊrnŊ malĨ poļet SSR markerŢ 

(13 markerŢ), kter® nemus² dostateļnŊ zachytit genetickou variabilitu v kolekci km²nu. To je 

vġak d§no nedostatkem informac² o genomu km²nu koŚenn®ho (von Maydell et al., 2024), coģ 
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vedlo k nutnosti vyuģ²t SSR markery z pŚ²buznĨch rostlin. ĐspŊġnost pŚenositelnosti z§vis² na 

evoluļn² vzd§lenosti mezi obŊma rody a dle Rossetto (2001) ļin² prŢmŊrnŊ 35 %. V ļeledi 

miŚ²kovit® popsal Cavagnaro et al. (2011) pŚenositelnost 41 % napŚ²ļ celou ļeled².  V souļasn® 

dobŊ prob²h§ testov§n² vybranĨch SSR markerŢ na cel® kolekci km²nu. RovnŊģ se jev² jako 

pŚ²nosn® vyuģ²t i dalġ² typy molekul§rn²ch markerŢ, vļetnŊ ISSR, kter® jsou jiģ v r§mci tohoto 

projektu rozpracov§ny. Jejich vyuģit² obch§z² vŊtġinu praktickĨch omezen² SSR a nevyģaduj² 

pŚedchoz² znalost sekvence genomu. Cenov§ n§roļnost je niģġ² neģ v pŚ²padŊ novĨch, ale 

popul§rn²ch metod genotypov§n² pomoc² sekvenov§n² (GBS) popsanĨch u km²nu ve studi²ch 

von Maydell et al. (2020) a de Haro Reyes et al. (2025). 

Z§vŊr 

Rostouc² poļet odrŢd km²nu koŚenn®ho zvyġuje potŚebu spolehliv® identifikace rodiļovskĨch 

sloģek pro ochranu odrŢd a kontrolu kvality produktŢ. Molekul§rn² SSR markery nab²zej² 

vysokou variabilitu, reprodukovatelnost a podporu ġlechtŊn², a proto je tato pr§ce zamŊŚena 

pr§vŊ na nŊ. Testy kl²ļivosti potvrdily, ģe ģivotaschopnost semen je kl²ļovĨm faktorem pro 

volbu dalġ²ho postupu a metodu izolace. Byla optimalizov§na izolace DNA z listŢ i semen 

km²nu a bylo prok§z§no, ģe pro kaģdĨ typ materi§lu je vhodn§ jin§ metoda. Z pŚ²buznĨch rostlin 

ļeledi miŚ²kovit® byly vybr§ny SSR markery a do uģġ²ho vĨbŊru se dostalo 13 markerŢ, kter® 

jsou v souļasnosti testov§ny na cel® kolekci. C²lem prob²haj²c²ho testov§n² je ovŊŚit 

polymorfismus mezi jednotlivĨmi genotypy a vyhodnotit variabilitu genetick® diverzity v r§mci 

dostupn®ho souboru odrŢd a populac² km²nu. 
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Abstrakt 

Jetel luļn² (Trifolium pratense L.) je p²cnina pŊstovan§ v m²rn®m p§smu, jej²ģ produkce je ļasto 

omezov§na koŚenovĨmi a krļkovĨmi chorobami zpŢsobenĨmi pŚev§ģnŊ houbami rodu Fusarium. Tyto 

patogeny napadaj² pletiva koŚene a krļku rostlin, sniģuj² tvorbu semen a zkracuj² d®lku perzistence. 

C²lem studie bylo vyhodnotit odolnost 171 genetickĨch pŢvodŢ jetele luļn²ho vŢļi druhŢm 

F. oxysporum, F. avenaceum a F. poae v kontrolovanĨch in vitro podm²nk§ch. AnalĨza prok§zala rozd²ly 

v n§chylnosti mezi genotypy i genetickĨmi pŢvody. Nejvyġġ² stupeŔ infekce byl zaznamen§n u 

F. oxysporum, nejniģġ² u F. poae. Popisn® charakteristiky sm²ġen®ho kumulativn²ho modelu umoģnily 

identifikovat genetick® pŢvody s univerz§ln² odolnost² vŢļi testovanĨm druhŢm. Tyto genotypy a 

vĨsledky testov§n² budou vyuģity pro n§sledn® genetick® mapov§n² a transkriptomick® analĨzy 

mechanismŢ odolnosti a jako vĨchoz² materi§l pro ġlechtŊn² novĨch rezistentn²ch odrŢd.  
Kl²ļov§ slova: Jetel luļn²; Fusarium spp.; odolnost k houbovĨm chorob§m; in vitro testov§n²; 

genetick§ diverzita  

Abstract 

Red clover (Trifolium pratense L.) is a forage crop cultivated in temperate regions, whose productivity 

is often limited by root and crown diseases mainly caused by fungi of the genus Fusarium. These 

pathogens infect root and crown tissues, reducing seed production and shortening plant persistence. The 

aim of this study was to evaluate the resistance of 171 genetic accessions of red clover to F. oxysporum, 

F. avenaceum, and F. poae under controlled in vitro conditions. The analysis revealed differences in 

susceptibility among genotypes and genetic accessions. The highest infection level was recorded for 

F. oxysporum and the lowest for F. poae. Descriptive characteristics of a mixed cumulative model 

enabled the identification of accessions with broad resistance to the tested Fusarium species. These 

genotypes and the obtained results will be used for subsequent genetic mapping and transcriptomic 

analyses of resistance mechanisms, as well as for breeding of new resistant cultivars. 

Key words: Red clover; Fusarium spp.; resistance to fungal diseases; in vitro testing; genetic diversity 

Đvod 

Jetel luļn² (Trifolium pratense L.) je vytrval§ p²cnina patŚ²c² do ļeledi Fabaceae. Po vojtŊġce 

set® (Medicago sativa L.) je druhou nejvĨznamnŊjġ² p²cninou z hlediska produkļn² plochy na 

svŊtŊ (Annicchiarico et al., 2015). PŊstuje se v oblastech m²rn®ho klimatu a dosahuje 

vynikaj²c²ch krmiv§ŚskĨch parametrŢ, vysokĨch vĨnosŢ (aģ 15 tun suġiny/ha v monokultuŚe, i 

d²ky jeho schopnosti vyuģ²t vzduġnĨ dus²k prostŚednictv²m symbi·zy) a vynik§ tak® vysokĨm 

obsahem b²lkovin, kolem 18 % (Stackdale et al., 2003). Jeho perzistence na stanoviġti je 

zpravidla 2 aģ 3 roky (Pelik§n, HĨbl a kol., 2012). Na jeho vytrvalost, rŢst a produkci pŢsob² 

cel§ Śada abiotickĨch a biotickĨch faktorŢ, nŊkter® pozitivnŊ, jin® negativnŊ. Mezi tŊmi 

negativn²mi dominuj² krļkov® a koŚenov® choroby zpŢsoben® houbami rodu Fusarium (Frey et 

al., 2022). Tyto vl§knit® houby pŚedstavuj² v§ģnou hrozbu pro zdravotn² stav porostŢ, neboŠ 

napadaj² koŚenovĨ syst®m a krļek rostlin, ļ²mģ naruġuj² pŚ²jem vody a ģivin, oslabuj² rŢst, 
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zpŢsobuj² odum²r§n² rostlin a vedou k celkovĨm ztr§t§m na vĨnosu p²ce. PŚi napaden² porostu 

jetele luļn²ho sniģuj² nasazen² kvŊtŢ a tvorbu semen, v nŊkterĨch pŚ²padech v z§vislosti na 

ploidii aģ o 50 % (Jing a Boelt, 2021), a z§roveŔ omezuj² regeneraļn² schopnost rostlin v nov® 

vegetaļn² sez·nŊ. Tyto patogenn² houby nav²c produkuj² toxick® sekund§rn² metabolity, 

mykotoxiny, z nichģ nejvĨznamnŊjġ² jsou trichotec®ny, siln® inhibitory synt®zy b²lkovin, a 

fumoniziny, povaģovan® za potenci§lnŊ karcinogenn² l§tky, kter® mohou vyvol§vat smrteln® 

choroby hospod§ŚskĨch zv²Śat (Munkvold, 2016). Nejlepġ²m zpŢsobem, jak se vyvarovat tŊmto 

onemocnŊn²m u rostlin, je snaha vyġlechtit nov® odrŢdy odoln® vŢļi tŊmto patogenŢm. 

VhodnĨm pŚ²stupem ġlechtŊn² je kombinace fenotypov®ho hodnocen² spolu s genetickĨm 

mapov§n²m odolnosti a vĨbŊrem benefitn²ch rostlin nejen na z§kladŊ jejich promŊnliv®ho 

fenotypu, ale pŚ²mo i genetick® podstaty odolnosti. Pro standardizovan® hodnocen² odolnosti 

ve velk®m mŊŚ²tku, kdy je tŚeba zajistit plnŊ kontrolovan® a uniformn² podm²nky, se jev² jako 

nejvhodnŊjġ² kultivace rostlin v in vitro prostŚed². Hodnocen²m velk®ho mnoģstv² rostlin 

v odolnosti k houbovĨm patogenŢm z²sk§me nejen cennĨ zdroj ġlechtitelsk®ho materi§lu v jiģ 

otestovanĨch jedinc²ch, ale i robustn² popisn§ data potŚebn§ k n§sledn®mu genetick®mu 

mapov§n² odolnosti u jetele luļn²ho. 

Materi§l a metody 

RostlinnĨm materi§lem bylo 171 genetickĨch pŢvodŢ jetele luļn²ho ze zdrojŢ Ļesk® genov® 

banky a ze soukromĨch sb²rek ġlechtitelŢ: Ing. Hana Jakeġov§, CSc., Selgen a. s., Oseva Uni a. 

s., DLF Seeds, s. r. o., Tagro, s. r. o., Seed service, s. r. o. a Agrogen, s. r. o. Rostliny byly 

infikov§ny houbovĨm patogenem rodu Fusarium. Dle vĨsledkŢ pilotn²ch experimentŢ 

s pŢvodnŊ 10 druhy fus§ri² byly vybr§ny druhy: Fusarium oxysporum, Fusarium avenaceum a 

Fusarium poae. ProbŊhly celkem 4 sady hodnocen² (z§Ś² 2024, ¼nor 2025, ļerven 2025 a z§Ś² 

2025). V kaģd® sadŊ bylo testov§no 45 aģ 50 pŢvodŢ, z nichģ byly pŚi kaģd®m testov§n² 

pŚ²tomny 4 vybran® kontroln² pŢvody: Start (2n), Callisto (2n), Feng (2n) a Ostro (4n). U kaģd® 

varianty patogenu bylo pl§nov§no hodnotit odolnost 10 rostlin dan®ho rostlinn®ho pŢvodu a k 

tomu i 10 neinokulovanĨch rostlin (v pŚ²padŊ pŢvodŢ s nedostatkem vhodnĨch rostlin k 

hodnocen² bylo pŚistoupeno k redukci poļtu rostlin pro jednotliv® varianty). Semena byla 

povrchovŊ sterilizov§na po dobu 3 min v 70% roztoku etanolu, n§slednŊ 10 min v 10% NaClO 

a na z§vŊr 3x opl§chnuta steriln² destilovanou vodou. Kl²ļen² prob²halo na zvlhļen®m 

filtraļn²m pap²ru ve steriln²ch Petriho misk§ch pŚi 20 ÁC ve tmŊ. U tŚ²denn²ch kl²ļn²ch rostlin 

byla dekapitov§na koŚenov§ ġpiļka a rostliny byly ponoŚeny do dan® varianty inokulaļn²ho 

roztoku fus§ria o koncentraci 3x105 sp·r/ml, v pŚ²padŊ kontroly do steriln² vody, po dobu 3 min. 

Po inokulaci byla rostlina sterilnŊ pŚenesena na ġikmĨ agarem ztuģenĨ RichterŢv ģivnĨ roztok 

a zkumavka byla zajiġtŊna hlin²kovĨm uz§vŊrem. Kultivace prob²hala pŚi teplotŊ 22 ÁC za 

svŊteln®ho reģimu dlouh®ho dne (16/8). RichterŢv ģivnĨ roztok ztuģenĨ agarem obsahoval 

n§sleduj²c² sloģky: 0,72 g/l dusiļnanu v§penat®ho (Ca(NO ) ), 0,20 g/l dusiļnanu draseln®ho 

(KNO ), 0,20 g/l dihydrogenfosforeļnanu draseln®ho (KH PO ), 0,25 g/l heptahydr§tu s²ranu 

hoŚeļnat®ho (MgSO Ŀ7H O), 0,05 g/l heptahydr§tu s²ranu ģeleznat®ho (FeSO Ŀ7H O) a 15 g/l 

agaru. 

Hodnocen² experimentu prob²halo 5 tĨdnŢ po inokulaci. Vizu§lnŊ byly hodnoceny symptomy 

napaden² na nadzemn² i koŚenov® ļ§sti rostlin, a pŚedevġ²m v oblasti krļku. Pro hodnocen² byla 

zvolena n§sleduj²c² stupnice (viz obr§zek 1): 0 - bez pŚ²znakŢ; 1 - m²rn§ chlor·za listŢ nebo 

hnŊdnut² hypokotylu; 2 - vĨrazn§ chlor·za, hnŊdnut² hypokotylu a koŚene; 3 - uhynut§ rostlina. 

StupeŔ napaden² jednotlivĨch pŢvodŢ v kaģd® variantŊ infekce a kontroly byl vypoļ²t§n 

prŢmŊrem. N§sledn® zpracov§n² dat a analĨza byla provedena v R. StupeŔ infekce byl 

analyzov§n pomoc² sm²ġen®ho kumulativn²ho spojovac²ho modelu (CLMM) s logitovou 

spojovac² funkc²: StupeŔInfekce ~ patogen + (1 | sada) + (1 | GenetickĨPŢvod), kterĨ je vhodnĨ 

pro ordin§ln² typ dat, ļemuģ odpov²d§ i pouģit§ stupnice napaden². Model zahrnoval fixn² efekt 

varianty oġetŚen² patogenem a n§hodn® efekty pro zaļlenŊn² do experiment§ln² sady a 
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pŚ²sluġnost ke genetick®mu pŢvodu rostliny. AnalĨza byla provedena funkc² clmm z bal²ļku 

ordinal (Christensen, 2023). 

 
Obr§zek 1: Vzorov§ stupnice hodnocen² napaden² rostlin 

 

VĨsledky 

VĨsledky kontroln²ch pŢvodŢ 

Hodnocen² bylo provedeno ve ļtyŚech experiment§ln²ch sad§ch obsahuj²c²ch 45 aģ 50 pŢvodŢ 

z nichģ 4 byly kontroln² (Start (2n), Callisto (2n), Feng (2n) a Ostro (4n)) a vyskytovaly se ve 

vġech ļtyŚech sad§ch. VĨsledky kontroln²ch pŢvodŢ jsou uvedeny v tabulce 1. 

Porovn§n² vĨsledkŢ u neinokulovanĨch kontroln²ch rostlin naznaļuje kontaminaci ļi celkovŊ 

horġ² zdravotn² stav rostlin v druh® sadŊ, pŚedevġ²m u pŢvodu Feng a Ostro. VĨsledky pro F. 

avenaceum maj² podobnĨ trend jako u neinokulovanĨch rostlin, protoģe systematicky vyġġ² 

hodnoty napaden² jsou opŊt v druh® sadŊ pŢvodŢ, vĨsledky pro ostatn² sady jsou si podobn®. 

Pro F. oxysporum jsou opŊt vĨsledky pro sady 1, 3 a 4 podobn®, avġak sada 2 vykazuje opŊt 

efekt sady ale opaļnĨm smŊrem, rostliny druh® sady vykazuj² vĨraznŊ niģġ² napaden² neģ 

ostatn² sady. U rostlin inokulovanĨch F. poae lze sledovat trend postupn®ho poklesu infekce od 

sady 1 po sadu 4. Rozd²ln§ variabilita kontroln²ch pŢvodŢ napŚ²ļ experiment§ln²mi sadami 

pravdŊpodobnŊ odr§ģ² drobn® odchylky v technickĨch a mikroklimatickĨch podm²nk§ch, kter® 

pŚetrv§vaj² i v kontrolovan®m prostŚed². Variabilita vĨsledkŢ jednotlivĨch sad je zapracov§na 

skrze n§hodn® efekty v pouģit®m modelu hodnocen². 
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Tabulka 1: PŚehled prŢmŊrn®ho stupnŊ napaden² a smŊrodatn® odchylky kontroln²ch pŢvodŢ po 

infekci sledovanĨmi patogeny. 

 

VĨsledky jednotlivĨch sad 
VĨsledky vġech pŢvodŢ byly zpracov§ny pro kaģdou sadu zvl§ġŠ a vyneseny do n§sleduj²c²ch 

grafŢ (obr§zek 1-4). Na os§ch X jsou vyneseny jednotliv® pŢvody pod intern²m ļ²selnĨm 

oznaļen²m, na os§ch Y je uveden stupeŔ napaden² (0-3). Velikost barevnĨch bodŢ zn§zorŔuje 

poļet rostlin (malĨ bod 1 rostlina, nejvŊtġ² bod 9 rostlin) a jeho barevnost urļuje druh fus§ria: 

ļerven§ F. avenaceum, modr§ F. oxysporum a zelen§ F. poae. HvŊzdiļky urļuj² prŢmŊrnou 

hodnotu. 

 
Obr§zek 1: VĨsledky hodnocen² 1. sady. 

 
 

Callisto Feng Ostro Start ǇǊǻƳŠǊ 
ǇǊǻƳŠǊ 
ŎŜƭƪǳ 

F. avenaceum 1. 2.00 (1.15) 2.10 (1.29) 2.00 (1.15) 2.10 (1.29) 2.05 (-1.18) нΦмо όπмΦлпύ 

 2. 3.00 (0.00) 2.50 (0.85) 2.40 (0.84) 2.90 (0.32) 2.7 (-0.65) нΦпс όπлΦуоύ 

 3. 2.30 (0.48) 2.50 (0.71) 2.90 (0.32) 1.60 (1.17) 2.33 (-0.86) мΦтр όπлΦфсύ 

  4. 2.50 (0.71) 1.80 (0.92) 2.80 (0.63) 2.50 (0.71) 2.4 (-0.81) нΦсп όπлΦсфύ 

F. oxysporum 1. 2.80 (0.63) 1.80 (1.23) 3.00 (0.00) 2.60 (0.70) 2.55 (-0.88) нΦпр όπлΦутύ 

 2. 1.60 (1.26) 2.20 (1.03) 2.20 (0.63) 2.00 (1.05) 2 (-1.01) нΦму όπлΦфоύ 

 3. 2.40 (0.84) 2.90 (0.32) 3.00 (0.00) 2.50 (1.08) 2.7 (-0.72) нΦто όπлΦсоύ 

  4. 2.50 (0.71) 2.80 (0.42) 2.50 (0.71) 2.90 (0.32) 2.67 (-0.57) нΦрн όπлΦтмύ 

F. poae 1. 2.80 (0.42) 2.20 (0.92) 2.70 (0.48) 2.30 (0.95) 2.5 (-0.75) нΦо όπлΦусύ 

 2. 1.50 (0.85) 2.50 (0.85) 2.90 (0.32) 2.90 (0.32) 2.45 (-0.85) мΦфф όπлΦуфύ 

 3. 1.60 (1.07) 2.90 (0.32) 3.00 (0.00) 0.90 (0.88) 2.1 (-1.13) нΦму όπлΦфрύ 

  4. 1.50 (0.71) 2.10 (0.88) 1.90 (0.88) 2.00 (0.94) 1.88 (-0.85) нΦлу όπлΦутύ 

ƴŜƛƴƻƪǳƭƻǾłƴƻ 1. 0.25 (0.46) 0.56 (1.01) 1.44 (1.13) 1.22 (1.20) 0.89 (-1.08) лΦт όπмΦлоύ 

 2. 0.00 (0.00) 2.56 (0.53) 1.80 (0.79) 1.10 (0.32) 1.33 (-1.06) лΦун όπлΦфύ 

 3. 0.20 (0.42) 1.67 (0.87) 1.00 (1.15) 0.50 (0.53) 0.82 (-0.94) мΦм όπлΦуфύ 

  4. 0.10 (0.32) 0.80 (0.42) 1.00 (0.00) 1.00 (0.00) 0.72 (-0.45) лΦуф όπлΦтпύ 
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Obr§zek 2: VĨsledky hodnocen² 2. sady. 

 
Obr§zek 3: VĨsledky hodnocen² 3. sady. 
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Obr§zek 4: VĨsledky hodnocen² 4. sady. 

 

Ke komplexn²mu hodnocen² stupnŊ napaden² byl pouģit model CLMM s logitovou spojovac² 

funkc² a n§hodnĨmi efekty pro genetickĨ pŢvod a sadu. Faktor ploidie byl v alternativn²m 

modelu zahrnut jako pevnĨ efekt, avġak jeho vliv na stupeŔ napaden² nebyl statisticky prŢkaznĨ, 

proto byl tento efekt z modelu odstranŊn a koneļnĨ model zahrnoval pouze typ patogenu jako 

fixn² efekt a n§hodn® efekty pro genetickĨ pŢvod a experiment§ln² sadu.  Odhad n§hodnĨch 

efektŢ byl vyj§dŚen pomoc² BLUP (Best Linear Unbiased Prediction), kterĨ vyjadŚuje, do jak® 

m²ry se jednotliv® pŢvody odchyluj² od celkov®ho prŢmŊru po zohlednŊn² fixn²ch efektŢ. Mezi 

genetickĨmi pŢvody ļinil rozptyl interceptu 0.468 (SD = 0.684), coģ indikuje vĨraznou mezi-

genotypovou variabilitu v n§chylnosti k infekci. V tabulce 2 jsou uvedeny pŢvody s nejniģġ²mi 

hodnotami BLUP, tedy s nejvyġġ² univerz§ln² odolnost² vŢļi infekci vġemi tŚemi druhy fus§ri². 

Naopak rozptyl mezi experiment§ln²mi sadami byl zanedbatelnĨ (0,00034; SD = 0,018), coģ 

naznaļuje, ģe rozd²ly mezi sadami prakticky nepŚisp²vaj² k variabilitŊ stupnŊ napaden². CelkovĨ 

poļet hodnocenĨch skupin (171 pŢvodŢ a 4 experiment§ln² sady) poskytl dostateļnou hloubku 

pro odhad n§hodnĨch efektŢ. Koeficienty patogenŢ byly vġechny vysoce statisticky vĨznamn® 

(p < 0,01), coģ potvrzuje, ģe vġechny hodnocen® druhy fus§ri² vĨznamnŊ ovlivŔuj² 

pravdŊpodobnost vyġġ²ho stupnŊ infekce v porovn§n² s neinokulovanĨmi vzorky. Nejniģġ² 

riziko bylo zaznamen§no u F. poae, pot® F. avenaceum, zat²mco F. oxysporum vykazoval 

vĨraznŊ vyġġ² hodnoty stupnŊ napaden². 
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Tabulka 2: Genetick® pŢvody s nejniģġ²mi hodnotami BLUP, kter® jsou univerz§lnŊ odoln® ke 

vġem tŚem hodnocenĨm druhŢm fuz§ri² (F. poae, F. avenaceum a F. oxysporum) 

PŢvo

d 

N§zev pŢvodu BLUP PŢvo

d 

N§zev pŢvodu BLUP 

286 Ruttinova -1.324 443 Barfiola -0.954 

360 Florex -1.261 33 ġlechtitelskĨ materi§l -0.947 

383 Jokioninen -1.244 432 SW_Betty -0.881 

18 ġlechtitelskĨ materi§l -1.198 321 Himalia -0.867 

44 ġlechtitelskĨ materi§l -1.154 335 Karim -0.861 

302 Quinequeli -1.091 329 TB-12 -0.823 

403 Napoca_Tetra -1.010 292 Noe -0.814 

459 Hayakita -0.968 25 ġlechtitelskĨ materi§l -0.702 

3 ġlechtitelskĨ materi§l -0.966 353 Poljanka -0.688 

1 ġlechtitelskĨ materi§l -0.957 23 ġlechtitelskĨ materi§l -0.662 

 
Diskuze 

VĨsledky t®to pr§ce potvrdily vĨraznou variabilitu v n§chylnosti genotypŢ jetele luļn²ho 

k infekci houbami rodu Fusarium za kontrolovanĨch podm²nek. ZjiġtŊn® rozd²ly mezi genotypy 

naznaļuj², ģe genetickĨ pŢvod rostlin vĨznamnŊ ovlivŔuje vĨsledek infekce. Podobnou mezi-

genotypovou variabilitu odolnosti k patogenŢm Fusarium dŚ²ve popsali NedŊln²k (2001) i 

Kov§ļikov§ a KŢdela (1982), kteŚ² upozorŔuj² na moģnost vĨbŊru tolerantn²ch genotypŢ v 

r§mci ġlechtitelskĨch populac². ZanedbatelnĨ rozptyl mezi experiment§ln²mi sadami v t®to 

studii potvrzuje robustnost pouģit®ho in vitro hodnocen² a omezenĨ vliv environment§ln² 

variability v celkov®m pojet², avġak pozorovan§ rozd²ln§ variabilita kontroln²ch pŢvodŢ mezi 

sadami nejsp²ġ souvis² s drobnĨmi odchylkami v podm²nk§ch kultivace ļi proveden² pokusu, 

kter® mohou nastat i ve vysoce kontrolovan®m experiment§ln²m syst®mu. 

PouģitĨ in vitro syst®m se uk§zal jako spolehlivĨ a citlivĨ n§stroj pro hodnocen² velk®ho 

mnoģstv² genotypŢ za standardizovanĨch podm²nek. PodobnĨ pŚ²stup ned§vno popsali Jambagi 

a Dixelius (2023), kteŚ² vyvinuli hydroponickĨ test pro hodnocen² infekce F. avenaceum u jetele 

luļn²ho a prok§zali silnou korelaci mezi rozvojem symptomŢ a mnoģstv²m DNA patogenu. 

Oproti tradiļn²m testŢm v pŢdŊ umoģŔuje in vitro metoda pŚesnŊjġ² kontrolu infekļn²ch 

podm²nek a citlivŊjġ² detekci ļ§steļn® odolnosti (Jambagi a Dixelius, 2023). PŚesto je nezbytn® 

ovŊŚit, zda odolnost zjiġtŊn§ v laboratorn²ch podm²nk§ch pŚetrv§v§ i v prostŚed² pole, kde 

infekļn² tlak a podm²nky prostŚed² vĨraznŊ kol²saj². 

Vyuģit² kumulativn²ho sm²ġen®ho modelu (CLMM) umoģnilo integrovat ordin§ln² informaci 

o stupni napaden² spolu s n§hodnĨmi efekty v podobŊ genetick®ho pŢvodu a poskytlo tak  cenn® 

odhady odolnosti genetickĨch pŢvodŢ pomoc² hodnot BLUP. Tyto odhady pŚedstavuj² 

spolehliv® prediktory genotypov® odolnosti a mohou bĨt pŚ²mo vyuģity pŚi vĨbŊru 

rodiļovskĨch komponent nebo jako fenotypov® vstupy pro genomick® analĨzy, jak doporuļuj² 

Klimenko et al. (2010) a Abdelkhalek et al. (2025). Genetick® pŢvody s nejniģġ²mi hodnotami 

BLUP lze tedy povaģovat za perspektivn² zdroje univerz§ln² odolnosti vŢļi Fusarium spp. 
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V souladu s dŚ²vŊjġ²mi poznatky se prok§zalo, ģe patogenita se vĨraznŊ liġ² mezi jednotlivĨmi 

druhy Fusarium. F. oxysporum vykazoval nejvyġġ² stupeŔ infekce, zat²mco F. poae byl spojen 

s nejm²rnŊjġ²m prŢbŊhem onemocnŊn². Podobn® rozd²ly v agresivitŊ mezi druhy popsali 

Kov§ļikov§ a KŢdela (1982) a NedŊln²k (2001), coģ naznaļuje druhovŊ specifick® interakce 

mezi hostitelem a patogenem. Tyto rozd²ly mohou souviset s odliġnĨmi strategiemi infekce a 

produkc² rŢznĨch mykotoxinŢ u jednotlivĨch druhŢ fus§ri² (Dybov§ et al. 2025). 

CelkovŊ vĨsledky t®to studie potvrzuj² existenci znaļn® genetick® variability v odolnosti jetele 

luļn²ho vŢļi infekci houbami rodu Fusarium. Coģ reflektuje znaļnou genetickou rozmanitost 

druhŢ, kter§ se vġak skrĨv§ nejen mezi jednotlivĨmi rostlinami rozd²lnĨch genetickĨch pŢvodŢ, 

ale velk§ porce variability zŢst§v§ i uvnitŚ jednotlivĨch genetickĨch pŢvodŢ (Jones et al. 2020). 

Identifikace tolerantn²ch genotypŢ na z§kladŊ BLUP odhadŢ poskytuje cennĨ podklad pro 

ġlechtitelsk® programy zamŊŚen® na zvĨġen² odolnosti a perzistence porostŢ. Navazuj²c² 

vĨzkum by mŊl propojit vĨsledky in vitro fenotypizace s genomickĨmi metodami za ¼ļelem 

mapov§n² lokusŢ spojenĨch s odolnost² a transkripotmickou studi² mechanismu odolnosti a v 

dŢsledku v®st k vĨvoji DNA markerŢ pro markerovŊ asistovanou selekci. 

Z§vŊr 

VĨsledky potvrdily vĨrazn® rozd²ly v n§chylnosti jednotlivĨch genetickĨch pŢvodŢ jetele 

luļn²ho k infekci fus§rii. Nejvyġġ² stupeŔ napaden² byl zaznamen§n u F. oxysporum, stŚedn² u F. 

avenaceum a nejniģġ² u F. poae. AnalĨza BLUP umoģnila identifikovat genotypy jetele luļn²ho 

s univerz§ln² odolnost² vŢļi vġem tŚem druhŢm fus§ri², kter® pŚedstavuj² vhodnĨ z§klad pro 

dalġ² ġlechtitelskou pr§ci. Rostliny vykazuj²c² n²zkĨ stupeŔ napaden², poch§zej²c² 

z nejodolnŊjġ²ch genetickĨch pŢvodŢ, byly po vyhodnocen² vĨsledkŢ pŚevedeny do podm²nek 

ex vitro. Tyto rostliny tvoŚ² cennĨ genetickĨ materi§l urļenĨ pro genetick® mapov§n² a 

transkriptomick® studie mechanismŢ odolnosti a budou vyuģity jako donory geneticky 

podm²nŊn® rezistence vŢļi houbovĨm patogenŢm v navazuj²c²m ġlechtitelsk®m programu. 
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Fyziologick§ odezva pġenice na kombinaci stresovĨch  

faktorŢ (chlad, sucho, WDV) 

Physiological response of wheat to a combination of stress  

factors (cold, drought, WDV) 

V²t§mv§s P.1, Kosov§ K.1, Cit Z.1, Holkov§ L.2, Smutn§ P.2 

1N§rodn² centrum zemŊdŊlsk®ho a potravin§Śsk®ho vĨzkumu (CARC), v.v.i., 2Đstav pŊstov§n², 

ġlechtŊn² rostlin a rostlinol®kaŚstv², MENDELU 

 

Abstrakt 
V poln²ch podm²nk§ch jsou plodiny obvykle vystaveny kombinac²m rŢznĨch abiotickĨch a biotickĨch 

stresovĨch faktorŢ. C²lem studie je hodnocen² vlivu sucha, infekce virem zakrslosti pġenice (WDV), a 

kombinace obou faktorŢ (WDV + sucho) na soubor vybranĨch morfofyziologickĨch charakteristik 

zahrnuj²c²ch charakteristiky spojen® s rŢstem rostlin, vodn²m reģimem, fotosynt®zou a transpirac² u 

mladĨch rostlin pġenice set®. Hodnocen² jednotlivĨch charakteristik pomoc² analĨzy rozptylu (ANOVA) 

zjistilo vĨznamnĨ vliv stresu na charakteristiky spojen® s rŢstem (ļerstv§ biomasa, listov§ plocha), 

obsahem vody v pletivech (vodn² sytostn² deficit VSD, osmotickĨ potenci§l OP) a tak® na fluorescenļn² 

parametr Fv/Fm, a rychlost ļist® fotosynt®zy Pn. Byl charakterizov§n vliv vĨvoje rostlin a infekce WDV 

na zkouman® parametry.  

Kl²ļov§ slova: abiotickĨ stres; biotickĨ stres; kombinace stresŢ; morfofyziologick® charakteristiky; 

pġenice set§ 

Abstract 
In the field, crops are usually exposed to combined impacts of abiotic and biotic stresses. The aim of the 

present study is assessment of the impacts of drought, infection with Wheat dwarf virus (WDV), and 

combined WDV + drought treatments on a set of selected morphophysiological characteristics including 

growth-related characteristics (fresh biomass, leaf area), water content (water saturation deficit, osmotic 

potential), chlorophyll fluorescence parameter Fv/Fm, and photosynthesis- and transpiration-related 

characteristics in young wheat plants. Analysis of variance (ANOVA) revealed the significant effect of 

stress treatments on growth-related characteristics, water content-related characteristics, Fv/Fm, and net 

photosynthesis rate (Pn). The influence of plant development and WDV infection on the parameters 

studied was characterized. 

Keywords: abiotic stress; biotic stress; combined stress; morphophysiological characteristics; common 

wheat 

 

Đvod 

Virus zakrslosti pġenice (Wheat dwarf virus; WDV) je jednovl§knovĨ cirkul§rn² DNA virus 

z ļeledi Geminiviridae, rodu Mastrevirus, kterĨ byl poprv® pops§n dr. Vackem (1961) 

v Ļeskoslovensku. Jeho vĨhradn²m vektorem je kŚ²sek poln² (Psammotettix alienus). Mezi 

hlavn² symptomy WDV patŚ² zakrslost a zvĨġen® odnoģov§n² vytv§Śej²c² trsnatĨ vzhled rostlin 

pġenice. Dalġ²mi vĨznamnĨmi symptomy jsou chlor·za a ģlut® nebo ļerven® diskolorace listŢ, 

nekrotick® skvrny na listech, sterilita kvŊtŢ a redukce vĨnosu (shrnuto v Kosov§ et al. 2024). 

Sucho pŚedstavuje glob§lnŊ nejvĨznamnŊjġ² environment§ln² stresovĨ faktor, kterĨ m§ kl²ļov® 

dopady na rostliny s C3 fotosynt®zou, mezi nŊģ patŚ² t®ģ pġenice set§ (Kosov§ et al. 2014). 

V poln²ch podm²nk§ch jsou rostliny ļasto vystaveny kombinaci rŢznĨch abiotickĨch a 

biotickĨch stresovĨch faktorŢ, jejichģ vĨslednĨ vliv na rostlinu obvykle nen² prostĨm souļtem 

vlivu jednotlivĨch stresovĨch faktorŢ pŢsob²c²ch samostatnŊ (Rasmussen et al. 2013).  

C²lem naġ² pr§ce bylo hodnocen² vlivu sucha, infekce viru zakrslosti pġenice (WDV) a 

kombinovan®ho pŢsoben² obou tŊchto faktorŢ (sucho + WDV) u mladĨch rostlin pġenice set® 

ve vegetativn²m stadiu vĨvoje. V experimentu byly hodnoceny z§kladn² fenotypov® 

charakteristiky rostlin spojen® s rŢstem (hmotnost ļerstv® biomasy, listov§ plocha nejmladġ²ho 
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plnŊ vyvinut®ho listu), hospodaŚen²m rostliny s vodou (vodn² sytostn² deficit, osmotickĨ 

potenci§l, ¼ļinnost vyuģit² vody WUE, tzv. vnitŚn² ¼ļinnost vyuģit² vody WUEi), fotosynt®zou 

(rychlost ļist® fotosynt®zy, pomŊr intercelul§rn² a ambientn² koncentrace  CO2 ci/ca, 

fluorescenļn² parametr Fv/Fm), a transpirac² (rychlost transpirace T, stomat§ln² vodivost gs). 

Hodnocen² jednotlivĨch charakteristik pomoc² analĨzy rozptylu umoģnilo identifikovat kl²ļov® 

morfofyziologick® charakteristiky, kter® vykazuj² nejvŊtġ² odezvu na aplikovan® stresy. 

 

Materi§l a metodika 

Rostliny odrŢdy LG Dita byly pŊstov§ny v kvŊtin§ļ²ch (1 L) na stanici v Ģabļic²ch. KvŊtin§ļe 

byly po zaset² (1.10. 2024) um²stŊny pod izolaļn² s²tŊ. Rostliny infikovan® varianty (60 ks) byly 

po vzejit² (10. 10. 2024) vystaveny s§n² odlovenĨch kŚ²skŢ (cca 300 ks). Kontroln² varianta (40 

ks) byla ponech§na pod izol§torem. Koncem listopadu byly rostliny pŚevezeny na MENDELU 

a u infikovan® varianty byl z kaģd® odebr§n jeden list pro detekci pŚ²tomnosti WDV. U kontroln² 

varianty byl analyzov§n smŊsnĨ vzorek pŚipravenĨ vģdy z 5 rostlin. N§slednŊ byly pozitivn² a 

negativn² rostliny pŚevezeny na  pracoviġtŊ VĐRV. Zde byly vybran® rostliny byly kultivov§ny 

v poln²ch podm²nk§ch. Ve dvou term²nech (zaļ§tek 29. 1. 2025; 11. 4. 2025) byly vybran® 

rostliny pŚeneseny do Ś²zenĨch podm²nek (18 ÁC, 16h fotoperioda) pod optim§ln² z§livkou 

(kontroly) a tŚetinovou z§livkou (sucho). Po 21 dnech kultivace byl odebr§n list pro PCR 

detekci viru WDV a na dalġ²ch listech byla provedena analĨza z§kladn²ch fyziologickĨch 

parametrŢ. U vzorkŢ z kaģd®ho odbŊru (kontrola, sucho, infekce WDV, kombinace sucho + 

WDV) byly stanoveny n§sleduj²c² charakteristiky: vodn² sytostn² deficit v listech (VSD) na 

z§kladŊ stanoven² ļerstv® hmotnosti FW, hmotnosti po nasycen² vodou ve vlhkostn² komoŚe 

TW, a such® hmotnosti DW dle vzorce: VSD (%) = (TW-FW)/(TW-DW)*100 (%). OsmotickĨ 

potenci§l (OP) byl stanoven jako osmolarita ġŠ§vy ze zmrazenĨch listŢ pomoc² osmometru 

VAPRO 5600 (Wescor Inc., Utah, USA) a n§slednŊ vypoļten dle vanËt Hoffovy rovnice. 

Maxim§ln² fotochemick§ ¼ļinnost fotosyst®mu II Fv/Fm byla stanovena pomoc² FluorPen 

FP100 (PSI, Dr§sov, ĻR) a charakteristiky spojen® s fotosynt®zou (rychlost ļist® fotosynt®zy 

Pn) a transpirac² (rychlost transpirace Tr, stomat§rn² vodivost, intercelul§rn² koncentrace CO2) 

byly stanoveny pomoc² LCpro+ (Opti-Sciences, Inc). 

Statistick§ analĨza dat: Jednotliv® morfofyziologick® charakteristiky byly hodnoceny pomoc² 

analĨzy rozptylu (ANOVA), vĨznamn® rozd²ly byly zjiġtŊny pomoc² Duncanova testu rozpŊt² 

(DMRT) na hranici vĨznamnosti 0,05 pomoc² software STATISTICA v. 13 (TIBCO).  

 

VĨsledky 

Jarovizovan® rostliny LG Dita vykazovaly pomŊrnŊ velkou variabilitu v rŢstu u infikovanĨch 

rostlin a to zvl§ġtŊ u kvŊtnov®ho odbŊru (Obr. 1 a 2). Zat²mco v ¼norov®m odbŊru vġechny 

infikovan® rostliny pŚeģily, tak v kvŊtnov®m odbŊru z 12 rostlin optim§lnŊ zal®vanĨch 5 (tj. 42 

%) nepŚeģilo 21 dn² rŢstu na 18  a z 12 infikovanĨch rostlin vystavenĨch nedostateļn® z§livce 

jich ļtyŚi rostliny nepŚeģily (tj. 33 %). Oproti tomu neinfikovan® rostliny byly pomŊrnŊ 

uniformn² aģ na jednu optim§lnŊ zal®vanou v kvŊtnov®m odbŊru, kde se zjiġtŊnou zakrslost² 

byla n§slednŊ d²ky PCR potvrzena infekce WDV (Obr. 2; data z t®to rostliny nebyla zahrnuta 

do analĨz kontroln²ch rostlin). U vġech rostlin vystavenĨch s§n²m odlovenĨch kŚ²skŢ byl po 21 

dnech regenerace v 18  identifikov§n virus WDV. 
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Obr§zek 1. Srovn§n² rostlin odebranĨch v ¼norov®m term²nu. K ï kontroln² optim§lnŊ zal®van® 

rostliny, S ï rostliny vystaven® nedostatku vody, WDV ï rostliny infikovan® virem WDV, 

WDVïS  - rostliny infikovan® virem WDV a vystaven® suchu. 

 

 

Obr§zek 2. Srovn§n² rostlin odebranĨch v kvŊtnov®m term²nu. K ï kontroln² optim§lnŊ 

zal®van® rostliny, S ï rostliny vystaven® nedostatku vody, WDV ï rostliny infikovan® virem 

WDV, WDVïS  - rostliny infikovan® virem WDV a vystaven® nedostatku vody. 

 

Hodnocen² jednotlivĨch morfofyziologickĨch charakteristik pomoc² analĨzy rozptylu 

(ANOVA), Duncanova testu rozpŊt² (DMRT) na hladinŊ vĨznamnosti 0,05 vyk§zalo rozd²ly 

mezi ļtyŚmi variantami (kontrola, sucho, WDV, sucho + WDV) u n§sleduj²c²ch charakteristik: 

biomasa, listov§ plocha, VSD, OP, Fv/Fm, rychlost ļist® fotosynt®zy (Pn), zat²mco u ostatn²ch 

hodnocenĨch charakteristik (rychlost transpirace Tr, stomat§ln² vodivost gs, pomŊr 

intercelul§rn² a ambientn² koncentrace CO2 ci/ca, ¼ļinnost vyuģit² vody WUE a tzv. vnitŚn² 

¼ļinnost vyuģit² vody WUEi) vĨznamn® rozd²ly mezi experiment§ln²mi variantami zjiġtŊny 

nebyly (Tab. 1-4). Stresov® faktory ve srovn§n² s kontrolou vedly k menġ² hmotnosti ļerstv® 

biomasy, menġ² listov® ploġe, n§rŢstu vodn²ho sytostn²ho deficit (VSD), poklesu osmotick®ho 

potenci§lu (OP), poklesu fluorescenļn²ho parametru maxim§ln² fotochemick§ ¼ļinnost 

fotosyst®mu II Fv/Fm, a poklesu rychlosti ļist® fotosynt®zy Pn.  
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Tabulka 1. Morfofyziologick® charakteristiky rostlin LG Dita odebranĨch v ¼norov®m term²nu. 

Fv/Fm ï fluorescence chlorofylu, K ï kontroln² optim§lnŊ zal®van® rostliny, OP ï osmotickĨ 

potenci§l nasycen®ho listu, S ï rostliny vystaven® nedostatku vody, SMODCH ï smŊrodatn§ 

odchylka, VSD ï vodn² sytostn² deficit listu, WDV ï rostliny infikovan® virem WDV, WDVïS  

- rostliny infikovan® virem WDV a vystaven® nedostatku vody. Stejn§ p²smena v z§vorce 

vyjadŚuj² nesignifikantn² rozd²ly (hladina vĨznamnosti 0,05) danĨch charakteristik. 

OdbŊr 1 

Biomasa 

(g) 

List 

(cm2) 
VSD (%) Fv/Fm OP 

K  6,05 11,25 2,23 0,83 -1,50 

K - SMODCH 1,42 (a) 2,02 (a) 0,39 (a) 0,01 (a) 0,05 (a) 

WDV 4,25 8,60 4,11 0,81 -1,74 

WDV - SMODCH 1,73 (b) 3,12 (b) 4,02 (a) 0,03 (ab) 0,21 (b) 

S  2,61 6,79 4,57 0,80 -1,70 

WDV - SMODCH 0,76 (c ) 1,38 (c ) 2,72 (a) 0,02 (bc) 0,16 (b) 

WDV+S 1,43 4,60 6,75 0,79 -1,68 

WDV+S - SMODCH 0,33 (d) 1,63 (d) 3,25 (b) 0,02 (c ) 0,28 (b) 

 

Tabulka 2. Fotosyntetick® parametry rostlin LG Dita odebranĨch v ¼norov®m term²nu. Ci/ca - 

pomŊr intercelul§rn² a ambientn² koncentrace CO2, K ï kontroln² optim§lnŊ zal®van® rostliny, 

PR ï ļist§ fotosynt®za, S ï rostliny vystaven® nedostatku vody, SC ï stomat§ln² vodivost, TR 

ï rychlost transpirace, SMODCH ï smŊrodatn§ odchylka, WDV ï rostliny infikovan® virem 

WDV, WDVïS  - rostliny infikovan® virem WDV a vystaven® nedostatku vody, WUE - 

¼ļinnost vyuģit² vody, WUEi ï vnitŚn² ¼ļinnost vyuģit² vody. Stejn§ p²smena v z§vorce 

vyjadŚuj² nesignifikantn² rozd²ly (hladina vĨznamnosti 0,05) danĨch charakteristik. 

OdbŊr 1 ci/ca TR SC PR WUE WUEi 

K  0,66 1,31 0,10 8,24 6,47 87,7 

K - SMODCH 0,03 (a) 0,3 (a) 0,03 (a) 1,2 (a) 0,9 (a) 11,0 (a) 

WDV  0,57 0,97 0,06 6,68 6,97 117,1 

WDV - SMODCH 0,04 (ab) 0,2 (a) 0,01 (a) 0,7 a(b) 0,6 (a) 14,3 (a) 

S  0,60 0,65 0,04 4,13 6,17 124,0 

WDV - SMODCH 
0,02 (a) 

0,2 

(ab) 

0,02 

(ab) 
1,7 (b) 0,6 (a) 3,7 (a) 

WDV+S  0,64 1,15 0,07 6,09 5,54 108,6 

WDV+S - SMODCH 0,04 (a) 0,6 (a) 0,05 (a) 2,7 (ab) 0,5 (a) 24,4 (a) 
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Tabulka 3. Morfofyziologick® charakteristiky rostlin LG Dita odebranĨch v kvŊtnov®m 

term²nu. Fv/Fm ï fluorescence chlorofylu, K ï kontroln² optim§lnŊ zal®van® rostliny, OP ï 

osmotickĨ potenci§l nasycen®ho listu, S ï rostliny vystaven® nedostatku vody, SMODCH ï 

smŊrodatn§ odchylka, VSD ï vodn² sytostn² deficit listu, WDV ï rostliny infikovan® virem 

WDV, WDVïS  - rostliny infikovan® virem WDV a vystaven® nedostatku vody. Stejn§ p²smena 

v z§vorce vyjadŚuj² nesignifikantn² rozd²ly (hladina vĨznamnosti 0,05) danĨch charakteristik. 

OdbŊr 2 Biomasa (g) List (cm2) VSD (%) Fv/Fm OP 

K  9,01 14,91 2,06 0,82 -1,35 

K - SMODCH 2,20 (a) 2,30 (a) 0,59 (a) 0,02 (a) 0,07 (a) 

WDV  3,62 11,28 3,99 0,76 -1,45 

WDV - SMODCH 2,56 (c ) 3,10 (b) 2,54 (a) 0,09 (b) 0,29 (ab) 

S  7,04 12,08 4,17 0,82 -1,57 

WDV - SMODCH 1,49 (b) 2,19 (b) 2,20 (a) 0,01 (a) 0,10 (bc) 

WDV+S 4,65 10,63 4,37 0,83 -1,46 

WDV+S - SMODCH 1,82 (c ) 1,97 (c ) 2,74 (a) 0,01 (a) 0,15 (ab) 

 

Tabulka 4. Fotosyntetick® parametry rostlin LG Dita odebranĨch v kvŊtnov®m term²nu Ci/ca - 

pomŊr intercelul§rn² a ambientn² koncentrace CO2, K ï kontroln² optim§lnŊ zal®van® rostliny, 

PR ï ļist§ fotosynt®za, S ï rostliny vystaven® nedostatku vody, SC ï stomat§ln² vodivost, TR 

ï rychlost transpirace, SMODCH ï smŊrodatn§ odchylka, WDV ï rostliny infikovan® virem 

WDV, WDVïS  - rostliny infikovan® virem WDV a vystaven® nedostatku vody, WUE - 

¼ļinnost vyuģit² vody, WUEi ï vnitŚn² ¼ļinnost vyuģit² vody. Stejn§ p²smena v z§vorce 

vyjadŚuj² nesignifikantn² rozd²ly (hladina vĨznamnosti 0,05) danĨch charakteristik. 

OdbŊr 2 ci/ca TR SC PR WUE WUEi 

K  0,60 1,23 0,10 8,80 7,53 96,90 

K - SMODCH 0,09 (a) 0,29 (a) 0,03 (a) 0,37 (a) 1,56 (a) 26,00 (a) 

WDV  0,62 1,00 0,08 6,17 6,90 98,49 

WDV - SMODCH 0,09 (a) 0,52 (a) 0,05 (a) 1,70 (b) 1,41 (a) 32,61 (a) 

S  0,62 1,04 0,08 7,37 7,08 98,01 

WDV - SMODCH 0,01 (a) 0,34 (a) 0,03 (a) 2,48 (ab) 0,26 (a) 6,95 (a) 

WDV+S  0,62 1,24 0,10 8,94 7,23 94,47 

WDV+S - SMODCH 0,02 (a) 0,18 (a) 0,02 (a) 1,16 (a) 0,12 (a) 5,50 (a) 

 

Na z§kladŊ hodnocen² souboru vĨġe uvedenĨch morfofyziologickĨch charakteristik (Tab. 1-4) 

lze v pŚ²padŊ porovn§n² vlivu faktorŢ sucho a kombinace WDV + sucho se jejich vliv liġil u 

rozd²lnĨch charakteristik; napŚ. u rŢstovĨch charakteristik (biomasa, listov§ plocha) i 

charakteristik spojenĨch s nasycen²m pletiv vodou (OP, VSD) mŊla nejvŊtġ² negativn² vliv 

oproti kontrole kombinace WDV + sucho, zat²mco samotn® sucho mŊlo nejvŊtġ² negativn² vliv 

na rychlost ļist® fotosynt®zy Pn. V ¼norov®m odbŊru (Tab. 1, 2) se v²ce odliġovaly rozd²lnŊ 

zal®van® varianty, zat²mco v kvŊtnov®m odbŊru (Tab. 3, 4) se v²ce odliġovaly tyto parametry u 

rostlin dle vĨskytu viru WDV v pletivech.  
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Diskuze 

V dŢsledku zmŊn klimatu lze pŚedpokl§dat ļastŊjġ² zimy s nadnorm§ln²m teplotn²m prŢbŊhem 

a s nedostatkem sr§ģek. Teplejġ² podzim prodluģuje aktivitu pŚenaġeļŢ nemoc². Sucho oproti 

tomu mŢģe m²t na pŚenaġeļe negativn² vliv, jak jsme uk§zali napŚ. u populaļn² studie mġic 

saj²c²ch na rŢznŊ zal®vanĨch pġenic²ch (Saska et al. 2023), kdy se populace mġic hŢŚe rozv²jela 

na rostlin§ch pŊstovanĨch na suchu. Ovġem pro infekci rostliny virem WDV staļ² i jeden 

infikovanĨ kŚ²sek, a proto je dŢleģit® se zabĨvat mechanismem rozvoje t®to nemoci (Kosov§ et 

al. 2024). Ze z²skanĨch vĨsledkŢ vyplĨv§, ģe i pŚes ¼spŊġnĨ pŚenos WDV se nŊkter® rostliny se 

s touto infekc² l®pe vyrovnaly (Obr. 1, 2). Jde pravdŊpodobnŊ o n§hodnĨ vĨsledek dan®ho m²sta 

nas§t² ļi poļtu nas§t² infikovanĨch kŚ²skŢ na konkr®tn² rostlinŊ. VĨskyt WDV rostliny 

v kontroln² skupinŊ (kontroln² rostliny byly pod izol§torem, ale pŚece jen v poln²ch 

podm²nk§ch), dokumentuje dŢleģitost ovŊŚen² infekļn²ho ļi neinfekļn²ho stavu rostlin pomoc² 

vhodnĨch diagnostickĨch metod (napŚ. PCR, ELISA). S rychlost² infekce pravdŊpodobnŊ 

souvis² i menġ² m²ra poġkozen² virem u rostlin vystavenĨch tŚ²tĨdenn²m vyġġ²m teplot§m jiģ 

koncem ledna, kdy ģ§dn§ z rostlin nezahynula a infikovan® rostliny pod optim§ln² z§livkou 

vykazovaly v prŢmŊru nejniģġ² stres hned po kontrol§ch. Nejhorġ² hodnoty zkoumanĨch 

parametrŢ byly v ¼norov®m odbŊru nalezeny u infikovanĨch rostlin vystavenĨch suchu, kdy 

zpomalenĨ rŢst rostlin zapŚ²ļinŊnĨ nedostatkem vody (Tab. 1) pravdŊpodobnŊ neumoģnil tak 

efektivnŊ regenerovat pletiva s menġ² koncentrac² virŢ, jak tomu mohlo bĨt u optim§lnŊ 

zal®van® varianty. U rostlin pŚenesenĨch do tepla aģ v polovinŊ dubna mŊl virus mnohem v²c 

ļasu k namnoģen² a promoŚen² cel® rostliny. Proto zde v prŢmŊru nejhorġ² parametry vykazuj² 

infikovan® rostliny pŊstovan® v optim§ln² z§livce (Tab. 3, 4) a to i pŚes to, ģe tyto parametry 

nebyly mŊŚiteln® u mrtvĨch rostlin (tj. nejhorġ² rostliny tak nemohly ovlivnit prŢmŊrn® 

hodnoty). U infikovanĨch rostlin rostouc²ch za nedostateļn® z§livky se tak pravdŊpodobnŊ 

projevil synergickĨ efekt sucha (Saska et al. 2023). Stresov® obrann® proteiny aktivovan® 

suchem tak mohly ovlivnit dopad infekce a u nŊkterĨch odnoģ² m²rnŊ zvĨġit ġanci lepġ² 

regenerace a sn²ģit tak m²ru ¼hynu infikovanĨch rostlin. Pro ovŊŚen² tŊchto z²skanĨch vĨsledkŢ 

je pl§nov§no dalġ² zopakov§n² pokusu a proveden² proteomick® analĨzy odnoģovac²ch uzlŢ 

pġenice.  
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Nov® moģnosti z§chrany reprodukļn²ho ¼spŊchu ļmel§ļ²ch  

kr§loven pŚi nedostatku vhodnĨch samcŢ 

New options for preserving reproductive success of bumblebee  

queens in the absence of suitable males 

Votavov§ A. 

ZemŊdŊlskĨ vĨzkum spol. s r. o., Zahradn² 1, 664 41 Troubsko, Ļesk§ republika 

 

Abstrakt  
Tato studie zkoumala reprodukļn² ¼spŊġnost kr§loven Bombus terrestris obr§cen²m obvykl®ho sledu 

p§Śen² a hibernace v laboratorn²ch podm²nk§ch. Panensk® kr§lovny byly zazimov§ny po dobu ļtyŚ nebo 

sedmi mŊs²cŢ pŚed p§Śen²m s nepŚ²buznĨmi samci. VĨsledky uk§zaly vysokou m²ru pŚeģit² bŊhem 

hibernace, bez vĨznamnĨch rozd²lŢ mezi obŊma d®lkami hibernace. ĐspŊġnost p§Śen² po hibernaci byla 

rovnŊģ vysok§: 82,6 % kr§loven v 4mŊs²ļn² skupinŊ a 77,7 % v 7mŊs²ļn² skupinŊ se ¼spŊġnŊ sp§Śilo. 

D®lka hibernace se zd§la m²rnŊ ovlivŔovat schopnost hn²zd produkovat nov® kr§lovny, avġak rozd²l 

nebyl statisticky vĨznamnĨ. Tato zjiġtŊn² naznaļuj², ģe opoģdŊn® p§Śen² po hibernaci je ģivotaschopnou 

strategi² pro laboratorn² chovy a ochran§Śsk® programy, zejm®na v pŚ²padech, kdy nejsou pŚed hibernac² 

k dispozici vhodn² samci. 

Kl²ļov§ slova:Ļmel§ci, Bombus terrestris, panensk® kr§lovny, hibernace, p§Śen² 

Abstract 
This study investigated the reproductive success of Bombus terrestris queens by reversing the typical 

sequence of mating and hibernation under laboratory conditions. Virgin queens were hibernated for four 

or seven months before mating with unrelated males. Results showed high survival rates during 

hibernation, with no significant differences between the two hibernation durations. Post-hibernation 

mating success was also high, with 82.6% of queens in the 4-month group and 77.7% in the 7-month 

group successfully mating. The length of hibernation appeared to slightly affect the ability of nests to 

produce new queens, but the difference was not statistically significant. These findings suggest that 

delayed mating after hibernation is a viable strategy for laboratory breeding programs and conservation 

efforts, especially when suitable mates are unavailable before hibernation.  

Key words: Bumblebees, Bombus terrestris, virgin queens, hibernation, mating 

Đvod 

Hibernace pŚedstavuje z§sadn² strategii pŚeģit² u rŢznĨch druhŢ hmyzu, kter§ jim umoģŔuje 

pŚekonat nepŚ²zniv® podm²nky prostŚed², zejm®na bŊhem zimy. Tento fyziologickĨ stav, 

charakterizovanĨ vĨraznŊ sn²ģenou metabolickou aktivitou, umoģŔuje hmyzu ġetŚit energi² v 

dobŊ, kdy jsou potravn² zdroje vz§cn® a teploty n²zk®. U spoleļenskĨch druhŢ hmyzu, jako jsou 

ļmel§ci (Bombus spp.), hraje hibernace kl²ļovou roli v jejich ģivotn²m cyklu, zejm®na u 

kr§loven, kter® mus² pŚeģ²t zimu, aby mohly na jaŚe zaloģit novou kolonii (Owen 1988). D®lka 

a kvalita hibernace pŚ²mo ovlivŔuje kondici po jej²m ukonļen² a zasahuje do kritickĨch faktorŢ, 

jako je reprodukļn² ¼spŊġnost a schopnost zaloģen² kolonie. VĨzkumy ukazuj², ģe prodlouģen§ 

hibernace mŢģe bĨt spojena s ¼bytkem tŊlesn® hmotnosti a niģġ² m²rou pŚeģit², coģ potenci§lnŊ 

ovlivŔuje celkovĨ reprodukļn² vĨstup kr§loven (Gosterit & Gurel, 2009). DŢleģit® je rovnŊģ 

naļasov§n² hibernace ï jej² zaļ§tek i konec ï protoģe synchronizace probuzen² kr§loven s 

optim§ln²mi podm²nkami prostŚed² maximalizuje jejich ġance na ¼spŊġnou reprodukci (Alford 

1975). 

Vztah mezi hibernac² a kondic² je sloģitĨ a existuj² dŢkazy, ģe optim§ln² strategie hibernace se 

mohou liġit mezi druhy i v r§mci populac². Kl²ļovĨmi faktory, kter® urļuj² pŚeģit² a reprodukļn² 
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¼spŊġnost po hibernaci, jsou tŊlesn§ velikost, energetick® z§soby a d®lka hibernace (Owen 

1988). V nadļeledi Apoidea se vyvinuly rŢzn® strategie pŚeģit², kter® umoģŔuj² pŚekonat 

nepŚ²zniv® podm²nky a zajistit oplozen². Mnoh® druhy samot§ŚskĨch vļel, jako napŚ²klad z rodu 

Osmia (Panzer, 1806) nebo Xylocopa (Latreille, 1802), se p§Ś² na jaŚe po hibernaci (Eickwort 

& Ginsberg 1980; Vicidomini 2016), zat²mco spoleļensk® druhy, jako je vļela medonosn§ nebo 

ļmel§k, se p§Ś² v l®tŊ pŚed hibernac², protoģe samci zimu nepŚeģ²vaj² (Alford 1975). U ļmel§kŢ 

hibernaci pŚeģ²vaj² pouze mlad® kr§lovny, kter® se pŚed vstupem do hibernace na podzim sp§Ś² 

se samci (Alford 1969). Po probuzen² na jaŚe se jiģ znovu nep§Ś², ale soustŚed² se na zaloģen² 

nov® kolonie a kladou oplozen§ vaj²ļka z dŚ²ve uloģenĨch spermi². Z tŊchto vaj²ļek se l²hnou 

dŊlnice, kter® pom§haj² udrģovat kolonii a pozdŊji pohlavn² jedinci. Zaj²mav® je, ģe hibernace 

byla pozorov§na tak® u neoplozenĨch kr§loven, a to jak ve voln® pŚ²rodŊ (Cumber 1959; 

Milliron 1960; Alford 1975), tak v laboratorn²ch podm²nk§ch (Greeff & Schmid-Hempel 2008; 

Bogo et al. 2017). Neoplozen® kr§lovny dokonce vykazovaly vyġġ² m²ru pŚeģit² bŊhem 

hibernace neģ kr§lovny sp§Śen®, coģ mŢģe souviset s vyġġ²mi n§klady spojenĨmi s udrģov§n²m 

spermi² ve spermat®ce. Vzhledem k haplodiploidn²mu urļen² pohlav² u blanokŚ²dl®ho hmyzu 

(Hymenoptera) mohou tyto neoplozen® kr§lovny po ¼spŊġn® hibernaci kl§st vaj²ļka, z nichģ se 

vyv²jej² samci (Amsalem et al. 2015). Tato studie si kladla za c²l zjistit, zda lze reprodukļn² 

¼spŊġnost kr§loven Bombus terrestris (Linneus, 1758) zachr§nit obr§cen²m f§z² p§Śen² a 

hibernace v laboratorn²ch podm²nk§ch. 

Materi§l a metody 

Studie byla provedena v letech 2020ï2021 s pouģit²m 144 kr§loven ļmel§ka zemn²ho (Bombus 

terrestris), kter® byly odchov§ny v laboratoŚi ZemŊdŊlskĨ vĨzkum, spol. s r. o., Troubsko. 

Kr§lovny byly odebr§ny z hn²zd kr§tce po vyl²hnut², aby se zabr§nilo pŚ²buzensk®mu kŚ²ģen². 

Tyto kr§lovny byly n§slednŊ vedeny stejnĨm reģimem, jakĨ se v naġ² laboratoŚi pouģ²v§ pro 

p§Śen² a hibernaci v pŚirozen®m sledu. BŊhem prvn²ch sedmi dnŢ byly kr§lovny drģeny 

pohromadŊ a krmeny pylem a nektarem ad libitum. Pot® byly na pŊt dn² um²stŊny do m²stnosti 

s pŚirozenĨm denn²m svŊtlem, n§sledovanĨch ļtyŚmi dny v tmav® m²stnosti pouze s pŚ²stupem 

k nektaru. N§slednŊ byly panensk® kr§lovny pŚem²stŊny do plastovĨch boxŢ s ventilaļn²mi 

otvory, vyplnŊnĨch lignocelem, a um²stŊny do hibernaļn² m²stnosti pŚi teplotŊ 2 ÁC a vlhkosti 

70 %. 

Hibernace byla ukonļena po ļtyŚech (n = 56) a sedmi (n = 88) mŊs²c²ch pŚem²stŊn²m boxŢ na 

svŊtlo a do pokojov® teploty. Po 1ï3 dnech byli ke kr§lovn§m pŚid§ni nepŚ²buzn² samci a p§Śen² 

prob²halo po dobu pŊti dnŢ. Oplozen® kr§lovny byly pot® um²stŊny do chovnĨch boxŢ s pylem 

a nektarem, kde byla snŢġka stimulov§na pomoc² samļ²ch kokonŢ ve tmŊ pŚi teplotŊ 27 ÁC a 

vlhkosti 60 % (Duchateau, M. J., 2000). 

BŊhem cel®ho experimentu bylo zaznamen§v§no zaloģen² prvn²ch bunŊk, poļet hn²zd, kter§ 

produkovala nov® kr§lovny, a poļet novŊ vzniklĨch kr§loven. 

Statistick§ analĨza 

K posouzen² rozd²lŢ mezi dvŊma experiment§ln²mi skupinami (jedna s 4mŊs²ļn² a druh§ s 

7mŊs²ļn² hibernac²) byly pouģity statistick® testy. FisherŢv exaktn² test byl pouģit pro analĨzu 

kategori§ln²ch dat, napŚ²klad pod²lu ¼spŊġnĨch hn²zd. Tento test byl zvolen kvŢli sv® vhodnosti 

pro mal® vzorky, protoģe zajiġŠuje pŚesn® vĨsledky i v pŚ²padech, kdy jsou oļek§van® ļetnosti 

v nŊkterĨch buŔk§ch 2Ĭ2 kontingenļn² tabulky n²zk®. (Nejmenġ² ļetnost v jedn® z bunŊk 

tabulky byla 6.) Pro porovn§n² poļtu novĨch kr§loven odchovanĨch v jednotlivĨch hn²zdech 

byl pouģit Mann-Whitneyho U test, protoģe data nesplŔovala pŚedpoklady normality 
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vyģadovan® parametrickĨmi testy. Statistick§ vĨznamnost byla nastavena na hladinu p < 0,05. 

Vġechny analĨzy byly provedeny pomoc² knihovny Pythonu *scipy.stats*. 

VĨsledky 

AnalĨza pŚeģit² kr§loven neodhalila statisticky vĨznamnĨ rozd²l mezi skupinami s 4mŊs²ļn² a 

7mŊs²ļn² d®lkou hibernace (OR = 1,022, p = 1,000). 

Pod²l kr§loven, kter® pŚeģily hibernaci a ¼spŊġnŊ se sp§Śily, ļinil 82,6 % u skupiny s 4mŊs²ļn² 

hibernac² a 77,7 % u skupiny se 7mŊs²ļn² hibernac². Tento rozd²l nebyl statisticky vĨznamnĨ 

(OR = 1,357, p = 0,641). 

D®lka hibernace nemŊla vĨznamnĨ vliv na zaloģen² prvn² buŔky (OR = 1,304, p = 0,787) ani 

na poļet novĨch kr§loven odchovanĨch v jednotlivĨch hn²zdech (Mann-Whitney U = 75,5, p = 

0,525). PŚestoģe rozd²l v pod²lu hn²zd, kter§ byla ¼spŊġn§ v produkci novĨch kr§loven, vypadal 

vŊtġ², nebyl statisticky vĨznamnĨ. V 4mŊs²ļn² skupinŊ byla ¼spŊġn§ 39,5 % hn²zd, zat²mco v 

7mŊs²ļn² skupinŊ jen 25 % (OR = 1,957, p = 0,174). 

Tyto vĨsledky jsou shrnuty v tabulce 1. 

Tabulka 1: Hibernace a reprodukļn² ¼spŊġnost kr§loven Bombus terrestris 

D®lka 

hibernace 

Poļet 

zazimovanĨch 

kr§loven 

Kr§lovny 

pŚeģivġ² 

hibernaci 

(% ) 

Sp§Śen® 

kr§lovny 

(%) 

Prvn² 

buŔka 

(%) 

Hn²zda 

produkuj²c² 

nov® 

kr§lovny 

(%) 

PrŢmŊrnĨ 

poļet 

novĨch 

kr§loven 

4 mŊs²ce 56 82.1 (n=46) 82.6 (n=38) 
84.2 

(n=32) 
39.5 (n=15) 59.8 Ñ 33.4 

7 mŊs²cŢ 88 81.8 (n=72) 77.8 (n=56) 
80,4 

(n=45) 
25 (n=14) 47 Ñ 42 

 

Diskuse 

N§ġ experiment byl inspirov§n pozorov§n²m Pt§ļka (osobn² sdŊlen²), kterĨ na jaŚe 80. let 

stimuloval kr§lovnu ļmel§ka skaln²ho (Bombus lapidarius, Linnaeus, 1758) pomoc² Bilinsk®ho 

metody (Bilinski 1977). V uzavŚen® kleci pozoroval kr§lovnu, kter§ vychovala samce a pot® se 

sp§Śila s jedn²m z nich. Osud t®to kr§lovny, kter§ se sp§Śila se svĨm synem, nen² zn§m. 

Toto pozorov§n² z 80. let zdŢrazŔuje nŊkolik kl²ļovĨch bodŢ. Zaprv®, ģe panensk§ kr§lovna 

mŢģe pŚeģ²t hibernaci a n§slednŊ zaloģit hn²zdo. Zadruh®, ģe kr§lovna se mŢģe sp§Śit po 

hibernaci (dokonce i pot®, co jiģ nakladla vaj²ļka). A zatŚet², ģe je schopn§ p§Śen² se svĨm 

vlastn²m synem. 

Schopnost panenskĨch kr§loven pŚeģ²t hibernaci a pot® kl§st neoplozen§ vaj²ļka, z nichģ se 

vyv²jej² samci, je zn§ma jiģ delġ² dobu (Cumber 1959; Milliron 1960; Alford 1975; Amsalem 

et al., 2015). V pŚ²rodŊ jsou vġak tyto kr§lovny odsouzeny k reprodukļn²mu ne¼spŊchu, protoģe 

nejsou schopny vychovat dŊlnice a malĨ poļet samcŢ, kter® zvl§dnou vyprodukovat, m§ jen 

malou ġanci pŚedat sv® geny. P§Śen² mezi samci a jejich matkou, jak to pozoroval Pt§ļek v 

uzavŚen®m prostŚed², se ve voln® pŚ²rodŊ jev² jako velmi nepravdŊpodobn®. Na jaŚe se kr§lovny 

soustŚed² pŚedevġ²m na zaloģen² hn²zda a p®ļi o nŊj a obvykle se v t®to dobŊ nepouġtŊj² do 

p§Ś²c²ch letŢ. Nav²c si ļmel§ci vyvinuli nŊkolik mechanismŢ k zabr§nŊn² inbreedingu. Po 

vyl²hnut² samci obvykle opouġtŊj² mateŚsk® hn²zdo a hledaj² pŚ²leģitosti k p§Śen² v odlehlĨch 
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lokalit§ch, ļ²mģ se sniģuje pravdŊpodobnost p§Śen² s pŚ²buznĨmi jedinci (Goulson 2010). Samci 

ļmel§kŢ nav²c dok§ģ² rozeznat geneticky odliġn® kr§lovny prostŚednictv²m chemickĨch 

sign§lŢ, coģ jim umoģŔuje vyhnout se p§Śen² s pŚ²buznĨmi (Valterov§ et al., 2019). 

Zcela jedineļnĨm jevem je p§Śen² kr§lovny pot®, co jiģ nakladla vaj²ļka. P§Śen² bŊhem 

snŢġkov®ho obdob² je zn§mo u nŊkterĨch blanokŚ²dlĨch, napŚ²klad u druhu Melittobia acasta 

(Eulophidae) (Walker, 1839), kde bylo pops§no tak® p§Śen² s potomky (Balfour Browne, 1922). 

V nadļeledi Apoidea je vġak toto chov§n² zcela atypick®. 

V naġem experimentu jsme se zamŊŚili na druhĨ aspekt tohoto pozorov§n² a potvrdili jsme, ģe 

u ļmel§ka zemn²ho (Bombus terrestris) je moģn® obr§tit f§ze p§Śen² a hibernace. 

Panensk® kr§lovny v naġem experimentu vyk§zaly vysokou m²ru pŚeģit² bŊhem hibernace, coģ 

je v souladu se zjiġtŊn²mi Greeff a Schmid-Hempel (2008) a Bogo et al. (2017), a to i po 

prodlouģen® sedmimŊs²ļn² hibernaci. Pod²l ¼spŊġn®ho p§Śen² po hibernaci (82,6 % a 77,7 %) 

odpov²d§ ¼spŊġnosti p§Śen² v pŚirozen®m cyklu pŚed hibernac² (62,7ï93,3 %) (Kwon et al., 

2006; Amin et al., 2010; Gosterit, 2016) a rovnŊģ odpov²d§ vĨsledkŢm p§Śen² Bombus terrestris 

v naġ² laboratoŚi za pŚirozenĨch podm²nek (nepublikovan§ data). 

JedinĨm faktorem, kterĨ jsme zaznamenali jako negativnŊ ovlivnŊnĨ d®lkou hibernace, byla 

schopnost hn²zd vychov§vat nov® kr§lovny; rozd²l vġak nebyl statisticky vĨznamnĨ. 

VĨzkumy uk§zaly, ģe prodlouģen§ hibernace vyļerp§v§ energetick® z§soby, coģ mŢģe 

negativnŊ ovlivnit reprodukļn² ¼spŊġnost kr§loven a sn²ģit celkovou ¼spŊġnost kolonie (Gosterit 

& Gurel, 2009). Je proto pravdŊpodobn®, ģe tento trend pozorujeme i zde. Zaznamenali jsme 

tak® znaļn® rozd²ly mezi jednotlivĨmi hn²zdy v poļtu novĨch kr§loven (3ï146). Aļkoli jsme v 

naġem experimentu nehodnotili dalġ² parametry hn²zd, jako je poļet dŊlnic, rychlost ļi d®lka 

vĨvoje, zd§ se, ģe poļet novŊ vychovanĨch kr§loven je dostateļnĨ k zajiġtŊn² reprodukļn²ho 

¼spŊchu kr§loven, kter® se sp§Śily aģ po hibernaci. 

Je nepravdŊpodobn®, ģe by se f§ze p§Śen² a hibernace v pŚ²rodŊ bŊģnŊ obracely, vzhledem k 

evoluļn²m bari®r§m, kter® upŚednostŔuj² pŚirozenĨ sled. Nicm®nŊ s ohledem na vysokou m²ru 

pŚeģit² panenskĨch kr§loven bŊhem hibernace a jejich schopnost produkovat na jaŚe samce 

nemŢģeme tuto moģnost zcela vylouļit. 

Naġe vĨsledky by vġak mohly m²t vĨznamnĨ pŚ²nos pro laboratorn² chovy a ochran§Śsk® 

programy vz§cnĨch druhŢ ļmel§kŢ. Zejm®na v malĨch chovnĨch populac²ch mohou nastat 

situace, kdy nejsou k dispozici vhodn² nepŚ²buzn² samci pro pr§vŊ vyl²hl® kr§lovny. OpoģdŊn® 

p§Śen² po hibernaci poskytuje dostatek ļasu k odchovu hn²zd se samci vhodn®ho genotypu. 
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Z§vŊr 

Studie uk§zala, ģe ļmel§ļ² kr§lovny Bombus terrestris lze ¼spŊġnŊ p§Śit aģ po hibernaci, 

pŚiļemģ m²ra pŚeģit² i ¼spŊġnost p§Śen² zŢst§vaj² vysok®. Delġ² hibernace mŊla jen m²rnĨ vliv 

na schopnost hn²zd vyprodukovat nov® kr§lovny. Odloģen® p§Śen² lze proto povaģovat za 

perspektivn² metodu v laboratorn²m chovu i ochranŊ ļmel§kŢ. Tento postup mŢģe bĨt obzvl§ġŠ 

uģiteļnĨ tam, kde je obt²ģn® zajistit nepŚ²buzn® trubce v dobŊ pŚed zimov§n²m. 
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VĨvoj sady SSR markerŢ pro genotypov§n² hruġnŊ obecn®  

(Pyrus communis L.) v jedn® reakci 

Development of an SSR Marker Set for Genotyping European Pear  

(Pyrus communis L.) in a Single Reaction 

ĢŅ§rsk§ I., Ļmejlov§ J. 

VħZKUMNħ A ĠLECHTITELSKħ ĐSTAV OVOCNĆřSKħ HOLOVOUSY s.r.o. 

 

Abstrakt  
HruġeŔ obecn§ (Pyrus communis L.) je hospod§Śsky vĨznamnĨ druh s ġirokou odrŢdovou variabilitou. 

Pro spolehlivou identifikaci a ochranu genetickĨch zdrojŢ je nezbytn® pouģ²vat pŚesn® metody jako 

vhodnĨ doplnŊk tradiļnŊ pouģ²vanĨch testŢ zaloģenĨch na fenotypu, kter® mohou bĨt ļasovŊ n§roļn® a 

ovlivnŊn® vnŊjġ²mi podm²nkami. Genotypizace pomoc² mikrosatelitn²ch neboli SSR markerŢ 

pŚedstavuje modern², rychlĨ a vysoce spolehlivĨ n§stroj pro ovŊŚov§n² odrŢdov® identity. Poskytuje 

pŚesn® rozliġen² jednotlivĨch odrŢd nez§visle na st§Ś² rostliny, jej²m zdravotn²m stavu nebo plodnosti. 

V r§mci t®to studie byla navrģena nov§ sada SSR markerŢ, kter§ umoģŔuje souļasnou amplifikaci vġech 

c²lovĨch lokusŢ v jedin® PCR reakci. Sada byla optimalizov§na pro vysokou rozliġovac² schopnost, 

reprodukovatelnost a praktick® vyuģit² v rutinn² laboratorn² praxi. 

Kl²ļov§ slova: mikrosatelity, DNA fingerprinting, identifikace odrŢd, fragmentaļn² analĨza, genetick§ 
diverzita 
 

Abstract 
European pear (Pyrus communis L.) is an economically important species characterized by broad 

varietal diversity. For reliable identification and protection of genetic resources, it is essential to use 

precise methods as a suitable complement to traditionally used tests based on a phenotype, which may 

be time-consuming and influenced by environmental conditions. Genotyping using microsatellite (SSR) 

markers offers a modern, rapid, and highly reliable tool for verifying varietal identity. It enables accurate 

distinguishing of individual cultivars regardless of plant age, health status, or fertility. In this study, a 

new set of SSR markers was designed, allowing simultaneous amplification of all target loci in a single 

PCR reaction. The set was optimized for high discriminatory power, reproducibility, and practical 

application in routine laboratory practice. 

Keywords: microsatellites, DNA fingerprinting, cultivar identification, fragmentation analysis, genetic 

diversity 
 

Đvod 

HruġeŔ (Pyrus spp.) se Śad² mezi celosvŊtovŊ nejvĨznamnŊjġ² ovocn® druhy, je cenŊn§ pro svou 

chuŠ, vĨģivovou hodnotu, skladovac² moģnosti a bohatou odrŢdovou variabilitu. S glob§ln² 

produkc² pŚesahuj²c² 26,5 milionu tun v roce 2023 zauj²m§ hruġeŔ dvan§ct® m²sto mezi 

nejpŊstovanŊjġ²m ovocem (Statista; FAOSTAT). Odhaduje se, ģe existuje v²ce neģ 3 000 odrŢd 

hruġn² (Elzebroek a Wind 2008), a jejich ġlechtŊn² pokraļuje s ohledem na mŊn²c² se poģadavky 

a preference. Rod Pyrus je souļ§st² ļeledi Rosaceae a zahrnuje pŚes 20 druhŢ, kter® mŢģeme 

rozdŊlit na z§padn² (evropskou) skupinu, kam patŚ² hruġeŔ obecn§ (P. communis), a vĨchodn² 

(asijskou) skupinu, kterou reprezentuj² napŚ²klad druhy P. pyrifolia, P. bretschneideri a P. 

ussuriensis (Fischer 2009; Li et al. 2022). Tyto skupiny se vyvinuly oddŊlenŊ a vykazuj² znaļn® 

morfologick® a genetick® rozd²ly. Daj² se dobŚe rozliġit i na z§kladŊ vzhledu a chuŠovĨch 

vlastnost², kdy evropsk® hruġky maj² prot§hlĨ tvar, m§slovou a ġŠavnatou duģninu s 

charakteristickou chut² a vŢn² a asijsk® hruġky m²vaj² zaoblenĨ tvar a kŚupavou, granulovanou 

duģninu (Silva et al. 2014). HruġeŔ obecn§ mŢģe bĨt diploidn² (2n = 34, vŊtġina komerļnŊ 

pŊstovanĨch odrŢd) nebo triploidn² (3n = 51), jako napŚ²klad odrŢda 'Lucasova'. 

Spr§vn§ identifikace odrŢd ovocnĨch dŚevin je stŊģejn² ve vġech f§z²ch rostlinn® produkce, 

zejm®na u dlouhovŊkĨch vĨsadeb, kter® pŚedstavuj² vĨznamnou investici. V Ļesk® republice 
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se pro urļov§n² odrŢd tradiļnŊ pouģ²vaj² tzv. DUS testy (Distinctness, Uniformity, Stability) 

sleduj²c² fenotypick® a fenologick® znaky po minim§lnŊ dvŊ vegetaļn² obdob², avġak jejich 

vĨsledek z§vis² na zkuġenosti posuzovatele a vnŊjġ²ch faktorech. Modern²m a vysoce 

spolehlivĨm Śeġen²m pro pŚesn® ovŊŚen² identity jsou molekul§rnŊ genetick® metody, napŚ. 

genotypizace pomoc² mikrosatelitn²ch neboli SSR markerŢ (Simple Sequence Repeats). Ty jsou 

vysoce polymorfn² a snadno reprodukovateln® a pŚenositeln® mezi laboratoŚemi. 

Pro potŚeby genotypov§n² hruġn² bylo vyvinuto nŊkolik sad SSR markerŢ, z rŢznĨch dŢvodŢ je 

vġak vhodn® je modernizovat. Jako prvn² sestavil genotypizaļn² sadu Evans et al. (2009) 

v r§mci evropsk®ho konsorcia ECPGR (The European Cooperative Programme for Plant 

Genetic Resources), kdy tato sada obsahovala 17 SSR markerŢ s dinukleotidovou repetic². 

12 SSR markerŢ bylo amplifikov§no ve tŚech multiplexech po ļtyŚech lokusech, zbyl® byly 

analyzov§ny jednotlivŊ. Aļkoli tato sada dosahovala vysok® heterozygotnosti (0,81), byla 

technicky n§roļn§ na proveden² i vyhodnocen², rovnŊģ cena za analĨzu jednoho genotypu byla 

vysok§. Proto byly v dalġ² sadŊ vynech§ny vġechny SSR markery amplifikovan® jednotlivŊ a 

bylo zachov§no pouze 12 SSR markerŢ amplifikovanĨch ve 3 multiplexech za cenu sn²ģen² 

rozliġovac² schopnosti cel® sady (Evans et al. 2015). Dalġ² genotypizaļn² sadu vyvinul Zurn et 

al. (2020) v r§mci protokolu USPGR (Uniform Standards for the Protection of Plant Genetic 

Resources), ta vyuģ²v§ 10 SSR markerŢ, nŊkter® s delġ²mi repetitivn²mi sekvencemi (aģ 8 bp), 

kter® jsou stabilnŊjġ² a m®nŊ n§chyln® na nespecifity. Tyto markery vġak vykazovaly niģġ² 

heterozygotnost (0,60). VĨhodou t®to USPGR sady je amplifikace v jedn® multiplexn² reakci. 

C²lem t®to pr§ce byl vĨvoj zcela nov® sady SSR markerŢ, kter§ by kombinovala vĨhody obou 

pŚ²stupŢ ï obsahovala by 17 vysoce polymorfn²ch SSR markerŢ, kdy z kaģd®ho chromoz·mu 

by byl zahrnut 1 SSR marker, z§mŊrem bylo i multiplexov§n² cel® sady do jedin® reakce, aby 

byla vĨraznŊ zvĨġena efektivita, pŚesnost i dostupnost molekul§rn² identifikace pro rutinn² 

laboratorn² pouģit². Aļkoli bylo c²lem prim§rnŊ navrhnout sadu pro genotypov§n² hruġnŊ 

obecn® (Pyrus communis), byla tato sada testov§na i na asijskĨch druz²ch hruġn², popŚ²padŊ 

jejich kŚ²ģenc²ch s hruġn² obecnou. 

 

Materi§l a metody 

Pro analĨzy bylo vyuģito 265 hruġn² z genofondov® sb²rky VĠĐO. DNA byla izolov§na ze 

100 mg listŢ, popŚ²padŊ z lĨka soupravou ExgeneÊ Plant SV (GeneAll Biotechnology), a to 

dle pokynŢ vĨrobce. Koncentrace a kvalita DNA byly stanoveny spektrofotometrem NanoDrop 

Lite (Thermo Fisher Scientific) a DNA byla naŚedŊna na 10 ng/Õl. 

CelkovŊ bylo otestov§no 67 SSR markerŢ, nejprve in silico. U nŊkterĨch markerŢ byly PCR 

primery pro jejich amplifikaci pŚevzaty z pŢvodn²ch publikac², avġak u vŊtġiny markerŢ byly 

primery novŊ navrģeny podle potŚeby d®lky amplifikovan®ho fragmentu (software Geneious 

PrimeÈ verze 2024.0 (GraphPad Software LLC)), aby mohla v budoucnu prob²hat analĨza 

v jedin® reakci s jasnĨm pŚiŚazen²m jednotlivĨch alel ke konkr®tn²m SSR markerŢm. Pro 

prvotn² pokusy byla pouģita sada 18 diploidn²ch genotypŢ nepŚ²buznĨch odrŢd Pyrus 

communis, kdy byla testov§na ¼ļinnost PCR amplifikace za pouģit² PCR protokolu: 5 ɛl 

Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 1 ɛl premixu primerŢ 

(vĨsledn§ koncentrace kaģd®ho primeru byla 0,2 ɛM, jeden z nich fluorescenļnŊ znaļenĨ 

pomoc² 6-FAM), 2 ɛl DNA (10 ng/ɛl) a voda do objemu 10 ɛl. PCR byla provedena na PCR 

cykleru C1000 (Bio-Rad) s pouģit²m teplotn²ho profilu: 98 ÁC/1 min; 22x (98 ÁC/10 s; 

58 ÁC/10 s; 72 ÁC/30 s); fin§ln² extenze 72 ÁC/30 s. N§slednŊ byl 1 ɛl PCR produktu sm²ch§n s 

15 ɛl Hi Di Formamidu a 0,5 ɛl velikostn²ho markeru GeneScan 600 LIZ Size Standard v2.0 

(oboj² Thermo Fisher Scientific). Vzorky byly 2 minuty denaturov§ny pŚi 95 ÁC a analyzov§ny 

na genetick®m analyz§toru 3500 (Thermo Fisher Scientific). VĨsledky byly vyhodnoceny 

v softwaru GeneMapper v5 (Thermo Fisher Scientific). V pŚ²padŊ slab®ho nebo ģ§dn®ho 

sign§lu byly pŚid§ny dva aģ tŚi PCR cykly, nebo byla aģ 3x zvĨġena koncentrace primerŢ. 
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Pot® byla vyhodnocena n§sleduj²c² krit®ria: (i) ģ§dn§ nebo velmi neefektivn² amplifikace i po 

zvĨġen² koncentrace primerŢ a poļtŢ PCR cyklŢ; (ii) n²zk§ heterogenita (malĨ poļet alel, 

pŚ²padnŊ velkĨ poļet homozygotŢ); (iii) v²ce neģ dva fragmenty pozorovan® v testovan®m 

diploidn²m genotypu; (iv) vĨskyt alel liġ²c²ch se o m®nŊ neģ 1,0 nukleotidu, coģ komplikuje 

nastaven² binŢ v softwaru GeneMapper. SplnŊn² jak®hokoliv z tŊchto krit®ri² vedlo k vyŚazen² 

dan®ho SSR markeru z dalġ²ch analĨz. 

Ostatn² SSR markery byly analyzov§ny na dalġ²ch 48 odrŢd§ch hruġn² a vĨsledky byly 

statisticky zhodnoceny. Pro kaģdĨ marker byly vypoļ²t§ny n§sleduj²c² parametry: poļet alel, 

poļet vz§cnĨch alel (s vĨskytem pod 5 %), frekvence alel, velikost nejkratġ² a nejdelġ² alely, 

poļet efektivn²ch alel, pravdŊpodobnost nulovĨch alel, oļek§van§ a pozorovan§ 

heterozygotnost a byly opŊt vytypov§ny markery s vĨskytem alel s rozd²lem menġ²m neģ 1,0 

nukleotidu. Pro vyhodnocen² genetick® diverzity markerŢ a stanoven² frekvenc² jednotlivĨch 

alel v populaci byl pouģit software POLYGENE v1.7 (Huang et al. 2019). 

Na z§kladŊ tŊchto krit®ri² byly vybr§ny nejlepġ² kandid§tn² markery pro sestaven² multiplexn² 

reakce. Za t²mto ¼ļelem byly pŚ²sluġn® primery znaļeny pomoc² 6-FAM, VIC, NED nebo PET 

a koncentrace primerŢ v multiplexn² reakci byly upraveny tak, aby bylo dosaģeno srovnatelnĨch 

vĨġek sign§lu pro vġechny markery. Fin§ln² multiplexn² PCR reakce byla prov§dŊna za stejnĨch 

podm²nek, jako je uvedeno vĨġe, pouze bylo pouģito 24 PCR cyklŢ m²sto 22. Pokud byly 

identifikov§ny alely s n²zkĨm sign§lem, coģ naznaļuje moģnou mutaci v oblasti nav§z§n² 

primerŢ, byly navrģeny sekvenaļn² primery obklopuj²c² amplifikovanĨ fragment tak, aby bylo 

moģn® zkontrolovat komplement§rn² sekvence primerŢ. Po separaci fragmentŢ na agar·zov®m 

gelu byly pŚ²sluġn® oblasti gelu vyŚ²znuty a DNA purifikov§na pomoc² soupravy GeneAll Expin 

Combo GP (GeneAll Biotechnology). Sekvenaļn² reakce byla provedena pomoc² BigDyeÊ 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific), a to podle pokynŢ vĨrobce. 

Vzorky se pot® analyzovaly na genetick®m analyz§toru GA3500 (Thermo Fisher Scientific). 

V pŚ²padŊ identifikovan® mutace pod primerem byly navrģeny nov® degenerovan® primery a 

markery znovu otestov§ny v multiplexn² reakci. Funkļnost vybran® sady sedmn§cti SSR 

markerŢ byla ovŊŚena na 230 unik§tn²ch diploidn²ch a rovnŊģ na 35 unik§tn²ch triploidn²ch 

genotypech. OpŊt byla vyhodnocena genetick§ diverzita markerŢ, byly stanoveny frekvence 

vĨskytu jednotlivĨch alel a nakonec byla vypoļ²t§na pravdŊpodobnost n§hodn® identity dvou 

nepŚ²buznĨch vzorkŢ t®to sady SSR markerŢ (Ayres a Overall 2004). 

 

VĨsledky 

Bylo otestov§no 67 dŚ²ve publikovanĨch SSR markerŢ, vŊtġina z nich byla pŢvodnŊ vyvinuta 

u bl²zce pŚ²buzn® jablonŊ dom§c² (Malus Ĭ domestica Borkh.). 11 markerŢ bylo testov§no 

pouze in silico a vyŚazeno jeġtŊ pŚed samotnou laboratorn² analĨzou. Hlavn²m dŢvodem 

vyŚazen² byl jejich multilokusovĨ vĨskyt (markery CH02c02a, CH03h03, CH03d01, CH03g12, 

TsuENH025), dalġ²m dŢvodem byla skuteļnost, ģe jiģ na z§kladŊ literatury byl marker m§lo 

polymorfn² (TsuENH046, NAUpy40d), pŚ²padnŊ se marker nepovedlo lokalizovat 

v hruġŔov®m genomu (CH02b07, CH03a09, RLG1-1, CH05c04). Pro prvn² testov§n² byla 

pouģita sada jableļnĨch SSR markerŢ amplifikovanĨch v jednom multiplexu (Cmejlova et al. 

2021), kter® bylo zamŊŚeno na schopnost efektivnŊ amplifikovat kaģdĨ marker u vġech 

testovanĨch hruġŔovĨch genotypŢ. Z t®to sady markerŢ byly do fin§ln² sady pro genotypov§n² 

hruġn² vybr§ny dva markery i s pŢvodnŊ navrģenĨmi primery, a to markery CH04e05_a a 

CH01h10_a. N§slednŊ byly testov§ny dalġ² markery a vyhodnoceny podle krit®ri² uvedenĨch 

v odd²le Materi§l a metody (tabulka 1).  
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Tabulka 1. Seznam testovanĨch markerŢ, kter® byly vylouļeny z dalġ²ch analĨz vļetnŊ dŢvodu jejich 

vyŚazen². LG ï vazebn§ skupina/chromoz·m.  

Marker  LG PŚ²ļina vyŚazen² Zdroj 

Hi02c07 1 n²zk§ heterozygotnost Silfverberg-Dilworth 

et al. 2006 

CH_Vf1 1 nŊkter® alely maj² velmi n²zkĨ sign§l ï sekvenov§n²m 

neobjevena mutace 

Vinatzer et al. 2004 

CH05g08 1 n²zk§ heterozygotnost Liebhard et al. 2002 

NH013a 1 u nŊkterĨch vzorkŢ se neamplifikuje  

CH02c06 2 n²zk§ heterozygotnost Gianfranceschi et al. 

1998 

CH05e03 2 u nŊkterĨch vzorkŢ se neamplifikuje  

CH02b10 2 rozd²l mezi nŊkterĨmi alelami menġ² neģ 1 nukleotid Gianfranceschi et al. 

1998 

CH03d10 2 dobrĨ marker, problematick® navrģen² primerŢ pro 

poģadovanou d®lku alel 

Liebhard et al. 2002 

GD12 3 nulov§ amplifikace Hokanson et al. 1998 

CH03g07 3 velmi n²zkĨ sign§l i pŚes zvĨġen² koncentrace primerŢ  Liebhard et al. 2002 

NZ01a6 4 nulov§ amplifikace Guilford et al. 1997 

CH05f06 5 rozd²l mezi nŊkterĨmi alelami menġ² neģ 1 nukleotid Liebhard et al. 2002 

NB103a 5 n²zk§ heterozygotnost; u nŊkterĨch vzorkŢ se 

neamplifikuje 

Yamamoto et al. 2002 

CH04e03  5 m§lo polymorfn²; rozd²l mezi nŊkterĨmi alelami menġ² 

neģ 1 nukleotid 

Liebhard et al. 2002 

CH03d07 6 nulov§ amplifikace  Liebhard et al. 2002 

CH03d12 6 m§lo polymorfn²; rozd²l mezi nŊkterĨmi alelami menġ² 

neģ 1 nukleotid 

Liebhard et al. 2002 

CH01f03b 9 u nŊkterĨch vzorkŢ se ġpatnŊ amplifikuje Liebhard et al. 2002 

NH029a 9 rozd²l mezi nŊkterĨmi alelami menġ² neģ 1 nukleotid Yamamoto et al. 2002 

CH05c07 9 nulov§ amplifikace Liebhard et al. 2002 

CH01h02 9 rozd²l mezi nŊkterĨmi alelami menġ² neģ 1 nukleotid  Gianfranceschi et al. 

1998 

GD142 9 rozd²l mezi nŊkterĨmi alelami menġ² neģ 1 nukleotid Hokanson et al. 1998 

CH02c11 10 u nŊkterĨch vzorkŢ se ġpatnŊ amplifikuje; rozd²l mezi 

nŊkterĨmi alelami menġ² neģ 1 nukleotid 

Liebhard et al. 2002 

CH01f07a 10 rozd²l mezi nŊkterĨmi alelami menġ² neģ 1 nukleotid Liebhard et al. 2002 

CH01f12 10 n²zk§ heterozygotnost Liebhard et al. 2002 

CH02a10  10 n²zk§ heterozygotnost Liebhard et al. 2002 

CH03d11 10 n²zk§ heterozygotnost Liebhard et al. 2002 

CH02d08 11 n²zk§ heterozygotnost Liebhard et al. 2002 

EMPc11 11 velmi n²zkĨ sign§l i pŚes zvĨġen² koncentrace primerŢ Fernandez-Fernandez 

et al. 2006 

CH01f02 12 nulov§ amplifikace Gianfranceschi et al. 

1998 

GD147 13 n²zk§ heterozygotnost Hokanson et al. 1998 

CH03a08 13 rozd²l mezi nŊkterĨmi alelami menġ² neģ 1 nukleotid Liebhard et al. 2002 

CH05f04  13 nŊkter® alely maj² velmi n²zkĨ sign§l ï sekvenov§n²m 

neobjevena mutace 

Liebhard et al. 2002 

NH009b 13 n²zk§ heterozygotnost; u diploidŢ pozorov§ny 3 alely Yamamoto et al. 2002 

CH04c07 14 n²zk§ heterozygotnost; u nŊkterĨch vzorkŢ se ġpatnŊ 

amplifikuje 

Liebhard et al. 2002 

CH02c09 15 n²zk§ heterozygotnost; rozd²l mezi nŊkterĨmi alelami 

menġ² neģ 1 nukleotid 

Liebhard et al. 2002 
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CH01d08 15 rozd²l mezi nŊkterĨmi alelami menġ² neģ 1 nukleotid Liebhard et al. 2002 

CH05e04 16 n²zk§ heterozygotnost; u nŊkterĨch vzorkŢ se ġpatnŊ 

amplifikuje 

Liebhard et al. 2002 

CH01h01 17 n²zk§ heterozygotnost Gianfranceschi et al. 

1998 

TsuENH080  17 n²zk§ heterozygotnost Nishitani et al. 2009 

 

Nakonec bylo vybr§no 17 markerŢ, kdy z kaģd®ho hruġŔov®ho chromoz·mu byl vybr§n jeden 

marker (tabulka 2). Z tŊchto 17 markerŢ jsou ļtyŚi markery ponech§ny z doporuļen® 

genotypizaļn² sady pro hruġnŊ mezin§rodn²ho uskupen² ECPGR, a to markery NZ05g8, 

CH01d09, CH05c06 a GD96 (Evans et al. 2009). Vġech 17 vybranĨch SSR markerŢ bylo 

zmultiplexov§no do jedn® PCR reakce a byla optimalizov§na koncentrace kaģd®ho primeru, 

aby se dos§hlo pŚibliģnŊ stejn® vĨġky sign§lu pro alely ve vġech markerech (barevn® znaļen², 

pozorovan² d®lka a poļet alel a pŢvodn² zdroje vġech SSR markerŢ jsou uvedeny v tabulce 2). 

 
Tabulka 2. Charakteristika multiplexu SSR markerŢ pro genotypov§n² hruġnŊ dom§c² v jedin® reakci. 

LG ï vazebn§ skupina/chromoz·m, An ï poļet rŢznĨch pozorovanĨch alel u diploidn²ch i triploidn²ch 

odrŢd. Koncovka n§zvu markeru Ă_añ znamen§, ģe byl pro amplifikaci pouģit alespoŔ jeden primer 

navrģenĨ v jin® neģ origin§ln² pozici, tj. d®lka alely amplifikovan® pŢvodn²mi primery se liġ² od d®lky 

t®ģe alely amplifikovan® v tomto multiplexu. Jedn§ se vġak o amplifikaci t®hoģ polymorfn²ho m²sta 

genomu. 

Marker LG Znaļen² 
D®lka alel 

(nukleotidy) 
An Prim§rn² zdroj SSR markeru 

CH02b03b_a 10 6-FAM 81ï127 17 Liebhard et al. 2002 

CH05d03 14 6-FAM 142ï194 19 Liebhard et al. 2002 

NZ05g8_a 4 6-FAM 241ï272 9 Guilford et al. 1997 

CH05a05_a 6 6-FAM 304ï358 17 Liebhard et al. 2002 

NB106a_a 9 6-FAM 423ï506 23 Yamamoto et al. 2002 

CH05c06 16 NED 82ï119 13 Liebhard et al. 2002 

GD96_a 17 NED 151ï207 16 Hokanson et al. 1998 

CH01d09_a 12 NED 269ï320 26 Liebhard et al. 2002 

CH05e06_a 5 NED 343ï409 27 Liebhard et al. 2002 

NB105a_a 11 PET 110ï146 16 Yamamoto et al. 2002 

NB109a_a 3 PET 196ï278 26 Yamamoto et al. 2002 

TsuENH003_a 1 PET 318ï346 15 Nishitani et al. 2009 

NH021a_a 13 PET 428ï463 20 Yamamoto et al. 2002 

CH01h10_a 8 VIC 85ï125 15 Liebhard et al. 2002 

CH04e05_a 7 VIC 175ï222 24 Liebhard et al. 2002 

CH02d11_a 15 VIC 254ï303 23 Gianfranceschi et al. 1998 

CH02f06_a 2 VIC 358ï413 20 Liebhard et al. 2002 

 

Pro novŊ sestavenou sadu 17 SSR markerŢ pro genotypizaci hruġn² byly na z§kladŊ analĨzy 

230 identifikovanĨch unik§tn²ch diploidn²ch genotypŢ statisticky vyhodnoceny parametry 

charakterizuj²c² genotypizaļn² potenci§l. PrŢmŊrnĨ poļet alel pro celou sadu je 18, prŢmŊrn§ 

pozorovan§ heterozygotnost (Ho) je 0,846, prŢmŊrn§ oļek§van§ heterozygotnost (He) je 0,822, 

prŢmŊrnĨ polymorfn² informaļn² obsah (PIC) je 0,802 a prŢmŊrnĨ poļet efektivn²ch alel pro 

sadu je 6. PravdŊpodobnost n§hodn® identity dvou nepŚ²buznĨch vzorkŢ t®to sady SSR markerŢ 

dos§hla hodnoty 4,8Ĭ10 Į . 

Cel§ reakce prob²h§ v jedn® multiplexn² reakci a vĨsledkem fragmentaļn² analĨzy je 

elektroforeogram, na z§kladŊ kter®ho je moģn® rozliġit jednotliv® odrŢdy s velmi vysokou 

pŚesnost². VĨsledn® uk§zkov® elektroforeogramy pro diploidn² odrŢdu 'Konference' a triploidn² 
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odrŢdu 'Lucasova' jsou uvedeny na obr§zku 1. Pomoc² t®to sady vġak nen² moģn® rozliġen² 

jednotlivĨch klonŢ nebo mutac² v r§mci jedn® odrŢdy. Prim§rnŊ je tato sada markerŢ navrģena 

pro identifikaci hruġnŊ obecn® (Pyrus communis), avġak je moģn® jej² vyuģit² rovnŊģ pŚi 

identifikaci asijskĨch hruġn², pŚ²padnŊ hybridŢ hruġnŊ obecn® s jinĨm druhem. V tomto pŚ²padŊ 

je vġak nutn® vz²t na vŊdom² moģnost absence amplifikace nŊkterĨch markerŢ, vĨskyt nulovĨch 

alel, pŚ²padnŊ vĨskyt zcela novĨch alel. 

 

 

Obr§zek 1. PŚ²klady vĨslednĨch elektroforeogramŢ pro diploidn² odrŢdu 'Konference' (A) a triploidn² 

odrŢdu 'Lucasova' (B). 

 

Diskuze 

Hlavn²m c²lem t®to studie bylo vĨraznŊ zjednoduġit a zlevnit laboratorn² postupy pro 

genotypizaci hruġnŊ obecn® (Pyrus communis L.), avġak se zachov§n²m vysok® rozliġovac² 

schopnosti. Za t²mto ¼ļelem byla navrģena nov§ sada SSR markerŢ umoģŔuj²c² amplifikaci 

vġech pŚ²sluġnĨch lokusŢ v jedin® reakci. Multiplexn² form§t vĨraznŊ sniģuje ļasovou 

n§roļnost, n§klady i riziko technickĨch a lidskĨch chyb. VĨbŊr SSR markerŢ do nov® sady 

vych§zel z pŚedchoz²ch studi² zamŊŚenĨch na evropsk® i asijsk® hruġnŊ (Yamamoto et al. 2002, 

Nishitani et al. 2009), a rovnŊģ na jablonŊ, kter® jsou s hruġnŊmi bl²zce pŚ²buzn® (Liebhard et 

al. 2002; Cmejlova et al 2021), pŚiļemģ byl kladen dŢraz na pokryt² vġech chromoz·mŢ a 

zahrnut² pŢvodn²ch markerŢ doporuļenĨch ECPGR (Evans et al. 2009). V pŚ²padech, kdy byly 

nŊkter® markery oznaļeny jako problematick® (pŚedevġ²m z dŢvodu ġpatn® amplifikace nebo 

n²zk® polymorfie), byly nahrazeny alternativami s lepġ²mi charakteristikami. Sada tak byla 

rozġ²Śena o nŊkolik markerŢ ovŊŚenĨch v pŚedchoz²ch studi²ch (Sehic et al. 2012, Urrestarazu 

et al. 2015, Pavlenko et al. 2022), ļ²mģ bylo dosaģeno komplexn²ho pokryt² genomu. Fin§ln² 

sada markerŢ byla ovŊŚena na 265 unik§tn²ch genotypech.  

V kontextu dosavadn²ch genotypizaļn²ch pŚ²stupŢ pro hruġeŔ obecnou pŚedstavuje n§mi 

vyvinut§ multiplexn² SSR sada vĨznamnĨ pokrok jak z hlediska technick® proveditelnosti, tak 

z pohledu rozliġovac² schopnosti. Zat²mco pŢvodn² ECPGR sada (Evans et al. 2009) se 

17 dinukleotidovĨmi markery dosahovala vysok® heterozygotnosti (0,81), jej² pouģit² bylo 

technicky n§roļn® a vyģadovalo tŚi multiplexn² PCR reakce po 4 markerech, zbyl® markery 

byly analyzov§ny jednotlivŊ. Naopak USPGR sada (Zurn et al. 2020) zjednoduġila laboratorn² 

protokol na jedinou multiplexn² reakci, avġak za cenu niģġ² heterozygotnosti (0,60). NovŊ 
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navrģen§ sada SSR markerŢ kombinuje vĨhody obou pŚ²stupŢ ï zahrnuje 17 vysoce 

polymorfn²ch markerŢ pokrĨvaj²c²ch celĨ genom rodu Pyrus, dosahuje mimoŚ§dnŊ vysok® 

heterozygotnosti (0,85) a velmi n²zk® pravdŊpodobnosti n§hodn® shody dvou genotypŢ 

(4,8Ĭ10 Į ), pŚiļemģ umoģŔuje genotypizaci v jedin® PCR reakci. Celkov§ pravdŊpodobnost 

n§hodn® identity byla niģġ² neģ hodnoty uv§dŊn® u obdobnĨch sad pro genotypizaci jablon² 

(Urrestarazu et al. 2016; Cmejlov§ et al. 2021), a dokonce niģġ² neģ u nŊkterĨch forenzn²ch 

panelŢ pouģ²vanĨch pro lidskou DNA (Green et al. 2013), coģ potvrzuje vysokou diskriminaļn² 

schopnost naġ² novŊ sestaven® sady pro hruġnŊ. Ve srovn§n² s 70 K Pyrus AxiomÊ SNP 

genotypizaļn² platformou (Montanari et al. 2019), kter§ vyģaduje n§kladn® vybaven² a 

pokroļil® znalosti bioinformatiky, nab²z² vyvinut§ sada SSR markerŢ srovnatelnou rozliġovac² 

schopnost pŚi vĨraznŊ niģġ²ch n§kladech a vyġġ² dostupnost pro rutinn² laboratorn² programy. 

To umoģŔuje sn²ģen² ceny identifikace odrŢd hruġn² a pouģit² genotypov§n² i v rutinn² 

zemŊdŊlsk® praxi, napŚ. pŚi produkci rozmnoģovac²ho materi§lu. 

 

Z§vŊr 

Byla vyvinuta souprava pro rutinn² genotypizaci hruġnŊ obecn® (Pyrus communis L.) sest§vaj²c² 

ze 17 SSR markerŢ. D²ky multiplexn²mu uspoŚ§dan² v jedn® reakci se vĨraznŊ sniģuj² finanļn² 

n§klady na analĨzu, doba potŚebn§ pro analĨzu i moģn§ chybovost. Tento n§stroj je vhodnĨ jak 

pro vŊdeck® ¼ļely (napŚ. spr§va genofondovĨch sb²rek ļi ovŊŚov§n² rodiļovskĨch kombinac² 

pŚi ġlechtŊn² hruġn²), tak i pro rutinn² zemŊdŊlskou praxi (kontrola produkļn²ho ŚetŊzce 

materi§lu pro vĨsadbu novĨch sadŢ ï oļka, rouby, mateļnice, technick® a prostorov® izol§ty, 

produkovan® stromky). 
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2. Rostlinol®kaŚstv² 
 

Vliv biofumigace na diverzitu mikroorganismŢ v porostu brambor 

Effect of biofumigation on microbial diversity in potato crops 

Alba-Mej²a J.E.1, Holkov§ L.1, Kmoch M.2, J²lkov§ B. 1, Neoralov§ M.1 

1Đstav pŊstov§n², ġlechtŊn² rostlin a rostlinol®kaŚstv², Agronomick§ fakulta, Mendelova 

univerzita v BrnŊ; 2VĨzkumnĨ ¼stav brambor§ŚskĨ Havl²ļkŢv Brod, s. r. o. 

Abstrakt 
V t®to pr§ci byl sledov§n vliv biofumigace na sloģen² houbovĨch mikroorganismŢ v pŢdŊ 

v experiment§ln²ch porostech brambor. Jako zdroj biologicky aktivn²ch l§tek ï glykosinul§tŢ byly 

pouģity pokrutiny semen hoŚļice b²l® (Sinapis alba), kter® byly zapraveny do pŢdy pŚed vys§zen²m 

brambor. Po sklizni bylo v pŢdŊ testov§no zastoupen² nejļastŊji se vyskytuj²c²ch rodŢ a skupin hub 

pomoc² metody Illumina MiSeq. Statistick® vyhodnocen² z²skanĨch vĨsledkŢ prok§zalo vysoce 

prŢkaznĨ vliv pouģit® metody biofumigace na diverzitu mykobiomu v povrchov® vrstvŊ pŢdy. Pokles 

ļetnosti vĨskytu, byl pozorov§n zejm®na u rostlinnĨch patogenŢ, zat²mco saprofytick® houby z velk® 

ļ§sti biofumigac² negativnŊ ovlivnŊny nebyly. Tento trend je jednoznaļnŊ pozitivn², neboŠ t²m zŢst§vaj² 

zachov§ny procesy vedouc² k rozkladu organick® hmoty, k recyklaci ģivin a k udrģov§n² rovnov§hy 

ekosyst®mŢ. 

Kl²ļov§ slova: Biofumigace, mikrobiom, diverzita, Sinapis alba   

Abstract  
This study examined the effect of biofumigation on the composition of fungal microorganisms in the 

soil of experimental potato crops. White mustard seed meal (Sinapis alba) was used as a source of 

biologically active substances ï glucosinolates ï and was incorporated into the soil before sowing 

potatoes. After harvesting, the representation of the most common genera and groups of fungi in the soil 

was analysed using the Illumina MiSeq method. Statistical evaluation of the results obtained showed a 

highly significant effect of the biofumigation method used on the diversity of the mycobiome in the soil 

surface layer. A decrease in frequency was observed mainly in plant pathogens, while saprophytic fungi 

were largely unaffected by biofumigation. This trend is clearly positive, as it preserves the processes 

leading to the decomposition of organic matter, nutrient recycling, and the maintenance of ecosystem 

balance. 

Keywords: Biofumigation, microbiome, diversity, Sinapis alba   

Đvod 

Biofumigace je definov§na jako fytosanit§rn² ¼ļinek rostlin obsahuj²c²ch glukosinol§ty (GSL) 

na pŢdn² patogeny prostŚednictv²m tŊkavĨch slouļenin, zejm®na isothiokyan§tŢ (ITC), 

uvolŔovanĨch po hydrolĨze GSL enzymem myrosin§zou bŊhem naruġen² bunŊk v jejich 

pletivech a n§sledn®m zapraven² do pŢdy (Gimsing a Kirkegaard, 2009). Biofumigace je bŊģnŊ 

spojov§na s rostlinami bohatĨmi na glukosinol§ty, zejm®na s rostlinami z ļeledi brukvovitĨch 

(Brassicaceae). V r§mci ļeledi jsou pro biofumigaci nejļastŊji pouģ²van® druhy hoŚļice 

(Brassica juncea (L.) Czern.), rukola (Eruca sativa (L.) Mill.), Śedkev set§ (Raphanus sativus 

L.), hoŚļice b²l§ (Sinapis alba L.) a dalġ² (Ntalli a Caboni, 2017). 

PŚi biofumigaci se rostliny nadrt² a zapracuj² do pŢdy, aby se dos§hlo pŚirozen® produkce 

isothiokyan§tŢ (Gimsing a Kirkegaard, 2009). AlternativnŊ lze aplikovat semennĨ ġrot 

(Temmen et al., 2023). Đļinek biofumigace byl prok§z§n proti houbovĨm patogenŢm a 

oomycet§m z rodŢ Aphanomyces, Gaumannomyces, Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia, 

Sclerotinia a Verticillium (Motisi et al., 2010). ITC pozitivnŊ ovlivŔuj² sloģen² rhizosf®rick®ho 
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spoleļenstva, potlaļuj² pŢdn² patogeny rostlin a z§roveŔ maj² omezenĨ vliv na bŊģn® prospŊġn® 

mikrobi§ln² druhy, jako jsou Trichoderma spp. (Galletti et al., 2008).  

Biofumigace se tedy st§le ļastŊji testuje nebo jiģ vyuģ²v§ jako n§hrada aplikace fungicidŢ. 

Jejich dlouhodob® pouģ²v§n², je nebezpeļn® nejen pŚ²mo pro ģivotn² prostŚed², ale tak® zvyġuje 

riziko rezistence patogenŢ (Massi et al., 2021). Naġe pr§ce se zamŊŚila na testov§n² moģnosti 

biofumigace s vyuģit²m zbytkŢ semen (pokrutin) hoŚļice b²l® (Sinapis alba) pro zlepġen² pŢdy, 

ve kter® se pŊstuj² brambory. Biofumigaļn² vlastnosti hoŚļice jsou dobŚe zn§m®. Semena 

obsahuj² glukosinol§t sinalbin (Lietzow, 2021). 

Jednou z hlavn²ch sloģek pŢdn²ho mikrobiomu, kterĨ zahrnuje rŢzn® skupiny mikroorganismŢ 

obĨvaj²c²ch agroekosyst®my, je mykobiom. Souļ§st² mykobiomu mohou bĨt z§stupci jak 

patogenn²ho charakteru (rody Fusarium, Rhizoctonia, Phytium, Phyophtora aj.), tak pŢdŊ 

prospŊġn® druhy zejm®na saprofyty. Ty se pod²lej² na interakc²ch mezi rostlinami a pŢdou, 

napom§haj² rozkladu organick® hmoty a podporuj² dobrĨ zdravotn² stav a vĨģivu rostlin. Jejich 

pŚ²tomnost v hospod§Śsky vyuģ²vanĨch pŢd§ch je nezbytn§ pro udrģitelnĨ rozvoj zemŊdŊlstv² 

(Fernandes et al., 2022). 

Hodnocen² sloģen² a zastoupen² mikroorganismŢ ve zvolenĨch pŢdn²ch ekosyst®mech n§m 

umoģŔuj² metody metagenomiky, kter® na z§kladŊ hromadn®ho vyhodnocen² relativnŊ kr§tkĨch 

sekvenc² v hypervariabiln²ch oblastech genomu mikroorganisnŢ (napŚ. ITS, 16SRNA) 

umoģŔuj² studovat mikrobi§ln² spoleļenstva ve velkĨch vzorc²ch odebranĨch z dan®ho 

prostŚed² pŚ²mo bez kultivace jednotlivĨch druhŢ (Sunagawa et al., 2013).  

C²lem t®to pr§ce bylo ovŊŚen² vlivu biofumigaļn²ho ¼ļinku pokrutin hoŚļice b²l® na zastoupen² 

houbovĨch mikroorganismŢ v pŢdŊ v porostu brambor. 

Materi§l a metody 

MaloparcelovĨ poln² experiment byl proveden na pozemku VS Valeļov VĐB, s.r.o. Havl²ļkŢv 

Brod. Souļet aktivn²ch teplot nad 10 ÁC (kvŊten - z§Ś²) byl 2 390, ¼hrn sr§ģek (duben - z§Ś²) byl 

461 mm. CharakteristickĨm pŢdn²m typem pozemku je kambi§lnŊ-ledovcov§, j²lovit§, 

skl§daj²c² se ze 17 % j²lu a 46 % p²sku. pH pŢdy bylo 6,6.  

Pokus byl proveden ve tŚech variant§ch: i) kontroln² varianta (K) - pŢda bez aplikace hoŚļiļnĨch 

semen, ii) biofumigace I. (F1) - drcen§ hoŚļiļn§ semena byla aplikov§na do pŢdy v d§vce 5 000 

kg ha-1 (0,5 kg m-2) a iii) biofumigace II. (F2) - drcen§ hoŚļiļn§ semena byla aplikov§na do 

pŢdy v d§vce 10 000 kg ha-1 (1,0 kg m-2). Vġechny experiment§ln² varianty byly zaloģeny ve 

tŚech opakov§n²ch. Velikost parcely: 4,5 x 9,3 m = 41,85 m2 (6 Ś§dkŢ po 32 shluc²ch = 192 

shlukŢ). 

Do takto oġetŚen® pŢdy byly 30. dubna 2024 vysazeny brambory. BŊhem vegetaļn²ho obdob² 

nebyla pouģita ģ§dn§ mechanick§ kultivace porostu. PrŢmŊrn® mŊs²ļn² teploty od kvŊtna do 

ļervence byly vyġġ² neģ prŢmŊr pro danou lokalitu v roce 2024 a pohybovaly se od 14,4 ÁC 

(kvŊten) do 18,2 ÁC (ļerven) a 19,8 ÁC (ļervenec). MŊs²ļn² sr§ģkov® ¼hrny za sledovan® obdob² 

byly 98,4 mm, 43,8 mm a 99,3 mm. MŊs²ļn² sr§ģkovĨ ¼hrn za ļerven byl 43,8 mm, coģ je pouze 

55,5 % norm§lu. 

Devades§t dn² po vĨsadbŊ byly z kaģd®ho oġetŚen² a opakov§n² odebr§ny sum§rn² vzorky pŢdy 

z hloubky 0 aģ 25 cm (kaģdĨ sum§rn² vzorek pŢdy se skl§dal z pŊti n§hodnŊ vybranĨch d²lļ²ch 

vzorkŢ). Pro izolaci DNA bylo od kaģd® varianty oġetŚen² 9 vzorkŢ (3 vzorky od kaģd®ho 

opakov§n²). DNA byla izolov§na z 400 mg homogenizovan® zeminy pomoc² kitu innuSPEED 

soil DNA Kit (Innuscreen GmbH, Berlin, Germany). DNA byla sekvencov§na v oblasti ITS1. 

Sekvencov§n² a vĨsledky byly vyhodnoceny metodou Illumina MiSeq. Vlastn² analĨza i 

statistick® vyhodnocen² dat bylo proveden firmou Novogene (UK) Company Limited. 

VĨsledky jsou prezentov§ny formou grafŢ pomŊrn®ho zastoupen² sledovanĨch rodŢ a skupin 

hub a prŢkaznost vĨsledkŢ byla ovŊŚena testem podobnosti ANOSIM. 
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VĨsledky 

Statistick® vyhodnocen² z²skanĨch vĨsledkŢ prok§zalo statisticky vysoce prŢkaznĨ vliv pouģit® 

metody biofumigace na diverzitu mykobiomu v povrchov® vrstvŊ pŢdy u obou 

experiment§ln²ch variant (viz Tabulka1).  
 

Tabulka 1 VĨsledky testu podobnosti mezi kontroln² testovanĨmi variantami  

 
 

Hodnota R (viz Tabulka 1) se pohybuje mezi -1 a 1, kde kladn§ ļ²sla dokazuj² vŊtġ² podobnost 

v r§mci variant neģ mezi variantami (kontrola/F1 a kontrola /F2) a hodnoty bl²zk® nule Ś²kaj², 

ģe mezi variantami ģ§dnĨ rozd²l v podobnosti nebyl zaznamen§n (F1/F2). I kdyģ 

v n§sleduj²c²ch grafech je moģno pozorovat i zvyġuj²c² se ¼ļinek vyġġ² d§vky pokrutin ve 

variantŊ F2, nebyly tyto rozd²ly statisticky prŢkazn®.  

 
Obr§zek 1 PomŊrn® zastoupen² nejļastŊji se vyskytuj²c²ch rodŢ hub v pŢd§ch oġetŚenĨch biofumigac². 

K: kontroln² varianta bez oġetŚen², F1: pŢda s hoŚļiļnĨmi pokrutinami v d§vce 0,5 kg m-2, F2: pŢda 

s hoŚļiļnĨmi pokrutinami v d§vce 1 kg m-2. Barevn® rozliġen² je vysvŊtleno v n§sleduj²c² tabulce 2. 

 
Tabulka 2 Rody hub, kter® se nejļastŊji vyskytovaly v testovanĨch vzorc²ch pŢdy a jejich odezva na 

biofumigaci 

 
 

Z obr§zku 1 je zŚejm®, ģe ļetnost zastoupen² rodŢ hub v pŢdŊ vlivem biofumigace klesala. Pod²l 

rodŢ, kter® se vyskytovaly v niģġ²ch ļetnostech (ģlutŊ oznaļen® ï ostatn²) klesl o 30-35 %. 

Varianty hodnota R hodnota P
kontrola / F1 0,420 0,001
kontrola / F2 0,684 0,001

F1/F2 0,182 0,013

Oznaļen² Rod Reakce na BF

Ostatn² Ź

Emericellopsis Ź

Botryotrichum ŷ

Verticillium Ź

Conocybe Ź

Penicillium ŷ

Fusarium ŷ

Linnemania ŷ

Pseudogymnoascus ᵁᵂ

Humicola ŷ

Beauvaria Ź
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Naopak ļetnost nŊkterĨch rodŢ hub v biofumigac² oġetŚenĨch variant§ch rostla. V tabulce 2 je 

uvedeno 10 nejļastŊji se vyskytuj²c²ch rodŢ a ġipkami je naznaļena jejich reakce na 

experiment§ln² z§sahy. 

Rod Beauveria se Śad² do oddŊlen² Ascomycota. NŊkolik druhŢ tohoto rodu jsou patogeny 

hmyzu. Oproti kontroln² variantŊ, v oġetŚenĨch variant§ch nebyly z§stupci tohoto rodu 

detekov§ni. Oproti tomu ļetnost z§stupcŢ rodu Humicola v oġetŚenĨch variant§ch vzrostl. 

Z§stupci jsou ļasto Śazeni mezi saprofyty nebo parazity, kter® ale nezpŢsobuj² onemocnŊn² 

brambor. Dalġ²m identifikovanĨm rodem byl rod Pseudogymnoascus. Mnoho ļlenŢ tohoto rodu 

je celulolytickĨch, vyģivuj² se jako saprofyt® (Agrios, 2005). Pozitivn² zjiġtŊn² se tĨkalo rodu 

Linnemannia, ļetnost zastoupen² ļlenŢ tohoto pro rostliny uģiteļn®ho rodu vlivem biofumigace 

rostla. Je zn§mo, ģe nŊkter® druhy tohoto rodu kolonizuj² rhizosf®ru rostlin a jsou schopny 

vytv§Śet vz§jemn® symbiotick® vztahy podobn® mykorhize se ġirokĨm spektrem rostlinnĨch 

druhŢ, ļ²mģ mohou pŢsobit jako stimul§tory rŢstu Agrios (2005). Bohuģel, ļetnost zastoupen² 

patogenn²ch hub rodu Fusarium vlivem fumigace neklesala, ale naopak jsme zaznamenali jej² 

n§rŢst. Ukazuje se, ģe tyto vĨznamn® patogeny na biofumigaci nereaguj². Tento vĨsledek byl 

pozorov§n i pŚi pouģit² jinĨch zpŢsobŢ biofumigace (Wieczorek et al., 2024). ZvĨġen² ļetnosti 

mŢģe, stejnŊ jako v ostatn²ch pŚ²padech, bĨt vysvŊtleno jednak n§rŢstem organick® hmoty 

v oġetŚenĨch variant§ch anebo Ăvyuģit²mñ uvolnŊn®ho prostoru po mikroorganismech na 

biofumigaci citlivĨch. StejnĨ dŢvod mŢģe m²t i zvĨġen² ļetnosti z§stupcŢ rodu Penicillium 

(odd. Ascomycota) v oġetŚenĨch variant§ch. Dalġ² detekovanĨ rod byl Conocybe patŚ²c² do odd. 

Basidiomycota. Na biofumigaci reagovaly sn²ģen²m ļetnosti podobnŊ jako z§stupci rodu 

Verticillium. V tomto pŚ²padŊ jde o pozitivn² zjiġtŊn², protoģe z§stupci tohoto rodu zpŢsobuj² 

chorobu verticiliov® vadnut² nejen u brambor, ale i u jinĨch plodin napŚ. Śepky. Rod 

Botryotrichum (odd. Ascomycota) zahrnuje bŊģn® pŢdn² houby (Agrios, 2005). Ļetnost jejich 

vĨskytu vlivem biofumigace rostla. 

 
Obr§zek 2 PomŊrn® zastoupen² nejļastŊji se vyskytuj²c²ch oddŊlen² z Ś²ġe Hub v pŢdŊ oġetŚen® 

biofumigac² 

V testovanĨch vzorc²ch pŢdy pŚevaģovali z§stupci tŚ² taxonomickĨch oddŊlen² (viz Obr§zek 2) 

a to Basidiomycota, Ascomycota a Mortierellomycota, pŚiļemģ v oġetŚenĨch variant§ch F1 a 

F2 ļetnost vĨskytu basidiomycet klesala, askomycet zŢst§vala na podobn® ¼rovni (asi 70 %) a 

ļetnost mortierellomycet stoupala. VĨsledky naznaļuj² moģnou souvislost navĨġen² ļetnosti 

s redukc² basidiomycet, protoģe v obou pŚ²padech k poklesu i vzrŢstu ļetnost² doch§zelo ve 

stejnĨch pomŊrech. VŊtġina druhŢ v t®to skupinŊ je saprofytickĨch. NŊkter® druhy patŚ² k 

houb§m podporuj²c²m rŢst rostlin. Vyskytuj² se v pŢdŊ, rhizosf®Śe a rostlinnĨch pletivech 

(Ozimek a Hanaka, 2021). Do oddŊlen² basidiomycet patŚ² i z§vaģnĨ patogen brambor 

Rhizoctonia solani.  
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Tabulka 3 NejļastŊji se vyskytuj²c² typy houbovĨch mikroorganismŢ v testovanĨch vzorc²ch pŢdy a jejich 

odezva na biofumigaci 

 
 

V tabulce 3 je souhrnnŊ uvedena obecn§ reakce mykobiomu na n§mi testovan® experiment§ln² 

podm²nky. U patogenŢ rostlin, byl pozorov§n celkovŊ pokles ļetnosti vĨskytu, i kdyģ 

z pŚedch§zej²c²ch vĨsledkŢ v²me, ģe se to netĨk§ patogenŢ rodu Fusarium. Saprofytick® houby 

z velk® ļ§sti biofumigac² negativnŊ ovlivnŊny nebyly nebo byl pozorov§n sp²ġe n§rŢst ļetnosti 

jejich vĨskytu. Tento trend je jednoznaļnŊ pozitivn², neboŠ t²m zŢst§vaj² zachov§ny procesy 

vedouc² k rozkladu organick® hmoty, k recyklaci ģivin a k udrģov§n² rovnov§hy ekosyst®mŢ. 

PozorovanĨ n§rŢst ļetnosti endofytickĨch hub tak® dokumentuje zlepġen² kvality biofumigac² 

oġetŚen® pŢdy. Tyto mikroorganismy ģij² symbioticky uvnitŚ rostlinnĨch tk§n²., aniģ by 

zpŢsobovaly jak®koli zjevn® pŚ²znaky nebo poġkozen² (Agrios, 2005). V souļasn® dobŊ je 

uzn§v§na jejich aktivn² role v ekologii, vĨģivŊ a zdravotn²m stavu plodin. 

Diskuse  

Biofumigace je v souļasn® dobŊ testov§na a doporuļov§na jako jedna z moģnost² udrģen² 

dobr®ho zdravotn²ho stavu pŢdy potaģmo rhizosf®ry bez pouģit² chemickĨch l§tek fungicidŢ. 

Pro praktick® vyuģ²v§n² je nutn® ovŊŚovat ¼ļinky konkr®tn²ch metod biofumigace na celkov® 

sloģen² a diverzitu mikroorganismŢ v takto oġetŚenĨch pŢd§ch. Pokrutiny z hoļiļnĨch semen, 

kter® jsme pouģili pro ozdraven² pŢdy v naġem experimentu, mŊly prokazatelnĨ ¼ļinek na 

sn²ģen² vĨskytu nŊkterĨch patogenn²ch druhŢ zejm®na rodu Verticillium. Saranya et al. (2024) 

prok§zali 100 % inhibici Colletotrichum falcatum pŚi pouģit² drcenĨch semen hoŚļice 

v podm²nk§ch in vitro nebo 56 % inhibici mycelia, zat²mco rŢst prospŊġnĨch organismŢ 

ovlivnŊn nebyl. Đļinn§ byla tak® aplikace nasekanĨch rostlin nebo zapraven² rostlin hoŚļice 

b²l®, kter§ byla seta jako pŚedplodina (Wieczorek et al., 2024). Na rozd²l od naġich vĨsledkŢ, 

zaznamenali v takto oġetŚen® pŢdŊ sn²ģen² pod²lu hub asi o 20 % zejm®na odd. Ascomycota. Je 

zŚejm®, ģe vĨsledky jednotlivĨch studi² nelze jednoduġe zobecŔovat, protoģe ¼ļinnost 

biofumigace z§vis² tak® na vlivech prostŚed² (teplota, vlhkost a sloģen² pŢdy z hlediska obsahu 

j²lovitĨch ļ§stic), kter® ovlivŔuj² jak biochemick® procesy fumigace, tak podm²nky rŢstu 

jednotlivĨch druhŢ mikroorganismŢ (Gimsing, Kirkegaard, 2009). Pro biofumigaci se vyuģ²v§ 

tak® mouļka rozdrcenĨch semen jinĨch rostlinnĨch druhŢ. Mazzola et al. (2007) testovali 

¼ļinnost drcenĨch semen Brassica juncea a B. napus na potlaļen² pŢdn²ch patogenŢ 

vyvol§vaj²c²ch choroby jablon². Vġechny semenn® mouļky potlaļily koŚenovou infekci 

Skupina Reakce na BF

Ostatn² Ź

Emericellopsis

Endofytick® houbyŷ

Saprofyty  sv§z§ny na chl®vskou mtvuŹ

Patogeny rostlin ᵂ

Patogeny rostlin - pŢdn² saprofytyŸ

Patogeny ģivoļichŢ-saprofyty spojen® s pŢdouŸ

Neurļen® dŚevn² saprofytyŷ

Neurļen® saprofytyŸ

Patogeny ģivoļichŢ

NezaŚazeno Ÿ
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pŢvodn²mi druhy rodu Rhizoctonia. Odliġn® vĨsledky ¼ļinnosti biofumigace mohou souviset 

tak® s dobou pŢsoben² biologicky aktivn²ch l§tek v pŢdŊ. Mazzola et al. (2007) nepŚ²mo 

dokazuj², ģe vlastn² proces aktivn² fumigace v poln²ch podm²nk§ch trval maxim§lnŊ 4-8 tĨdnŢ, 

pokud tedy vĨsledky biofumigace hodnot²me s vŊtġ²m odstupem, mohou bĨt rozd²ly ļetnostech 

vĨskytu jednotlivĨch mikroorganismŢ, rodŢ apod. zpŢsobeny nepŚ²mo ï uvolnŊn® prostory 

obsazuj² druhy, kter® nebyly biofumigac² poġkozeny. (Larkin a Griffin, 2007). 

Z§vŊr 

V t®to studii byla data z²skan§ sekvenov§n²m metodou Illumina pouģita k porovn§n² diverzity 

spoleļenstev pŢdn²ch hub v porostech brambor mezi kontroln² variantou neoġetŚenou 

biofumigac² a experiment§ln²mi variantami, kde byly jako zdroj biofumigaļn²ch l§tek (ITC) 

pouģity dvŊ rŢzn® d§vky hoŚļiļnĨch pokrutin (0,5 kg m-2 a 1 kg m-2). Statisticky byl prok§z§n 

celkovĨ pokles biodiverzity na ¼rovni rodu u variant oġetŚenĨch biofumigac². V oġetŚenĨch 

variant§ch bylo souļasnŊ pozorov§no zvĨġen® zastoupen² saprofytickĨch a endofytickĨch hub 

dŢleģitĨch pro udrģen² kvality pŢdy z hlediska dostupnosti ģivin pro pŊstovan® plodiny. 

VĨsledky t®to pr§ce dokladuj² ¼ļinnost pouģit® metody biofumigac² a jej² vhodnost pro oġetŚen² 

pŢdy pŚed vĨsadbou brambor.  
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Monitoring rezistence houbovĨch patogenŢ obilnin k fungicidŢm ï NAP 

k bezpeļn®mu pouģ²v§n² pesticidŢ 

Monitoring of cereal fungal pathogens resistance to fungicides ï NAP for the 

safe use of pesticides 

Bleġa D., MatuġinskĨ P., TvarŢģek L.  

Agrotest fyto, s.r.o 

Abstrakt 
Rezistence fytopatogenn²ch hub vŢļi fungicidŢm pŚedstavuje rostouc² probl®m v produkci obilnin 

a vĨznamnŊ ovlivŔuje efektivitu chemick® ochrany rostlin. C²lem t®to pr§ce je shrnout souļasnĨ stav 

vĨskytu a vĨvoje rezistence ï sn²ģen® citlivosti u kl²ļovĨch patogenŢ obilnin ï Zymoseptoria tritici, 

Microdochium nivale, Ramularia collo-cygni a Oculimacula yallundae ï a pŚedstavit metodickĨ pŚ²stup 

laboratorn²ho testov§n². Tento pŚ²stup je souļ§st² dlouhodob® aktivity v r§mci N§rodn²ho akļn²ho pl§nu 

pro bezpeļn® pouģ²v§n² pesticidŢ (NAP) a slouģ² k monitorov§n² zmŊn v populac²ch patogenŢ, jejichģ 

vĨsledky jsou n§slednŊ vyuģ²v§ny v syst®mu rostlinol®kaŚsk®ho port§lu. Mezi roky 2024 a 2025 byl 

zaznamen§n n§rŢst rezistence houbovĨch patogenŢ obilnin k nŊkterĨm fungicidn²m l§tk§m, zejm®na 

u druhŢ M. nivale a R. collo-cygni.  

Kl²ļov§ slova: Rezistence k fungicidn²m l§tk§m, FRAC, Zymoseptoria tritici, Microdochium nivale, 

Ramularia collo-cygni, Oculimacula yallundae, Laboratorn² testy 

 

Abstract 

Resistance of phytopathogenic fungi to fungicides represents a growing problem in cereal production 

and significantly affects the effectiveness of chemical plant protection. The aim of this study is to 

summarize the current status and development of resistance ð i.e., reduced sensitivity ð in main cereal 

pathogens (Zymoseptoria tritici, Microdochium nivale, Ramularia collo-cygni, and Oculimacula 

yallundae) and to present a methodological approach for laboratory testing. This approach is part of 

a long-term activity within the National Action Plan for the Sustainable Use of Pesticides (NAP) and 

serves to monitor changes in pathogen populations, with results subsequently integrated into the the 

Plant Health Information Portal syst®m. During 2024 and 2025, an increase in fungicide resistance of 

cereal pathogens was recorded, particularly in M. nivale and R. collo-cygni.  
Keywords: Fungicide resistance; FRAC; Zymoseptoria tritici; Microdochium nivale; Ramularia collo-

cygni; Oculimacula yallundae; Laboratory assays 

 

Đvod 

Rozvoj a ġ²Śen² rezistence fytopatogenn²ch hub vŢļi fungicidn²m l§tk§m pŚedstavuje 

v souļasnosti jednu z nejz§vaģnŊjġ²ch vĨzev ochrany obilnin v EvropŊ (Yin et al., 2023; 

Alkemade, 2025). Dlouhodob® pouģ²v§n² fungicidŢ se stejnĨm mechanismem ¼ļinku (MoA) 

vytv§Ś² selekļn² tlak na patogeny, coģ vede ke ztr§tŊ citlivost k ¼ļinnĨm l§tk§m (Hawkins, 

2024). Tento proces, i kdyģ ļasto prob²h§ pomalu a lok§lnŊ, mŢģe v souhrnu v®st 

k vĨznamn®mu sn²ģen² ¼ļinnosti pŚ²pravkŢ a ekonomickĨm ztr§t§m v produkci obilnin (Ulrich 

et al., 2025). V reakci na tento probl®m vznikla mezin§rodn² komise pro sledov§n² rizika 

rezistence ï FRAC (Fungicide Resistance Action Committee) ï kter§ poskytuje metodiky pro 

hodnocen² rizika, klasifikaci fungicidn²ch l§tek podle mechanismu ¼ļinku a z§sady jejich 

spr§vn®ho pouģ²v§n² (Oliver et al., 2024; FRAC Code List 2024). 

V r§mci implementace N§rodn²ho akļn²ho pl§nu (NAP) pro bezpeļn® pouģ²v§n² pesticidŢ je 

v Ļesk® republice kladen dŢraz na monitoring ¼ļinnosti pŚ²pravkŢ a vĨvoj rezistence 

hospod§Śsky vĨznamnĨch patogenŢ obilnin. Tento monitoring je dŢleģitĨm podkladem nejen 

pro regulaļn² politiku a poradenstv², ale i pro samotn® pŊstitelsk® praxe, kter® ļel² narŢstaj²c² 

odolnosti populac² patogenŢ a tlaku na udrģitelnost chemick® ochrany. 
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PraktickĨm n§strojem tŊchto aktivit je testov§n² citlivosti patogenŢ v laboratorn²ch 

podm²nk§ch, kter® umoģŔuj² hodnotit sn²ģen² n§rŢstu mycelia v z§vislosti na koncentraci 

fungicidn² l§tky. Tato metoda, pŚestoģe m§ sv® limity (napŚ. odliġnou dynamiku rŢstu 

v porovn§n² s in planta podm²nkami), pŚedstavuje robustn², standardizovanĨ a ekonomicky 

dostupnĨ pŚ²stup k monitoringu zmŊn citlivosti populac² v ļase. VĨsledky tŊchto testŢ ļasto 

velmi dobŚe koreluj² s poln²mi pozorov§n²mi, a proto jsou vhodnĨm doplŔkem hodnocen² 

¼ļinnosti fungicidŢ v re§lnĨch podm²nk§ch (Hawkins, 2024). 

V t®to pr§ci jsou pŚedstaveny nejvĨznamnŊjġ² patogeny obilnin zpŢsobuj²c² poġkozen² porostŢ 

a n§sledn® ekonomick® ztr§ty. Testov§n² je rozdŊleno na patogeny b§z² st®bel ï druhy 

Microdochium nivale a Oculimacula yallundae zpŢsobuj²c² snŊģnou pl²sŔovitost obilnin a trav, 

a pŢvodce prav®ho st®blolamu. Do dalġ² skupiny testovanĨch organismŢ patŚ² listov® patogeny 

ï Zymoseptoria tritici zpŢsobuj²c² septoriovou skvrnitost pġenice a Ramularia collo-cygni 

zpŢsobuj²c² tmavohnŊdou skvrnitost jeļmene. 

Tyto houby patŚ² mezi nejvĨznamnŊjġ² patogeny obilnin ve stŚedn² EvropŊ. Liġ² se jak ģivotn²m 

cyklem, tak prŢbŊhem infekce ļi trofismem (biotrofn², hemibiotrofn² ļi nekrotrofn²), zpŢsobem 

pŚenosu inokula i rychlost² ġ²Śen² rezistence (Hawkins, 2024; Alkemade, 2025). NapŚ²klad 

Z. tritici se vyznaļuje vysokou genetickou variabilitou, kter® umoģŔuj² rychlou adaptaci na 

¼ļinn® l§tky. Microdochium nivale m§ pomalejġ² populaļn² dynamiku (Yin et al., 2023).  

C²lem dlouhodob®ho laboratorn²ho monitoringu je sledovat dynamiku zmŊn v citlivosti 

populac² tŊchto patogenŢ v ļase, identifikovat vznikaj²c² rezistentn² fenotypy, a poskytnout data 

pro tvorbu doporuļen² z§sad ochrany rostlin (Oliver et al., 2024; Hawkins, 2024). Tento pŚ²stup 

naplŔuje c²le NAP ï zejm®na podporu integrovan® ochrany rostlin a sniģov§n² rizik spojenĨch 

s pouģ²v§n²m pesticidŢ ï a umoģŔuje propojit z§kladn² vĨzkum, ter®nn² testov§n² a praktick® 

poradenstv² v jednotnĨ syst®m sledov§n² rezistence (FRAC, 2024; Alkemade, 2025). 

Materi§l a metody 

Izol§ty patogenŢ byly z²sk§ny z napadenĨch rostlin pġenice a jeļmene poch§zej²c²ch z rŢznĨch 

oblast² Ļesk® republiky, pŚev§ģnŊ vġak z regionu stŚedn² Moravy. Odebran® vzorky listŢ nebo 

b§z² st®bel s typickĨmi symptomy byly povrchovŊ dezinfikov§ny (vzorky listŢ v 70% etanolu, 

b§ze v 1% NaOCl) a pŚeneseny na bramborovo-dextr·zovĨ agar pro z²sk§n² ļistĨch kultur. 

Z§kladn² testov§n² bylo prov§dŊno na Petriho misk§ch ( 90 mm) s ģivnĨm m®diem 

obsahuj²c²m rŢzn® koncentrace testovan® fungicidn² l§tky. Pouģit® koncentrace pokrĨvaly 

nŊkolik stupŔŢ koncentrac² (typicky 0,01ï10 mgĿl ĭ ¼ļinn® l§tky), vļetnŊ kontroln²ho m®dia 

bez fungicidu. Citlivost byla vyj§dŚena jako inhibice rŢstu mycelia patogenu ve srovn§n² 

s kontrolou a n§slednŊ stanovena hodnota EC50 (koncentrace ¼ļinn® l§tky zpŢsobuj²c² 50% 

inhibici rŢstu). Pro posouzen² sn²ģen® citlivosti izol§tŢ je jako referenļn² br§na koncentrace 0,5 

mgĿl ĭ ¼ļinn® l§tky. Statistick® vyhodnocen² bylo provedeno pomoc² probitov® funkce 

a hodnoty EC50 byly porovn§ny mezi jednotlivĨmi roky pomoc² neparametrick®ho Mann-

Whitneyova U testu. 

VĨsledky 

Statistick® porovn§n² hodnot EC50 mezi roky 2024 a 2025 potvrdilo, ģe u nŊkolika sledovanĨch 

druhŢ houbovĨch patogenŢ doġlo ke statisticky vĨznamnĨm zmŊn§m citlivosti k nŊkterĨm 

fungicidn²m ¼ļinnĨm l§tk§m (tabulka 1). 
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Tabulka 1: Porovn§n² zmŊny senzitivity, vyj§dŚen® hodnotami EC50, populac² 

fytopatogenn²ch hub k vybranĨm fungicidn²m l§tk§m mezi lety 2024-2025 na z§kladŊ Mann-

Whitneyova U-testu. Statisticky prŢkazn® hodnoty (p < 0,05) jsou znaļeny ļervenŊ. 

Fungicid Organismus n  / n Z p Obr§zek 

Fluxapyroxad Microdochium nivale 40/72 3,495 <0,001 1B 

Prothioconazol Microdochium nivale 40/72 2,468 0,014 1C 

Azoxystrobin Microdochium nivale 40/72 -0,173 0,863 1D 

Fenpicoxamid Microdochium nivale 40/72 2,304 0,021 1E 

Fluxapyroxad Oculimacula yallundae 17/13 2,344 0,019 2B 

Prothioconazol Oculimacula yallundae 17/13 0,377 0,706 2C 

Fluxapyroxad Zymoseptoria tritici 43/38 -1,188 0,235 3B 

Prothioconazol Zymoseptoria tritici 43/38 -1,159 0,246 3C 

Mefentrifluconazol Zymoseptoria tritici 43/38 -3,393 0,001 3D 

Azoxystrobin Zymoseptoria tritici 43/38 -0,450 0,653 3E 

Fenpicoxamid Zymoseptoria tritici 43/38 -6,052 <0,001 3F 

Fluxapyroxad Ramularia collo-cygni 72/95 -1,995 0,046 4C 

Prothioconazol Ramularia collo-cygni 72/95 -0,131 0,896 4D 

Mefentrifluconazol Ramularia collo-cygni 72/95 -4,888 <0,001 4E 

Fenpicoxamid Ramularia collo-cygni 72/95 -9,644 <0,001 4F 

 

U druhu M. nivale byly zaznamen§ny vĨznamn® rozd²ly u tŚ² fungicidn²ch l§tek ï fluxapyroxad 

(Z = 3,495; p < 0,001), prothioconazol (Z = 2,468; p = 0,014) a fenpicoxamid (Z = 2,304; p = 

0,021). VĨsledky ukazuj² na zvyġuj²c² se hodnoty EC50, a tedy pokles citlivosti populace mezi 

roky 2024 a 2025 pro fluxapyroxad a prothioconazol, nicm®nŊ u fenpicoxamidu bylo 

pozorov§no sn²ģen² prŢmŊrn® hodnoty EC50 (obr§zek 1). U azoxystrobinu nebyl rozd²l 

prŢkaznĨ (p = 0,863), jiģ dŚ²ve pozorovan§ sn²ģen§ citlivost zŢst§v§ na stabiln² ¼rovni. 

 

Obr§zek 1: A) Mycelium patogenu Microdochium nivale (Mn) na b§z²ch st®bel jeļmene. B-E) 

Porovn§n² prŢmŊrnĨch hodnot EC50 pro vybran® fungicidn² l§tky. Chybov® ¼seļky zn§zorŔuj² 



¨ǊƻŘŀ 12/2025, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

122 

 

 

kladnou standardn² chybu. HvŊzdiļky oznaļuj² ¼roveŔ statistick® vĨznamnosti mezi roky 2024 

a 2025 (MannïWhitneyŢv U-test; p < 0,05 = *, p < 0,001 = ***). NeprŢkazn® rozd²ly jsou 

oznaļeny NS. Ļerven§ pŚeruġovan§ ļ§ra znaļ² grafick® zn§zornŊn² referenļn² koncentrace 

limitu citlivosti 0,5 mgĿl ĭ ¼ļinn® l§tky. 

U patogenu Oculimacula yallundae (st®blolam obilnin) byl prok§z§n signifikantn² rozd²l 

u fluxapyroxadu (Z = 2,344; p = 0,019), kterĨ ukazuje na m²rn® zvĨġen² EC50, a tedy pokles 

citlivosti (obr§zek 2). Prothioconazol zde zŢstal ¼ļinnĨ bez prŢkazn® zmŊny (p = 0,706). 

 

Obr§zek 2: A) Typick® symptomy napaden² pŢvodcem st®blolamu Oculimacula yallundae 

(Oy). B-C) Porovn§n² prŢmŊrnĨch hodnot EC50 pro vybran® fungicidy. Chybov® ¼seļky 

zn§zorŔuj² kladnou standardn² chybu. HvŊzdiļky oznaļuj² ¼roveŔ statistick® vĨznamnosti mezi 

roky 2024 a 2025 (MannïWhitneyŢv U-test; p < 0,05 = *. NeprŢkazn® rozd²ly jsou oznaļeny 

NS. Ļerven§ pŚeruġovan§ ļ§ra je grafick® zn§zornŊn² referenļn² koncentrace limitu citlivosti 

0,5 mgĿl ĭ ¼ļinn® l§tky. 

U Zymoseptoria tritici (pŢvodce septoriov® skvrnitosti pġenice; obr§zek 3) bylo pozorov§no 

vĨznamn® zvĨġen² citlivosti populac² k mefentrifluconazolu (Z = ï3,393; p = 0,001) 

a fenpicoxamidu (Z = ï6,052; p < 0,001). Ostatn² l§tky, vļetnŊ fluxapyroxadu 

a prothioconazolu, neprojevily prŢkazn® meziroļn² rozd²ly. To mŢģe svŊdļit o potenci§lu 

vyuģit² modern²ch fungicidn²ch l§tek s c²lenĨm mechanismem ¼ļinku. 
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Obr§zek 3: A) Typick® symptomy napaden² listŢ patogenem Zymoseptoria tritici (Zt). B-F) 

Porovn§n² prŢmŊrnĨch hodnot EC50 pro vybran® fungicidn² l§tky. Chybov® ¼seļky zn§zorŔuj² 

kladnou standardn² chybu. HvŊzdiļky oznaļuj² ¼roveŔ statistick® vĨznamnosti mezi roky 2024 

a 2025 (MannïWhitneyŢv U-test; p < 0,01 = **, p < 0,001 = ***. NeprŢkazn® rozd²ly jsou 

oznaļeny NS. Ļerven§ pŚeruġovan§ ļ§ra je grafick® zn§zornŊn² referenļn² koncentrace limitu 

citlivosti 0,5 mgĿl ĭ ¼ļinn® l§tky. 

V pŚ²padŊ pŢvodce ramulariov® skvrnitosti jeļmene (obr§zek 4) bylo pozorov§no zvĨġen² 

citlivosti u fluxapyroxadu (Z = ï1,995; p = 0,046), mefentrifluconazolu (Z = ï4,888; p < 0,001) 

a fenpicoxamidu (Z = ï9,644; p < 0,001). Naproti tomu hodnoty zmŊn citlivosti 

k prothioconazolu byly neprŢkazn®. KromŊ fenpicoxamidu vġak sn²ģen® citlivosti izol§tŢ 

dosahovaly vysoce nadlimitn²ch hodnot EC50. Tyto vĨsledky jednoznaļnŊ potvrzuj² nejvyġġ² 

m²ru vĨvoje rezistence pr§vŊ u tohoto patogenu, kterĨ dlouhodobŊ pŚedstavuje jeden 

z nejvŊtġ²ch probl®mŢ v ochranŊ jeļmene v ĻR. 
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Obr§zek 4: Typick® symptomy napaden² listu (A) a rostlin v porostu jarn²ho jeļmene (B) 

patogenem Ramularia collo-cygni (Rcc). B-F) Porovn§n² prŢmŊrnĨch hodnot EC50 pro 

vybran® fungicidn² l§tky. Chybov® ¼seļky zn§zorŔuj² kladnou standardn² chybu. HvŊzdiļky 

oznaļuj² ¼roveŔ statistick® vĨznamnosti mezi roky 2024 a 2025 (MannïWhitneyŢv U-test; p < 

0,05 = *, p < 0,001 = ***. NeprŢkazn® rozd²ly jsou oznaļeny NS. Ļerven§ pŚeruġovan§ ļ§ra je 

grafick® zn§zornŊn² referenļn² koncentrace limitu citlivosti 0,5 mgĿl ĭ ¼ļinn® l§tky. 

CelkovŊ lze shrnout, ģe mezi roky 2024 a 2025 doġlo k statisticky vĨznamn®mu n§rŢstu EC50 

(tedy poklesu citlivosti) pŚedevġ²m u druhŢ M. nivale a O. yallundae. PŚesto vġak, zejm®na 

u patogenu R. collo-cygni hodnoty sn²ģen® citlivosti k fungicidn²m l§tk§m byly pozorov§ny 

t®mŊŚ u vġech izol§tŢ. Tyto vĨsledky potvrzuj² nutnost dŢsledn®ho stŚ²d§n² ¼ļinnĨch l§tek 

s odliġnĨm mechanismem ¼ļinku, pravideln®ho monitoringu a praktick®ho uplatŔov§n² 

strategi² spr§vn® ochrany rostlin v r§mci N§rodn²ho akļn²ho pl§nu (NAP) k bezpeļn®mu 

pouģ²v§n² pesticidŢ. 

Diskuze a z§vŊr 

Interpretace laboratorn²ch dat o citlivosti patogenŢ vŢļi fungicidn²m l§tk§m mus² bĨt vģdy 

prov§dŊna s ohledem na biologii sledovanĨch druhŢ (Yin et al., 2023; Alkemade, 2025). 

Laboratorn² analĨzy pŚedstavuj² spolehlivĨ z§kladn² screening, kterĨ umoģŔuje identifikovat 

posun citlivosti jeġtŊ dŚ²ve, neģ se projev² praktick§ ztr§ta ¼ļinnosti v poln²ch podm²nk§ch 

(Hawkins, 2024). Kl²ļovĨm faktorem je tedy porovn§v§n² vĨsledkŢ s daty z pŚedchoz²ch let 

(MatuġinskĨ et al., 2024). 

VĨznam laboratorn²ch testŢ d§le roste v okamģiku, kdy jsou vĨsledky doplŔov§ny 

molekul§rn²mi analĨzami ï napŚ. detekc² mutac² CYP51 u rezistence k DMI (FRAC 3), cytb 

G143A u QoI (FRAC 11) ļi SdhB/C/D substituc² u SDHI (FRAC 7) (Dumbai et al., 2025). 

Kombinace fenotypov®ho a genotypov®ho pŚ²stupu poskytuje komplexn² obraz o stavu a vĨvoji 

rezistence v populaci (Hawkins, 2024). 

Z²skan§ data maj² z§sadn² dopad i na praktickou ochranu. Rezistence se nemus² projevovat 

bin§rnŊ jako je tomu napŚ u strobilurinŢ, ale ļasto postupnĨm posunem k niģġ² citlivosti jako 

napŚ²klad u triazolŢ; proto i fungicid, kterĨ m§ st§le poln² ¼ļinnost v dan® populaci, mŢģe bĨt 
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jiģ v jin® skupinŊ populac² nefunkļn². To zdŢrazŔuje nutnost dodrģov§n² z§sad integrovan® 

ochrany rostlin ï vļetnŊ stŚ²d§n² ¼ļinnĨch l§tek a omezov§n² poļtu aplikac² stejn®ho typu 

v sez·nŊ (FRAC, 2024; Oliver et al., 2024). 

VĨznam tŊchto ļinnost² proto pŚesahuje r§mec jednotlivĨch vĨzkumnĨch projektŢ. PravidelnĨ 

a systematickĨ sbŊr dat o rezistenci je kl²ļovĨm pil²Śem udrģiteln®ho pouģ²v§n² pesticidŢ 

a naplŔuje c²le N§rodn²ho akļn²ho pl§nu i z§sady integrovan® ochrany rostlin. SouļasnŊ 

poskytuje pŊstitelŢm a vĨzkumnĨm instituc²m n§stroj, jak reagovat na mŊn²c² se populaļn² 

strukturu patogenŢ, zachovat ¼ļinnost dostupnĨch ¼ļinnĨch l§tek a pl§novat dalġ² smŊŚov§n² 

vĨvoje ochrany rostlin (Hawkins, 2024; Oliver et al., 2024). 
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VĨvoj real-time PCR syst®mu pro diagnostiku fytoplazem  

napadaj²c²ch rostliny rodu Vaccinium 

Development of a real-time PCR system for the diagnostics  

of phytoplasmas infecting genus Vaccinium 

Ļmejla R.ĭ, Valentov§ L.ĭ, Rejlov§ M.ĭ 

ĭVħZKUMNħ A ĠLECHTITELSKħ ĐSTAV OVOCNĆřSKħ HOLOVOUSY s.r.o. 

 

Abstrakt  
ZdravĨ rozmnoģovac² materi§l je nezbytnĨ pro ¼spŊġn® pŊstov§n² rostlin rodu Vaccinium, kam spadaj² 

zejm®na brusnice chocholiļnat§, kter§ je obl²ben§ i mezi zahr§dk§Śi. Dle certifikaļn²ho sch®matu se 

povinnŊ sleduje pŚ²tomnost sedmi virŢ a ļtyŚ fytoplazem (Candidatus Phytoplasma asteris, Candidatus 

Phytoplasma pruni, cranberry false blossom phytoplasma a Candidatus Phytoplasma solani). 

Porovn§n²m dostupnĨch sekvenc² genu pro 16S rRNA u uvedenĨch fytoplazem byly vytipov§ny vhodn® 

oblasti pro n§vrh primerŢ a sond pro detekļn² syst®m na b§zi real-time PCR. AnalĨzy s vyuģit²m 

syntetickĨch standardŢ prok§zaly za danĨch podm²nek 100% specificitu a analytickou senzitivitu na 

¼rovni 50 kopi² v reakci. Syst®my byly ¼spŊġnŊ vyzkouġeny i u re§lnĨch izol§tŢ pŚ²sluġnĨch fytoplazem. 

Kl²ļov§ slova: Brusnice, Candidatus Phytoplasma, certifikaļn² sch®ma, qPCR  

 

Abstract 
Healthy propagating material is essential for the successful cultivation of plants of the genus Vaccinium, 

which includes especially the northern highbush blueberry, which is also popular among gardeners. 

According to the certification scheme, the presence of seven viruses and four phytoplasmas (Candidatus 

Phytoplasma asteris, Candidatus Phytoplasma pruni, cranberry false blossom phytoplasma and 

Candidatus Phytoplasma solani) is mandatorily monitored. By comparing the available sequences of 

16S rRNA gene, suitable areas for the design of primers and probes for a real-time PCR-based 

phytoplasma detection system were selected. Analyses using synthetic standards demonstrated 100% 

specificity and analytical sensitivity at the level of 50 copies in the reaction under the given conditions. 

The systems have also been successfully tested with respective real phytoplasma isolates. 

Keywords: Blueberry, Candidatus Phytoplasma, certification scheme, qPCR  
 

Đvod 

ZdravĨ vstupn² materi§l je nezbytn§ podm²nka pro ¼spŊġn® dlouhodob® pŊstov§n² trvalĨch 

kultur, jako jsou ovocn® stromy nebo keŚe. Pro zajiġtŊn² t®to podm²nky postupuj² producenti 

rozmnoģovac²ho materi§lu (napŚ. ġkolkaŚi) podle zavedenĨch pravidel a sch®mat pro certifikaci 

rozmnoģovac²ho matri§lu konkr®tn²ho druhu. LegislativnŊ je to v Evropsk® unii Śeġeno v r§mci 

NaŚ²zen² Evropsk®ho parlamentu a Rady (EU) 2016/2031, kter® je pŚevedeno do legislativy 

n§rodn²ch st§tŢ. Odbornost a popis testov§n² pak zaġtiŠuj² odborn® spolky, mezi nimiģ dominuje 

European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO), kter® vyd§v§ mezin§rodnŊ 

uzn§van® standardy. 

BorŢvky/brusinky (plody brusnice, rod Vaccinium) patŚ² mezi vyhled§van® ovoce, protoģe 

obsahuj² mnoho zdrav² prospŊġnĨch l§tek, napŚ. antioxidanty, karotenoidy, vitam²ny, miner§ly 

a tŚ²sloviny. KromŊ sbŊru lesn²ch borŢvek (brusnice borŢvka, Vaccinium myrtillus L.) se 

z kulturn²ch druhŢ nejļastŊji pŊstuje brusnice chocholiļnat§ (Vaccinium corymbosum L., 

Ăkanadsk§ borŢvkañ), kter§ poch§z² ze Severn² Ameriky. Jej² pŊstov§n² je st§le popul§rnŊjġ², 

mezi lety 2019-2023 vzrostla produkce borŢvek v EvropŊ t®mŊŚ o 40 % (FAOSTAT). To se 

projevuje v popt§vce po rozmnoģovac²m materi§lu: v Ļesk® republice bylo v roce 2023 

vypŊstov§no 1,1 mil. ġkolkaŚskĨch vĨpŊstkŢ brusnice sp. (NŊmcov§, 2024). Certifikaļn² 
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sch®ma EPPO pro brusnice vġak bylo vydan® v roce 1997 (PM 4/18 (1), 1997) a samozŚejmŊ 

nepostihuje objev novĨch patogenŢ a vĨvoj diagnostickĨch metod posledn²ch 30 let. Seznam 

ġkodlivĨch organizmŢ, ohlednŊ jejichģ vĨskytu se mus² prov§dŊt vizu§ln² pŚehl²dka u brusnic 

a ve vhodnĨch pŚ²padech odbŊr vzorkŢ a testov§n² rozmnoģovac²ho materi§lu, je uveden v 

PŚ²loze ļ. 2 k Vyhl§ġce ļ. 96/2018 Sb. KromŊ sedmi sledovanĨch virŢ (blueberry mosaic 

associated ophiovirus, blueberry red ringspot virus, blueberry scorch virus, blueberry shock 

virus, blueberry shoestring virus, tobacco ringspot virus a tomato ringspot virus) jsou tak® 

uvedeny ļtyŚi druhy fytoplazem, kter® byly pops§ny u rodu Vaccinium. 

Candidatus Phytoplasma spp. jsou bakteri§ln² organizmy, kter® jsou Śazeny do tŚ²dy Mollicutes. 

Jedn§ se bakterie, kter® nemaj² bunŊļnou stŊnu a jsou oblig§tn²mi intracelul§rn²mi parazity 

us²dluj²c² se ve vodiv®m pletivu rostlin. Fytoplazmy byly nalezeny u mnoha druhŢ rostlin 

z nejrŢznŊjġ²ch skupin a v hmyz²ch vektorech, kter® zprostŚedkov§vaj² jejich ġ²Śen². Podle 

sekvence genu pro 16S rRNA se dŊl² do nŊkolika des²tek skupin oznaļovanĨch Ś²mskĨmi 

ļ²slicemi (komplexn² shrnut² v knize Rao, 2018). N§sleduj²c² fytoplazmy je nutn® kontrolovat 

u rozmnoģovac²ho materi§lu brusnice: Candidatus Phytoplasma asteris (skupina 16SrI; Lee, 

2004), konkr®tnŊ z podskupiny 16SrI-E, kter§ zpŢsobuje zakrslost brusnice (blueberry stunt 

disease; Bagadia, 2013); Candidatus Phytoplasma pruni (skupina 16SrIII), kter§ zpŢsobuje 

metlovitost u rostlin rodu Vaccinium; cranberry false blossom phytoplasma, kter§ patŚ² do 

skupiny 16SrIII-Y, a zpŢsobuje neprav® kveten² u klikvy velkoplod® (Lee, 2014) a Candidatus 

Phytoplasma solani (skupina 16SrXII), kter§ zpŢsobuj² onemocnŊn² stolbur (Quaglino, 2013). 

AutoŚi v pŢvodn²ch prac²ch uv§dŊj² i metody detekce a identifikace (zpravidla PCR a n§sledn§ 

restrikļn² analĨza), tyto metody vġak nejsou vhodn® pro komplexn² rutinn² diagnostiku. C²lem 

t®to pr§ce bylo navrhnout rychlĨ a spolehlivĨ syst®m na principu real-time PCR pro detekci 

povinnŊ sledovanĨch fytoplazem u rozmnoģovac²ho materi§lu brusnice, kterĨ by byl vhodnĨ 

pro pouģit² v akreditovanĨch diagnostickĨch laboratoŚ²ch. 

Materi§l a metody 

V prvn² kroku byly z²sk§ny dostupn® sekvence oblast² 16S rRNA pro studovan® fytoplazmy a 

jejich bl²zk® izol§ty (datab§ze GenBank). Sekvence byly porovn§ny (software Geneious Prime) 

a identifikov§ny druhovŊ konzervovan® oblasti, v kterĨch byly navrhnuty primery a sondy 

(znaļen² 6-FAM--MBQ-1) pro jejich real-time PCR detekci. Pro ovŊŚen² specifiļnosti PCR 

byly pouģity syntetick® standardy typu ultramer se shodnou c²lovou sekvenc² jako u zdrojov®ho 

organizmu (Integrated DNA Technologies). PCR prob²hala za n§sleduj²c²ch podm²nek 

v cykleru Rotor-Gene Q (Qiagen): Luna Universal Probe qPCR Master Mix (New England 

Biolabs), fin§ln² koncentrace 1Ĭ; primery a sonda fin§ln² koncentrace 0,5 ÕM (metabion 

international AG); PCR voda do fin§ln²ho objemu 20 ÕL. Teplotn² profil byl n§sleduj²c²: ¼vodn² 

denaturace 95 ÁC/5 minut; 40 cyklŢ s kroky 95 ÁC/20 s, 58 ÁC/20 s, 72 ÁC/20 s. Senzitivita 

detekce jednotlivĨch fytoplazem byla zjiġtŊna na z§kladŊ dekadick®ho ŚedŊn² syntetickĨch 

standardŢ aģ na ¼roveŔ 5 kopi² v reakci. Vyvinut® PCR syst®my byly ovŊŚeny na DNA izol§tech 

pŚ²sluġnĨch fytoplazem, kter® byly z²sk§ny z kolekce fytoplazem spravovan® International 

Phytoplasmologist Working Group. 

VĨsledky 

Pro srovn§n² bylo celkem z²sk§no 638 sekvenc² oblasti 16S rRNA pŚ²sluġnĨch fytoplazem 

(Tabulka 1). Sekvence byly porovn§ny a byly identifikov§ny druhovŊ specifick® oblasti vhodn® 

pro n§vrh primerŢ a sond pro real-time PCR detekci (Tabulka 2). Protoģe Candidatus 

Phytoplasma pruni a cranberry false blossom phytoplasma patŚ² do stejn® skupiny 16SrIII, byly 

primery a sonda navrģeny tak, aby identifikovaly oba druhy; v amplifikovan® oblasti se liġ² 

pouze v jednom nukleotidu. Skupiny fytoplazem 16SrI a 16SrXII jsou si fylogeneticky bl²zk®, 
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proto byl pro obŊ skupiny navrhnut spoleļnĨ forward primer a diskriminace je provedena 

pomoc² reverzn²ho primeru a sondy. 

Tabulka 1. PŚehled sekvenc² pouģitĨch pro analĨzu. 

Druh fytoplazmy  
Poļet analyzovanĨch 

sekvenc² 
Referenļn² 
sekvence  

Candidatus Phytoplasma asteris [16SrI] 495 NZ_CP128397 
Candidatus Phytoplasma pruni [16SrIII] 22 CP119306 
cranberry false blossom phytoplasma [16SrIII] 29 KF626552 
Candidatus Phytoplasma solani [16SrXII] 92 NZ_CP155828 

 

Tabulka 2. Primery a sondy vyvinut® pro real-time PCR detekci jednotlivĨch druhŢ fytoplazem 

infikuj²c²ch brusnice. F: forward; R: reverse; Pr: sonda; *: stejn® primery 

Druh fytoplazmy  Primer/sonda  

Candidatus Phytoplasma asteris [16SrI] F: GGCKGTTAAATAAGTTTATGGTCT * 
D®lka amplikonu: 85 bp R: TGCCTCTATCTTACTCTAGCTA 

 Pr: TGCAATGCTCAACATTGTGATG 

Candidatus Phytoplasma pruni [16SrIII] F: GGCGGTTTAATAAGTCTATAGTTT 
cranberry false blossom phytoplasma [16SrIII] R: TGCCTCTATCTCACTCTAGTAA 

D®lka amplikonu: 85 bp Pr: TTCAGYGCTTAACGCTGTTGTG 

Candidatus Phytoplasma solani [16SrXII] F: GGCKGTTAAATAAGTTTATGGTCT * 
D®lka amplikonu: 85 bp R: TGCCTCTATCCAACTCTAGCTA 

 Pr: TGCAACGCTCAACGTTGTGAT 

 

Specificita navrhnutĨch detekļn²ch syst®mŢ byla testov§na pomoc² syntetickĨch standardŢ, 

kter® byly pouģity ve vysok® koncentraci 4 pg v jedn® reakci (cca 50 mil. kopi²). VĨsledky 

uk§zaly, ģe navrģen® syst®my jsou specifick® a ani pŚi t®to koncentraci standardu (Ct hodnoty 

11,9 ï 14,6) nevykazovaly nespecifickou reakci. Tyto vĨsledky byly potvrzeny i pŚi pouģit² 

DNA z pŚ²sluġnĨch izol§tŢ testovanĨch fytoplazem (Tabulka 3). 
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Tabulka 3. Specificita vyvinut®ho syst®mu real-time PCR pro jednotliv® druhy fytoplazem 

infikuj²c²ch brusnice. Pro testov§n² byly pouģity 4 pg syntetickĨch standardŢ a 2 ÕL obdrģen® 

DNA izol§tŢ fytoplazem. 

Druh fytoplazmy  
Detekce 16SrI 

Ct hodnota  
Detekce 16SrIII 

Ct hodnota  
Detekce 16SrXII 

Ct hodnota  

Candidatus Phytoplasma asteris [16SrI]    
SyntetickĨ standard 12,39 Negativn² Negativn² 

Izol§t ĂPRIVCñ 19,57 Negativn² Negativn² 
Candidatus Phytoplasma pruni [16SrIII]    

SyntetickĨ standard Negativn² 13,17 Negativn² 
Izol§t ĂBFñ Negativn² 18,79 Negativn² 

cranberry false blossom phytoplasma [16SrIII]    
SyntetickĨ standard Negativn² 14,56 Negativn² 

Izol§t ĂVACñ Negativn² 19,69 Negativn² 
Candidatus Phytoplasma solani [16SrXII]    

SyntetickĨ standard Negativn² Negativn² 11,92 
Izol§t ĂStolCñ Negativn² Negativn² 18,66 

 

Pro vŊrohodnou diagnostiku mus² bĨt detekļn² syst®my dostateļnŊ citliv®. Limit detekce byl 

pro jednotliv® fytoplazmy stanoven pomoc² ŚedŊn² syntetickĨch primerŢ aģ na hodnotu 5 kopi² 

v reakci. Pro vġechny testovan® fytoplazmy byla dosaģena 100% detekce pro koncentraci 50 

kopi² v reakci (n=4; variaļn² koeficient 0,011 - 0,034) (Obr§zek 1). U vġech syst®mŢ bylo 

detekov§no i 5 kopi² v reakci, ale pouze u 25-75% vzorkŢ. Đļinnost amplifikace byla 0,96 pro 

Candidatus Phytoplasma asteris, 0,94 pro Candidatus Phytoplasma pruni, 0,99 pro cranberry 

false blossom phytoplasma a 0,97 pro Candidatus Phytoplasma solani. Z Obr§zku 1 je tak® 

patrn®, ģe lze spolehlivŊ odliġit Candidatus Phytoplasma pruni (Obr§zek 1B) od cranberry false 

blossom phytoplasma (Obr§zek 1C), pŚestoģe jsou detekov§ny stejnĨmi primery a sondou ï u 

cranberry false blossom phytoplasma je sign§l konzistentnŊ niģġ², coģ je d§no odliġnost² 

sekvence v jednom nukleotidu v oblasti sondy. 

Diskuze 

Fytoplazmov® infekce pŚedstavuj² z§vaģnĨ probl®m v hospod§Śsk® produkci rodu Vaccinium, 

zejm®na u kulturn²ch brusnic ï brusnice chocholiļnat§ (Vaccinium corymbosum), klikva 

velkoplod§ (Vaccinium macrocarpon), a potenci§lnŊ tak® u planĨch druhŢ, jako je brusnice 

borŢvka (Vaccinium myrtillus) a brusnice brusinka (Vaccinium vitis-ideae), kter® mohou 

pŚedstavovat rezervo§ry tŊchto patogenŢ. Infekce fytoplazmami se v tŊchto kultur§ch projevuj² 

sn²ģen²m vitality keŚŢ, poklesem vĨnosŢ, redukc² kvality plodŢ a dlouhodobĨm poġkozen²m 

porostŢ, takģe je nutn® prov§dŊt pŚedļasn® obnovy porostŢ a pravidelnŊ monitorovat a 

regulovat vektory. 
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Obr§zek 1. PŚ²klad stanoven² senzitivity real-time PCR detekce pro jednotliv® druhy 

fytoplazem. Vyuģit syntetickĨ standard, poļet kopi² v reakci: 100 000 (1 vzorek), 50 000 (1 

vzorek), 5 000 (1 vzorek), 500 (4 vzorky), 50 (4 vzorky) a 5 (4 vzorky). A) Candidatus 

Phytoplasma asteris; B) Candidatus Phytoplasma pruni; C) cranberry false blossom 

phytoplasma; D) Candidatus Phytoplasma solani 

NejvĨznamnŊjġ² fytoplazmou u brusnic je Candidatus Phytoplasma asteris, pŢvodce zakrslosti 

brusnice (blueberry stunt disease). OnemocnŊn² se projevuje zkr§cen²m internodi², coģ vede k 

zakrnŊl®mu vzhledu keŚŢ s hustĨm vŊtven²m. TypickĨmi pŚ²znaky jsou tak® m²rnŊ dolŢ 

prohnut® listy s chlorotickĨmi okraji, kter® se pozdŊji barv² do ļervena, a opoģdŊn® ļi zcela 

chybŊj²c² dozr§v§n² plodŢ. Symptomy mohou bĨt v poļ§teļn²ch f§z²ch nen§padn® a snadno 

zamŊniteln® s fyziologickĨmi poruchami, coģ ztŊģuje vļasnou identifikaci (Hammond, 2021). 
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U klikvy velkoplod® je fytoplazmovĨm patogenem cranberry false blossom phytoplasma. 

Infekce zpŢsobuje typick® deformace kvŊtŢ, zvŊtġen² kaliġn²ch l²stkŢ, zkr§cen² a zbarven² 

okvŊtn²ch l²stkŢ (Lee, 2014). Infikovan® rostliny nelze l®ļit, a je proto nutn® jejich odstranŊn², 

coģ pŚisp²v§ k ekonomickĨm ztr§t§m. 

Testov§n² fytoplazem u rodu Vaccinium m§ z§sadn² vĨznam nejen pro ochranu rostlin, ale i pro 

ekonomickou stabilitu pŊstov§n², ġlechtŊn² a mezin§rodn² obchod. Vzhledem k rostouc² 

popt§vce po borŢvk§ch a brusink§ch je udrģen² zdravĨch porostŢ kl²ļov®. Protoģe napaden® 

rostliny nelze uzdravit, jedinĨm ¼ļinnĨm opatŚen²m je vļasn§ a pŚesn§ diagnostika, zejm®na 

pomoc² real-time PCR, kter§ umoģŔuje odstranŊn² infikovanĨch rostlin dŚ²ve, neģ se infekce 

rozġ²Ś², a z§roveŔ je moģn® detekovat fytoplazmy i v asymptomatickĨch rostlin§ch, coģ je 

kl²ļov® pro vĨbŊr zdrav®ho vĨchoz²ho materi§lu v n§vaznosti na certifikaļn² sch®ma 

(Hammond, 2021). VĨznam pravideln®ho monitoringu podtrhuje i studie Arocha-Rosete 

(2019), kter§ upozorŔuje na nutnost testov§n² i asymptomatickĨch rostlin a na riziko ġ²Śen² 

infekce prostŚednictv²m vektorŢ. 

Detekce fytoplazem u rodu Vaccinium je zpravidla zaloģena na metodŊ nested PCR vyuģ²vaj²c² 

univerz§ln² primery c²len® na gen 16S rRNA (napŚ. P1/P7 a R16F2n/R16R2). Tato metoda byla 

¼spŊġnŊ aplikov§na pŚi prŢzkumech vĨskytu u brusnic (Lee, 2014; Arocha-Rosete, 2019). 

Nested PCR poskytuje vysokou citlivost, ale jej² nevĨhodou je ļasov§ n§roļnost, riziko 

kontaminace a v pŚ²padŊ potŚeby urļen² konkr®tn²ho druhu fytoplazmy je nutn® prov®st 

n§sledn® sekvenov§n² nebo specifickĨ test, coģ omezuje jej² vyuģit² v rutinn²m testov§n². 

Z tŊchto dŢvodŢ se st§le v²ce prosazuje kvantitativn² real-time PCR (qPCR), kter§ je citlivŊjġ² 

a z§roveŔ umoģŔuje kvantifikovat mnoģstv² patogenu. Studie Demeuse (2016) uk§zala vyġġ² 

senzitivitu qPCR (4,6 % pozitivn²ch vzorkŢ) ve srovn§n² s nested PCR (2,2 %) pŚi detekci Ca. 

P. asteris v hmyz²ch vektorech. Pro efektivn² detekci blueberry stunt phytoplasma u V. 

corymbosum byly vyvinuty qPCR protokoly c²len® na geny cpn60 a 16S rRNA (Hammond, 

2021). qPCR syst®m byl ned§vno vyvinut i pro detekci cranberry false blossom phytoplasma 

(Trickle, 2025). Pro detekci Ca. Phytoplasma pruni a Ca. Phytoplasma solani jsou qPCR testy 

t®ģ dostupn®, ale nebyly prim§rnŊ validov§ny pro fytoplazmy brusnice. 

Vedle qPCR metody se jako perspektivn² n§stroj ukazuje tak® LAMP (loop-mediated 

isothermal amplification). Tato metoda je technicky m®nŊ n§roļn§, nevyģaduje cyklov§n² teplot 

a umoģŔuje rychlou detekci i z hrubĨch extraktŢ bez purifikace DNA (Tomlinson, 2010). 

Z§sadn² pokrok pŚinesla pr§ce Akahori (2024), kter§ popisuje LAMP syst®m, kterĨ c²l² na gen 

pro 23S rRNA pro univerz§ln² detekci fytoplazem napŚ²ļ rŢznĨmi skupinami. Tato metoda m§ 

potenci§l st§t se dŢleģitĨm n§strojem pro rychlou diagnostiku a monitoring fytoplazmovĨch 

infekc², vļetnŊ fytoplazem brusnic, pokud bude validov§na. 

Pro ¼ļely rostlinn® diagnostiky jsou u validovan® metody dŢleģit® zejm®na dva parametry ï 

specificita a senzitivita dan® metody (PM 7/98 (5), 2021). Pro PCR metody by specificita mŊla 

bĨt 100% a sensitivita minim§lnŊ 1 000 kopi² v reakci, coģ n§mi vyvinut® real-time PCR 

syst®my pro detekci studovanĨch fytoplazem splŔuj² a jsou tak vhodn® i pro akreditovan® 

laboratoŚe, kter® se zabĨvaj² profesion§ln² diagnostikou rostlinnĨch patogenŢ. 
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Z§vŊr 

Pro zajiġtŊn² zdrav®ho rozmnoģovac²ho materi§lu u rodu brusnice je nezbytn® prov§dŊt 

testov§n² na pŚ²tomnost virŢ a fytoplazem, a to metodami, kter® jsou spolehliv® a umoģŔuj² 

jejich rutinn² diagnostiku. Real-time PCR metodika tato krit®ria splŔuje, a nav²c umoģŔuje 

prov§dŊt analĨzy v multiplexn²m uspoŚ§d§n². Validace real-time PCR syst®mu pro souļasnou 

detekci vġech fytoplazem v jedn® PCR je pŚedmŊtem dalġ²ho vĨzkumu a vĨvoje. 
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Korelace mykotoxinŢ (zearalenon, fumonisin, T-2/HT-2) v prĨtu jetele 

luļn²ho s ¼rovn² napaden² Fusarium culmorum a Fusarium poae  

Correlation of mycotoxins (zearalenone, fumonisin, T-2/HT-2) in Red clover 

shoots with the level of infection by Fusarium culmorum and Fusarium poae 

Dybov§ M.ĭ, TrnŊnĨ O.1, Neoralov§ M.Į, Michutov§ M.2, Drda A.1,  

Prudil J.1, Staven²kov§ J.1, Holkov§ L.2 

ĭZemŊdŊlskĨ vĨzkum, spol. s r. o., ĮMendelova univerzita v BrnŊ, Agronomick§ fakulta 

 

Abstrakt  
Jetel luļn² (Trifolium pratense L.) je vĨznamn§ p²cnina m²rn®ho p§sma, ļasto napadan§ patogenn²mi 

houbami rodu Fusarium, kter® mohou produkovat toxick® sekund§rn² metabolity, mykotoxiny. C²lem 

t®to pr§ce bylo ovŊŚit vztah mezi ¼rovn² infekce F. culmorum a F. poae v koŚenov® ļ§sti a obsahem 

mykotoxinŢ (zearalenon, T-2/HT-2 a fumonisinu) v nadzemn² ļ§sti ļtyŚ odrŢd jetele luļn²ho (Agil, 

Callisto, Start a Trubadur). Infekce byla kvantifikov§na metodou qPCR, hladina mykotoxinŢ stanovena 

pomoc² testu ELISA. Korelaļn² analĨza neprok§zala statisticky vĨznamnĨ vztah mezi ¼rovn² infekce a 

obsahem sledovanĨch mykotoxinŢ. VĨznamnĨ vliv vġak byl zaznamen§n mezi odrŢdami, kter® se liġily 

jak v m²Śe infekce, tak v obsahu toxinŢ. VĨsledky naznaļuj², ģe genetick§ variabilita odrŢd hraje z§sadn² 

roli v rezistenci vŢļi infekci fuz§rii a akumulaci mykotoxinŢ. 

Kl²ļov§ slova: 

jetel luļn², Fusarium, zearalenon, fumonisiny, T-2/HT-2 

 

Abstract  
Red clover (Trifolium pratense L.) is an important forage crop in temperate regions, often affected by 

pathogenic fungi of the genus Fusarium, which can produce toxic secondary metabolites, mycotoxins. 

The aim of this study was to assess the relationship between the level of infection by F. culmorum and 

F. poae in the root and the content of mycotoxins (zearalenone, T-2/HT-2 and fumonisin) in the shoot 

biomass of four red clover cultivars (Agil, Callisto, Start and Trubadur). Infection was quantified by the 

qPCR method and mycotoxin levels were determined by ELISA test. Correlation analysis did not reveal 

a statistically significant relationship between the infection level and the content of the studied 

mycotoxins. However, significant differences were found among cultivars, which varied in both 

infection intensity and toxin content. The results suggest that genetic variability among cultivars plays 

a key role in resistance to Fusarium infection and in mycotoxins accumulation. 

Keywords: 

red clover, Fusarium, zearalenone, fumonisins, T-2/HT-2 

 

 

Đvod 

Jetel luļn² (Trifolium pratense L.) je kl²ļov§ p²cnina m²rn®ho p§sma vyuģ²van§ v konvenļn²m 

i ekologick®m zemŊdŊlstv² d²ky schopnosti symbiotick® fixace dus²ku, vysok®mu obsahu 

b²lkovin a dobr® stravitelnosti. Jde o kr§tkovŊkou vytrvalou rostlinu (2ï3 uģitkov® roky; 

Pelik§n et al., 2012), jej²ģ vytrvalost i kvalitu p²ce vĨznamnŊ ovlivŔuje zdravotn² stav porostu. 

Nejz§vaģnŊjġ²mi biotickĨmi ļiniteli jsou krļkov® a koŚenov® hniloby zpŢsoben® houbami rodu 

Fusarium, kter® naruġuj² pŚ²jem vody a ģivin a vedou k ¼hynu rostlin. Tyto patogeny pŚedstavuj² 

riziko i pro hospod§Śsk§ zv²Śata, protoģe bŊhem infekce produkuj² mykotoxiny (Bennett a 

Klich, 2003; Ueno, 1977). 

Fusarium spp. produkuj² pŚedevġ²m trichotec®ny typu A a B, zearalenon (ZON) a fumonisiny 

(FUM) (Winnie-Pui-Pui a Sabran, 2018). Trichotec®ny inhibuj² synt®zu proteinŢ a nukleovĨch 

kyselin, coģ vede k oxidativn²mu stresu a poġkozen² bunŊk (Rocha et al., 2005; Arunachalam a 

Doohan, 2013). Typy A (T-2, HT-2) jsou produkov§ny druhy F. sporotrichioides, F. 

langsethiae a F. poae (Munkvold, 2016) a jsou vysoce toxick®, s prozat²mn²m maxim§ln²m 
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denn²m pŚ²jmem 0,06 Õg/kg tŊlesn® hmotnosti (WHO, 2002). Typ B, produkovanĨ F. 

graminearum s.l., F. culmorum a F. crookwellense, zahrnuje deoxynivalenol (DON) s 

obdobnĨm limitem (WHO, 2011). 

Zearalenon je estrogenn² mykotoxin produkovanĨ druhy komplexu F. sambucinum, ļasto se 

vyskytuj²c² s DON (Munkvold, 2016; Crous et al., 2021). M§ n²zkou akutn² toxicitu, ale 

vyvol§v§ reprodukļn² poruchy (Chang et al., 1979); povolenĨ denn² pŚ²jem ļin² 0,5 Õg/kg 

(WHO, 2000). Fumonisiny, produkovan® zejm®na F. verticillioides (komplex F. fujikuroi), 

naruġuj² biosynt®zu sfingolipidŢ a jsou spojov§ny s vĨskytem rakoviny j²cnu (Rheeder et al., 

1992; Chu a Li, 1994). 

Porosty bĨvaj² ļasto infikov§ny v²ce druhy rodu Fusarium, coģ ovlivŔuje spektrum 

akumulovanĨch mykotoxinŢ (Logrieco et al., 2002; Muthomi et al., 2012). Proto je sledov§n² 

vztahu mezi pŚ²tomnost² patogenŢ a hladinami mykotoxinŢ z§sadn². V t®to studii byla testov§na 

hypot®za, ģe pŚ²tomnost F. poae a F. culmorum koreluje s obsahem mykotoxinŢ v nadzemn² 

biomase jetele luļn²ho, s c²lem pŚispŊt k pozn§n² vztahu mezi infekļn²m tlakem Fusarium spp. 

a bezpeļnost² krmiv§ŚskĨch produktŢ. 

 

Materi§l a metody 

RostlinnĨ materi§l a experiment§ln² uspoŚ§d§n² 

Pro tento experiment byly vybr§ny 4 odrŢdy diploidn²ho jetele luļn²ho (Agil, Callisto, Start a 

Trubadur). Kl²ļn²m rostlin§m byla dekapitov§na koŚenov§ ġpiļka a na 5 minut byly rostliny 

ponoŚeny do inokula spor (2Ĭ10-4 spor/Õl) F. culmorum (izol§t F-553, Ļesk§ sb²rka 

mikroganismŢ) nebo F. poae (izol§t F-169, Ļesk§ sb²rka mikroorganismŢ). Byly pŚipraveny 

tak® kontroln² rostliny, kter® po dekapitaci koŚenov® ġpiļky byly na 5 minut ponoŚeny do steriln² 

destilovan® vody. Pot® byly rostliny zasazeny do oddŊlenĨch kvŊtin§ļŢ. Od kaģd® varianty 

(odrŢda vs. patogen) bylo inokulov§no 30 rostlin a pŚipraveno 12 kontroln²ch rostlin. Celkem 

bylo kultivov§no 310 rostlin ve dvou kultivaļn²ch komor§ch oddŊlenĨch v z§vislosti na 

inokulovan®m druhu fuz§ria. Rostliny byly kultivov§ny pŚi umŊl®m osvŊtlen² v reģimu 12 hodin 

svŊtla a 12 hodin tmy, s odpov²daj²c²mi denn²mi a noļn²mi teplotami 25 ÁC a 15 ÁC a intenzitou 

svŊtla 400 Õmol m Į s ĭ PAR bŊhem svŊteln® f§ze. Po ġesti tĨdnech od vĨsevu, ve fenologick® 

f§zi zaļ§tku kveten², byly rostliny vytaģeny z kvŊtin§ļŢ. Bal substr§tu s postrann²mi koŚeny byl 

oddŊlen a prĨt odstŚiģen tŊsnŊ nad krļkem. Krļek s koŚeny byl uloģen do odbŊrn®ho s§ļku a 

skladov§n pŚi ï20 ÁC aģ do izolace DNA, zat²mco prĨt byl vloģen do pap²rov®ho s§ļku a 

vysuġen. Vyizolovan§ DNA z krļku a koŚenŢ byla pouģita pro detekci patogenŢ metodou 

kvantitativn² PCR (qPCR), pŚiļemģ vĨsledn® Ct hodnoty byly n§slednŊ porovn§ny s obsahem 

mykotoxinŢ v nadzemn² biomase rostlin, stanovenĨm pomoc² metody ELISA. 

 

Zpracov§n² a detekce n§kazy koŚenov® ļ§sti a krļkŢ rostlin 

Izolace DNA byla provedena pomoc² QIAamp PowerFecal Pro DNA Kit (Qiagen) dle n§vodu 

vĨrobce. Tato DNA byla naŚedŊna vģdy 10Ĭ a vyuģita jako templ§tov§ DNA v kvantitativn² 

PCR reakci. Na vytvoŚen² kalibraļn² kŚivky byla vyuģita DNA vyizolovan§ z ļistĨch kultur 

sledovanĨch patogenŢ. Jako negativn² kontrola byla vyuģita DNA ze zdravĨch 

neinokulovanĨch rostlin jetele luļn²ho. DNA z kultur patogenŢ a jetele luļn²ho byla 

vyizolov§na stejnĨm kitem jako DNA z pletiv inokulovanĨch rostlin.  

Vzorky byly analyzov§ny metodou qPCR s vyuģit²m TaqMan sond. Sloģen² reakļn² smŊsi: 

LightCyclerÈ Multiplex DNA Master 4 Õl, 20Ĭ primer-probe mix 1 Õl, templ§tov§ DNA 1 Õl, 

PCR-grade voda 14 Õl. Sloģen² 20Ĭ primer-probe mixu: 20 ÕM forward primer 8 Õl, 20 ÕM 

reverse primer 8 Õl, 20 ÕM sonda 5 Õl. Reakļn² podm²nky qPCR: denaturace 95 ÁC 30 s, 40 Ĭ 

(denaturace 95 ÁC 5 s, nased§n² primerŢ pro F. poae 58 ÁC pro F. culmorum 57,1 ÁC 12 s, 

elongace 72 ÁC 10 s). Reakce probŊhly v pŚ²stroji Rotor Gene Q (Qiagen). 
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Sekvence primerŢ a sond byla n§sleduj²c²: pro detekci F. culmorum: primer forward: TCA CCC 

AAG ACG GGA ATG A; primer reverse: GAA CGC TGC CCT CAA GCT T; sonda: 6-FAM-

CAC TTG GAT ATA TTT CC (Waalwijk et al., 2004) a pro detekci F. poae: primer forward: 

GCT GAG GGT AAG CCG TCC TT; primer reverse: TCT GTC CCC CCT ACC AAG CT; 

sonda 6-FAM-ATT TCC CCA ACT TCG ACT CTC CGA GGA (Yli-Mattila et al., 2008).  

Detekce c²lov® DNA patogenŢ byla vyhodnocov§na na z§kladŊ Ct hodnot. Pro ¼ļely statistick® 

analĨzy byly pouģity samotn® Ct hodnoty, protoģe jejich rozdŊlen² bylo pŚibliģnŊ norm§ln², coģ 

umoģŔuje aplikaci parametrickĨch testŢ. 

 

Zpracov§n² a hodnocen² nadzemn² ļ§sti rostlin 

Vysuġen§ nadzemn² biomasa byla nejprve homogenizov§na a n§slednŊ analyzov§na na obsah 

mykotoxinŢ pomoc² metody ELISA podle standardn²ho postupu vĨrobce kitu (Bio-Shield). V 

pilotn²m experimentu bylo zpracov§no 5 rostlin inokulovanĨch F. culmorum a 5 rostlin 

inokulovanĨch F. poae, pŚiļemģ byl sledov§n obsah ļtyŚ mykotoxinŢ: deoxynivalenolu, 

zearalenonu, T-2/HT-2 a fumonisinu. Na z§kladŊ tŊchto vĨsledkŢ (Tabulka 1) byly pro 

n§slednou analĨzu vybr§ny nejv²ce abundantn² mykotoxiny: u rostlin infikovanĨch F. 

culmorum zearalenon a fumonisin, a u rostlin infikovanĨch F. poae zearalenon a T-2/HT-2. 

Obsah mykotoxinŢ je uv§dŊn v jednotk§ch ppb, coģ odpov²d§ Õg/kg. 

 

Statistick® vyhodnocen² 

Vztah mezi obsahem mykotoxinŢ a ¼rovn² napaden² patogenem byl hodnocen jako z§vislost 

mnoģstv² mykotoxinu ve vzorku na Ct hodnotŊ qPCR patogenu. Data, kter§ vykazovala 

pŚibliģnŊ norm§ln² rozdŊlen², byla analyzov§na pomoc² parametrickĨch metod. Pro 

vyhodnocen² vztahu mezi mykotoxinem ZON a Ct hodnotami u infekce F. culmorum, stejnŊ 

jako mezi Ct hodnotami infekce F. poae a mykotoxiny ZON a T-2/HT-2, byla pouģita 

Pearsonova korelaļn² analĨza s testem vĨznamnosti. PŚi posuzov§n² vlivu odrŢdy na vĨsledky 

Ct napaden² u F. culmorum a F. poae, stejnŊ jako pŚi hodnocen² vlivu odrŢdy na obsah 

mykotoxinŢ ZON a T-2/HT-2, byla pouģita analĨza rozptylu (ANOVA). V pŚ²padech, kdy 

ANOVA prok§zala statisticky vĨznamnĨ rozd²l, byl n§slednŊ aplikov§n Tukeyho post-hoc test. 

VĨsledky byly vizualizov§ny pomoc² sloupcovĨch grafŢ s vyznaļenĨmi 95% konfidenļn²mi 

intervaly prŢmŊru. Pro porovn§n² Ct hodnot dvou skupin fusari² byl pouģit t-test. 

Hodnoty obsahu FUM u F. culmorum vykazovaly pravostrannŊ orientovan® rozloģen², pŚiļemģ 

vŊtġina mŊŚenĨch hodnot (80 %) byla nulov§ a pouze 20 % vzorkŢ byla pozitivn² na FUM. Z 

tohoto dŢvodu byly hodnoty pŚevedeny na bin§rn² charakter. Pro vyhodnocen² vztahu mezi 

¼rovn² infekce a detekc² mykotoxinu byl v tomto pŚ²padŊ pouģit t-test. V pŚ²padŊ analĨzy vlivu 

odrŢdy na vĨskyt FUM byl pouģit ɢĮ test. AnalĨza vĨsledkŢ prob²hala v statistick®m jazyce R. 

Ve vġech analĨz§ch studie byla za statisticky vĨznamnou povaģov§na hladina vĨznamnosti 

p < 0,05. 

 

VĨsledky 

VĨbŊr testovanĨch mykotoxinŢ 

Nejprve bylo v pilotn²m experimentu metodou ELISA testov§no 10 rostlin, po jedn® rostlinŊ 

od kaģd® varianty (od kaģd® odrŢdy a inokula) a jedna kontroln² rostlina. Na z§kladŊ metodiky 

(Skl§danka a kol., 2017) byl zjiġŠov§n obsah DON, ZON, T-2/HT-2 toxinŢ a FUM. DON byl 

stanoven u poloviny rostlin, u druh® poloviny rostlin byl jeho obsah pod hranic² detekce sady. 

ZON byl detekov§n u vġech rostlin, a v nŊkterĨch pŚ²padech byl jeho obsah tak vysokĨ, ģe tvoŚil 

v²ce neģ 80 % maxim§ln² detekce sady. T-2/HT-2 toxiny byly detekov§ny u dvou rostlin 

inokulovanĨch F. culmorum a u tŚech rostlin inokulovanĨch F. poae. Jeho obsah byl v rozmez² 

19,24 aģ 26,48 % z maxim§ln² schopnosti detekce sady. FUM byl detekov§n pouze u rostlin 

inokulovanĨch F. culmorum, jeho obsah vĨraznŊ pŚevyġoval obsah DON a pohyboval se 
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v rozmez² 23,67 aģ 38,67 % maxim§ln² schopnosti detekce sady. Na z§kladŊ tŊchto vĨsledkŢ 

(Tabulka 1) bylo stanoveno, ģe se budou testovat u rostlin inokulovanĨch F. culmorum 

mykotoxiny ZON a FUM, u rostlin inokulovanĨch F. poae mykotoxiny ZON a T-2/HT-2 a 

mykotoxin DON d§le nebude analyzov§n. 

Tabulka 1: Hladiny mykotoxinŢ u 10 testovanĨch rostlin. Procenta vyjadŚuj² vztah 

detekovan®ho mnoģstv² mykotoxinu k maxim§ln² schopnosti kvantifikace sady. 

 DON ZON T-2/HT-2 FUM 

rozsah 

kvantifikace 
100 ï 5 000 ppb 25 ï 500 ppb 20 ï 500 ppb 200 ï 6 000 ppb 

vzorek ppb % ppb % ppb % ppb % 

CA1 <100 0 85,9 17,18 125,4 25,08 2160 36 

CC1 564 11,28 99 19,8 113 22,6 1420 23,67 

CST1 284 5,68 54,2 10,84 <20 0 2320 38,67 

CT1 242 4,84 147 29,4 <20 0 1838 30,63 

KA13 <100 0 120,4 24,08 <20 0 1810 30,17 

PA12 <100 0 242 48,4 132,4 26,48 <200 0 

PC28 <100 0 171,6 34,32 96,2 19,24 <200 0 

PST28 <100 0 232 46,4 <20 0 <200 0 

PT2 306 6,12 161,6 32,32 <20 0 <200 0 

KA12 542 10,84 410 82 116,2 23,24 <200 0 

 

Stanoven² hladiny patogenŢ F. culmorum a F. poae metodou qPCR a m²ra jejich korelace 

s detekovanĨmi mykotoxiny 

Detekce patogenŢ byla provedena metodou qPCR specifickou pro sledovan® druhy. VĨsledky 

byly vyj§dŚeny jako Ct hodnoty (threshold cycle), kter® pŚedstavuj² prahovou linii amplifikace 

pro danĨ patogen ve f§zi exponenci§ln²ho rŢstu metody qPCR. NamŊŚen® Ct hodnoty pro oba 

patogeny vykazuj², dle histogramu (Graf 1A), t®mŊŚ norm§ln² rozdŊlen², avġak jejich prŢmŊry 

se statisticky liġ² u rostlin sledovanĨch na napaden² F. culmorum a napaden² F. poae (t-test, 

p < 0,05). U hladin mykotoxinŢ ZON a T-2/HT-2 byla rovnŊģ prok§z§na pŚibliģnŊ norm§ln² 

distribuce (Grafy 1B a 1C). Pro zhodnocen² vztahu mezi ¼rovn² infekce a obsahem tŊchto 

mykotoxinŢ byla pouģita Pearsonova korelaļn² analĨza. Ģ§dnĨ z vypoļtenĨch korelaļn²ch 

koeficientŢ vġak nebyl statisticky vĨznamnĨ (p > 0,05), coģ naznaļuje, ģe mezi ¼rovn² infekce 

a obsahem ZON a T-2/HT-2 nebyla prok§z§na pŚ²m§ souvislost. V pŚ²padŊ mykotoxinu FUM 

vykazovaly namŊŚen® hodnoty silnŊ pravostrannŊ orientovan® rozloģen², pŚiļemģ pŚibliģnŊ 

80 % vzorkŢ mŊlo nulovou hodnotu. Z tohoto dŢvodu byly hodnoty pŚevedeny na bin§rn² 

charakter (pozitivn²/negativn² detekce FUM). Vztah mezi pŚ²tomnost² FUM a ¼rovn² infekce 

byl hodnocen t-testem, kterĨ rovnŊģ neprok§zal statisticky vĨznamnĨ rozd²l (p > 0,05). 

CelkovŊ lze tedy konstatovat, ģe u ģ§dn®ho z analyzovanĨch mykotoxinŢ (ZON, T-2/HT-2, 

FUM) nebyla zjiġtŊna statisticky vĨznamn§ souvislost mezi jejich obsahem v nadzemn² 

biomase a m²rou infekce sledovanĨmi patogeny. Tyto vĨsledky naznaļuj², ģe ¼roveŔ infekce 

nemusela bĨt prim§rn²m faktorem urļuj²c²m akumulaci mykotoxinŢ v rostlin§ch v podm²nk§ch 

proveden®ho experimentu. 
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Graf 1: Histogramy Ct hodnot F. culmorum a F. poae (A; modr§ ï F. poae; rŢģov§ ï F. 

culmorum); obsahu zearalenonu v rostlin§ch inokulovanĨch F. culmorum nebo F. poae (B; 

modr§ ï F. poae; ģlut§ ï F. culmorum) a obsahu T2HT2 v rostlin§ch inokulovanĨch F. poae 

(C). 

 
Vzhledem k absenci statisticky vĨznamnĨch korelac² mezi ¼rovn² infekce a obsahem 

sledovanĨch mykotoxinŢ byly d§le analyzov§ny dalġ² faktory experimentu, kter® mohly 

ovlivnit vĨsledky. Byl zkoum§n vliv druhu patogena (F. culmorum versus F. poae) na obsah 

mykotoxinu ZON, protoģe tento mykotoxin byl sledov§n u obou nakaģenĨch skupin. Ani v 

tomto pŚ²padŊ vġak nebyl zjiġtŊn statisticky vĨznamnĨ rozd²l v obsahu ZON mezi rostlinami 

inokulovanĨmi F. culmorum a tŊmi inokulovanĨmi F. poae (t-test, p > 0,05; Graf 1B). 

Hlavn²m faktorem ovlivŔuj²c²m ¼roveŔ infekce i obsah mykotoxinŢ byl shled§n vliv odrŢdy 

hodnocenĨch rostlin, kterĨ byl testov§n analĨzou rozptylu. Vliv odrŢdy na m²ru infekce obou 

patogenŢ byl statisticky vĨznamnĨ (ANOVA, p < 0,05). U infekce F. culmorum (Graf 2A) se 

jako odolnŊjġ² projevily odrŢdy Agil a Start, zat²mco odrŢdy Callisto a Trubadur vykazovaly 

signifikantnŊ niģġ² Ct hodnoty, coģ odpov²d§ vyġġ² ¼rovni infekce. P§rov® porovn§n² Tukeyho 

testem jasnŊ oddŊlilo odoln® odrŢdy Agil a Start od n§chylnŊjġ²ch odrŢd Callisto a Trubadur (p 

< 0,05). Tak® u infekce F. poae (Graf 2B) byly zjiġtŊny vĨznamn® odrŢdov® rozd²ly (ANOVA, 

p < 0,05). Za odolnŊjġ² se v tomto pŚ²padŊ jev² odrŢdy Callisto a Start, zat²mco odrŢdy Agil a 

Trubadur dosahovaly signifikantnŊ niģġ²ch Ct hodnot, odpov²daj²c²ch vyġġ² ¼rovni infekce 

(Tukeyho test, p < 0,05). Nav²c exponenci§ln² povaha Ct hodnot znamen§, ģe i mal® prŢkazn® 

rozd²ly pŚedstavuj² velk® rozd²ly v mnoģstv² c²lov® DNA patogenu, neboŠ kaģdĨ cyklus 

odpov²d§ pŚibliģnŊ dvojn§sobn® zmŊnŊ v poļ§teļn² koncentraci amplifikovan® c²lov® sekvence 

patogenu. 

 

Graf 2: PrŢmŊrn® Ct hodnoty v r§mci jednotlivĨch odrŢd jetele luļn²ho, inokulace F. culmorum 

(A), inokulace F. poae (B). Ġed§ ï niģġ² ¼roveŔ infekce; ļerven§ ï vyġġ² ¼roveŔ infekce. 

Chybov® ¼seļky zn§zorŔuj² 95% konfidenļn² intervaly prŢmŊru (CI). Ļerven® sloupce jsou 

signifikantnŊ rozd²ln® od ġedĨch sloupcŢ (p < 0,05). 

 
Tak® pro urļen² vlivu odrŢd na hodnoty mykotoxinŢ byla vyuģita ANOVA. Signifikantn² vliv 

odrŢdy (ANOVA, p <0,05) byl sledov§n na ¼roveŔ mykotoxinu FUM v pŚ²padŊ infekc² 

F. culmorum a na ¼roveŔ mykotoxinŢ ZON a T-2/HT-2 v pŚ²padŊ infekc² F. poae. U rostlin 

A B 

A B C 
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inokulovanĨch F. culmorum nebyl vliv odrŢdy na hladinu ZON signifikantn² (Graf 3A). 

V pŚ²padŊ mykotoxinu ZON byl rozd²l signifikantn² (tukeyho test, p < 0,05) pouze mezi 

odrŢdami Agil a Trubadur u rostlin inokulovanĨch F. poae (Graf 3B). Obsah T-2/HT-2 toxinŢ 

(Graf 3C) byl statisticky vĨznamnŊ niģġ² u odrŢd Start a Trubadur oproti odrŢdŊ Callisto 

(tukeyho test, p < 0,05). U mykotoxinu FUM v rostlin§ch inokulovanĨch F. culmorum (Graf 

3D) byl zjiġtŊn statisticky vĨznamnĨ rozd²l v pod²lu pozitivn²ch vzorkŢ mezi odrŢdami (ɢĮ test, 

p < 0,05). FUM byl detekov§n celkovŊ u 20 % rostlinnĨch vzorkŢ. Nejvyġġ² pod²l vzorkŢ 

s detekovanĨm FUM byl u odrŢdy Start (44 %), zat²mco u ostatn²ch odrŢd byl pod²l pozitivn²ch 

vzorkŢ vĨraznŊ niģġ² (7-16 %). Nejniģġ² detekovan§ hodnota byla 400 ppb a nejvyġġ² 2320 ppb. 

PŚiļemģ u tŚech ļtvrtin pozitivn²ch vzorkŢ se hodnoty pohybovaly do 1000 ppb. 

Graf 3: PrŢmŊrn® hodnoty [ppb] ZON (A, B), T-2/HT-2 toxinŢ (C) a poļet rostlin 

s detekovanĨm obsahem FUM (D) v r§mci odrŢd. Rostliny inokulovan® F. culmorum (A, D), 

rostliny inokulovan® F. poae (B, C). Ģlut§ ï detekovanĨ FUM, ġed§ nedetekovanĨ FUM (D). 

Chybov® ¼seļky zn§zorŔuj² 95% konfidenļn² intervaly prŢmŊru (CI). * ïstatisticky vĨznamnĨ 

rozd²l na Ŭ = 0,05. 

 

 
 

 

Diskuze 

V t®to studii byly sledov§ny souvislosti mezi vĨskytem F. culmorum a F. poae u ļtyŚ odrŢd 

jetele luļn²ho (Agil, Callisto, Start, Trubadur) a hladinou mykotoxinŢ, kter® tyto patogeny 

produkuj². Mykotoxiny byly vybr§ny s ohledem na jejich vĨskyt u sledovanĨch druhŢ fuz§ri² 

(Skl§danka et al. 2017, Pasquali et al., 2016; Vandicke et al., 2019). AnalĨza se zamŊŚila na T-

2, HT-2, DON, ZON a FUM. Na z§kladŊ pilotn²ho testov§n² byly pro celkov® testov§n² zvoleny 

ZON a FUM u rostlin inokulovanĨch F. culmorum a ZON a T-2/HT-2 u rostlin inokulovanĨch 

F. poae. Detekce ZON a T-2/HT-2 odpov²d§ literatuŚe (Munkvold, 2016; Pasquali et al., 2016), 

zat²mco vĨskyt FUM u druhŢ komplexu F. sambucinum, kam patŚ² i F. culmorum, nebyl dosud 

pops§n (Leslie a Summerell, 2006; Munkvold, 2016; Vandicke et al., 2019). K detekci patogenŢ 

byla pouģita kvantitativn² PCR s TaqMan sondami (Fredlund et al., 2010). Nebyla prok§z§na 

korelace mezi hladinou mykotoxinŢ a mnoģstv²m patogenu (Ct hodnoty), coģ odpov²d§ 

zjiġtŊn²m Fredlund et al. (2010) a Vandicke et al. (2019). Roli mohla hr§t absence 

environment§ln²ch stresorŢ v kontrolovanĨch podm²nk§ch, kter® bŊģnŊ podporuj² vyġġ² tvorbu 

mykotoxinŢ. Proto sledovanĨ rozsah jejich hladin mohl sp²ġe odpov²dat hodnot§m typickĨm 

pro optim§ln² podm²nky rŢstu a nemusel reflektovat pŚirozen® podm²nky rŢstu. 

A B 

C D 

*  

*  
*  *  
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Na druhou stranu, hlavn²m faktorem ovlivŔuj²c²m m²ru infekce i hladinu mykotoxinŢ byla 

odrŢda. Niģġ² obsah T-2/HT-2 byl zjiġtŊn u odrŢd Start a Trubadur, zat²mco u odrŢdy Callisto 

byla navzdory vyġġ² odolnosti vŢļi infekci detekov§na vyġġ² hladina tŊchto toxinŢ. Vliv 

odrŢdov® pŚ²sluġnosti tak odr§ģ² genetickou variabilitu druhu. PŚi infekci F. culmorum nebyl 

pozorov§n vĨznamnĨ vliv odrŢdy na hladinu ZON, pŚestoģe prŢmŊrn® Ct hodnoty naznaļovaly 

niģġ² mnoģstv² patogenu neģ u F. poae. Naopak u infekce F. poae, kter§ vykazovala niģġ² Ct 

hodnoty (tedy vyġġ² mnoģstv² patogenu), se projevily vĨznamn® odrŢdov® rozd²ly v hladin§ch 

ZON: odrŢda Agil vykazovala vyġġ², zat²mco odrŢda Trubadur niģġ² hodnoty. Zaj²mav® je, ģe 

u odrŢdy Trubadur tyto vĨsledky nekoresponduj² s jej² n§chylnost² k F. poae, kdy byla nejv²ce 

napaden§, ale obsah ZON byl pŚesto nejniģġ². Tento rozd²l mezi patogeny lze vysvŊtlit jejich 

rozd²lnou agresivitou a evoluļn²mi dopady. F. culmorum je agresivnŊjġ² a vysoce virulentn² 

patogen (Tan et al., 2020), coģ mohlo v®st k silnŊjġ² pŚirozen® selekci hostitele proti jeho 

pŢsoben². Proto se i pŚi niģġ²m mnoģstv² DNA (vyġġ² Ct) indukuj² relativnŊ homogenn² hladiny 

ZON napŚ²ļ odrŢdami. Naproti tomu F. poae vykazuje niģġ² virulenci (Stenglein et al., 2014; 

Khanal et al., 2024), takģe jeho pŚ²tomnost rostlinu m®nŊ poġkozuje a odrŢdovŊ specifick® 

rozd²ly v reakci hostitele se mohou projevit vĨraznŊji ve vyġġ² m²Śe kolonizace (niģġ² Ct) a 

vŊtġ²ch rozd²lech v hladin§ch ZON mezi odrŢdami. 

Z hlediska limitŢ mykotoxinŢ odrŢdy Agil a Callisto pŚekroļily koncentrace T-2 a HT-2 toxinŢ 

hranici 200 Õg/kg stanovenou pro potraviny a krmiva, zat²mco u odrŢd Start a Trubadur zŢstaly 

hodnoty v normŊ. Obsahy ZON a FUM nepŚes§hly 100 Õg/kg a splŔovaly limity stanoven® 

Evropskou komis² pro potraviny i krmiva (Evropsk§ komise, 2013). 

Na rozd²l od majoritn²ch plodin, jako je pġenice, je jetel luļn² cizospraġnĨ druh, coģ znamen§, 

ģe jeho pŚirozenĨ genotypovĨ profil je vysoce heterozygotn². AnalĨza genetick® diverzity jetele 

luļn²ho prok§zala, ģe v²ce neģ polovina celkov® genetick® variability (pŚes 50 %) se nach§z² 

uvnitŚ jednotlivĨch genetickĨch pŢvodŢ, zat²mco rozd²ly mezi ġirġ²mi genetickĨmi skupinami 

i mezi jednotlivĨmi pŢvody v r§mci tŊchto skupin pŚedstavuj² pouze menġ² pod²l z celkov® 

variability (Jones et al., 2020). Z tŊchto poznatkŢ lze usuzovat, ģe i kdyģ mezi odrŢdami existuj² 

zjevn® rozd²ly v m²Śe infekce a obsahu mykotoxinŢ, znaļn§ ļ§st fenotypov® variability mŢģe 

bĨt d§le vysvŊtlena genetickou diverzitou skrytou uvnitŚ jednotlivĨch odrŢd. Znaļn§ 

vnitroodrŢdov§ fenotypov§ variabilita je zn§mĨm charakterem odrŢd jetele luļn²ho a umoģŔuje 

dobrĨ vĨchoz² potenci§l pro selekci sledovanĨch znakŢ, ļehoģ je u jetele luļn²ho ļasto 

vyuģ²v§no napŚ²klad pŚi selekci na ¼roveŔ fixace dus²ku (TrnŊnĨ et al. 2019) nebo samotnou 

odolnost k vybranĨm houbovĨm chorob§m (Staven²kov§ a kol., 2025). 

 

Z§vŊr 

Studie prok§zala existenci odrŢdovĨch rozd²lŢ v citlivosti jetele luļn²ho k infekci F. culmorum 

a F. poae i v obsahu sledovanĨch mykotoxinŢ, pŚiļemģ nebyla zjiġtŊna pŚ²m§ korelace mezi 

¼rovn² infekce a koncentrac² mykotoxinŢ v nadzemn² biomase. To naznaļuje, ģe akumulace 

mykotoxinŢ je komplexnŊ ovlivŔov§na nejen pŚ²tomnost² patogenu a fyziologickĨmi a 

environment§ln²mi faktory, ale i interakc² s genetickou vĨbavou rostlin. Z²skan® vĨsledky 

potvrzuj² vĨznam genotypov® variability jetele luļn²ho pro selekci novĨch odrŢd s vyġġ² ¼rovn² 

odolnosti vŢļi fuz§ri²m. 
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bakterii Pectobacterium atrosepticum  
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univerzita v BrnŊ, ĮVĨzkumnĨ ¼stav brambor§ŚskĨ Havl²ļkŢv Brod, s.r.o., 3BotanickĨ ¼stav 

Akademie vŊd ĻR, v.v. i  

Abstrakt  
Pectobacterium atrosepticum je pŢvodcem onemocnŊn² rostlin a hl²z bramboru zpŢsobuj²c² vĨznamn® 

hospod§Śsk® ġkody. Moģnosti chemick® ochrany jsou znaļnŊ omezen®, proto se hledaj² jin® alternativy. 

Rostliny bramboru odrŢdy 'Red Anna' byly nŊkolikr§t oġetŚeny v rŢznĨch kombinac²ch (moŚen², foli§rn² 

aplikace) plazmatem aktivovanou vodou a ¼ļ. l. chitosan hydrochlorid. Chemickou kontrolou byla ¼ļ. 

l. hydroxid mŊŅnatĨ. Stonky bramboru byly seŚ²znuty a vloģeny na 30 min do bakteri§ln² suspenze o 

koncentraci 0,5 ļi 0,05 McF a pot® byly inkubov§ny v ļist® vodŊ. Hodnocen² prob²halo po 2, 3 a 5 

dnech. Mezi 2. aģ 5. dnem hodnocen² byl viditelnĨ rychlĨ n§rŢst infekce, pŚiļemģ 2. den byly vġechny 

varianty odliġn® od pozitivn² kontroly, 3. den uģ pouze oġetŚen² PAW 50 + chito pŚi koncentraci 0,5 

McF a PAW 50 + chito, PAW + chito, chito a PAW pŚi koncentraci 0,05 McF. P§tĨ den bylo 

zaznamen§no u vŊtġiny variant odum²r§n² rostlin.   

Kl²ļov§ slova: 
chitosan hydrochlorid, pektinolytick§ bakterie, plazmatem aktivovan§ voda (PAW), Solanum 

tuberosum  
 

Abstract 
Pectobacterium atrosepticum is the causative agent of plant and potato tuber disease causing significant 

economic damage. Chemical control options are very limited, so other alternatives are being sought. 

Potato plants of the 'Red Anna' variety were treated with plazma-activated water and chitosan 

hydrochloride in various combinations. The chemical control was copper hydroxide. Potato stems were 

cut and placed in a bacterial inoculum with a concentration of 0.5 or 0.05 McF and then incubated in 

clean water. Evaluations were performed after 2, 3, and 5 days. Between the 2nd and 5th day of 

evaluation, a rapid increase in infection was visible, with all variants differing from the positive control 

on the 2nd day, and on the 3rd day only the treatments with PAW 50 + chito  at a concentration of 0.5 

McF and PAW 50 + chito, PAW + chito, chito and PAW at a concentration of 0.05 McF. On the fifth 

day, plant death was observed in most variants.   
Keywords: 
chitosan hydrochloride, pectinolytic bacteria, plasma-activated water (PAW), Solanum tuberosum  

 

Đvod 

Brambory (Solanum tuberosum L.) patŚ² mezi nejvĨznamnŊjġ² hl²znat® plodiny svŊta a z 

hlediska pŊstovanĨch ploch i celkov® produkce zauj²maj² p§t® m²sto mezi potravin§Śsky 

vĨznamnĨmi plodinami (FAO, 2025). SvŊtov§ produkce brambor dlouhodobŊ roste, zejm®na v 

rozvojovĨch zem²ch. PŚesto se odhaduje, ģe aģ 22 % skliznŊ je kaģdoroļnŊ ztraceno v dŢsledku 

virovĨch, bakteri§ln²ch a houbovĨch chorob ļi pŢsoben²m ġkŢdcŢ (Vacek et al., 2022). 

Bakteri§ln² ļern§n² stonku a mŊkk§ hniloba hl²z patŚ² v naġich podm²nk§ch k nejļastŊjġ²m 

chorob§m bramboru, kter® zpŢsobuj² znaļn® hospod§Śsk® ztr§ty. PŢvodci tŊchto onemocnŊn² 

jsou bakterie Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 

a Dickeya solani. Tyto patogeny produkuj² pektolytick® enzymy rozkl§daj²c² bunŊļn§ pletiva, 

coģ vede k jejich mŊknut² a rozkladu, ļasto doprov§zen®mu charakteristickĨm z§pachem. P. 

atrosepticum je hlavn²m pŢvodcem mŊkk® hniloby hl²z na poli i pŚi skladov§n² a mŢģe 

zpŢsobovat tak® ļernou hnilobu stonku (Ăļernou nohuñ). Patogen pŚeģ²v§ v hl²z§ch a 
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posklizŔovĨch zbytc²ch. K infekci doch§z² zejm®na pŚes lenticely nebo mechanick§ poġkozen², 

ġ²Śen² prob²h§ kontaktem ļi infikovanou sadbou (V²chov§, 2020). 

Plazmatem aktivovan§ voda (PAW) pŚedstavuje inovativn² technologii zaloģenou na expozici 

vody n²zkoteplotn²mu plazmatu, pŚi n²ģ vznikaj² reaktivn² formy kysl²ku a dus²ku (RONS). Tyto 

reaktivn² ļ§stice a jejich stabiln² produkty, jako peroxid vod²ku, dusitany, dusiļnany ļi ozon, 

vykazuj² vĨraznou biocidn² a oxidaļn² aktivitu. Chemick® sloģen² PAW se liġ² v z§vislosti na 

typu plazmov®ho zdroje, dobŊ expozice a charakteru pouģit® vody. D²ky ġirokospektr§ln²mu 

antimikrobi§ln²mu ¼ļinku, absenci chemickĨch rezidu² a schopnosti indukovat fyziologick® 

obrann® reakce rostlin pŚedstavuje PAW perspektivn² n§stroj udrģiteln® ochrany rostlin a 

potenci§ln² alternativu ke konvenļn²m pesticidŢm (Rodopsk§, 2024). PAW pouģit§ v tomto 

experimentu byla pŚipravena pomoc² patentovan®ho zaŚ²zen² 'CaviPlasma', kter® kombinuje 
hydrodynamickou kavitaci a elektrickĨ vĨboj (Rudolf et al., 2020). 

Z pŚ²rodn² l§tky chitinu se specifickĨmi postupy z²sk§v§ kationtovĨ polymer chitosan a 

n§slednŊ jeho sŢl chitosan hydrochlorid (Du et al., 2009). Chitosan hydrochlorid se pouģ²v§ 

ochranŊ rostlin jako biostimulant a elicitor, kterĨ v rostlinn®m tŊle aktivuje pŚirozenou 

obranyschopnost proti bakteri§ln²m a houbovĨm ļinitelŢm. Zvyġuje tak® produkci chitin§sy a 

peroxid§zy a zlepġuje pevnost bunŊļnĨch stŊn. Pouģ²v§ se pro moŚen² semen ļi postŚik u cel® 

Śady plodin (He et al., 2018). 

 

Materi§l a metody 

PŚedkl²ļen® hl²zy brambor odrŢdy 'Red Anna' (Ovo-Sadba spol. s r.o.) byly vysazeny do 

plastovĨch kvŊtin§ļŢ o prŢmŊru 19 cm. V jedn® variantŊ bylo 12 kvŊtin§ļŢ. PŚed vĨsadbou 

byly hl²zy moŚeny v roztoku l§tek pŚ²rodn²ho pŢvodu a kontroln²ch variant§ch ï hydroxidu 

mŊŅnat®m a vodŊ (Tab. 1) po dobu 30 min. Po vĨsadbŊ byla zemina zalita 200 ml roztoku dan® 

testovan® l§tky. Rostliny byly pŊstov§ny ve venkovn²m prostŚed² v zastŚeġen® k·ji v obdob² 4. 

6. ï 9. 7. 2025 a byly pravidelnŊ zal®v§ny 200 ml vody. Po 14 dnech od vĨsadby byl na listy 

rostlin aplikov§n postŚik dan® testovan® l§tky (25 ml/kvŊtin§ļ) a tak® zemina byla zalita 

roztokem dan® l§tky (16 ml/kvŊtin§ļ) (Tab. 1). Za dalġ²ch 14 dnŢ byla aplikace stejnĨm 

zpŢsobem zopakov§na. TĨden po posledn² aplikaci byly stonky o d®lce cca 15 cm seŚ²znuty. 

Z kaģd®ho varianty bylo odebr§no 20 stonkŢ.  

Testovan§ pektinolytick§ bakterie Pectobacterium atrosepticum (Pa; kmen CPPB 83, VĐRV 

Praha-RuzynŊ) byla kultivov§na 48 h na King B mediu za optim§ln² teploty 26 ÁC. Z dan®ho 

kmene bakterie byla pŚipravena inokulaļn² suspenze o koncentrac²ch 0,5 a 0,05 McFarlandovy 

z§kalov® stupnice (McF).  

Stonky byly namoļeny po dobu 30 min do k§dinky se 100 ml inokula bakterie. Pot® byla 

bakteri§ln² suspenze vylita, k§dinka umyta vodou a stonky byly um²stŊny zpŊt do jiģ ļist® vody 

(300 ml). Inkubace prob²hala pŚi teplotŊ 22 Ñ 2 ÁC. Stonky byly hodnoceny po 2, 3 a 5 dnech 

od inokulace dle vytvoŚen® stupnice napaden² (Obr. 1). Z jednotlivĨch stupŔŢ byl vypoļ²t§n 

index napaden² ve stupn²ch dle vzorce: 

Ὅ
В ὲ ί

ὔ
 

Pozn.: I ï index napaden² ve stupn²ch; ni ï poļet rostlin napadenĨch i-tĨm stupnŊm; si ï i-tĨ stupeŔ; N 

ï poļet napadenĨch rostlin  
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Tabulka 1 PŚehled testovanĨch l§tek pŚ²rodn²ho pŢvodu a pouģit® koncentrace 

Testovan§ l§tka ï 

zkratka  

Đļinn§ l§tka Koncentrace 

moŚen²/prvotn² 

z§livky/foli§rn² 

aplikace [%] 

PAW plazmatem aktivovan§ 

voda 

100 

PAW 50  plazmatem aktivovan§ 

voda 

50  

PAW + chito  plazmatem aktivovan§ 

voda +  

chitosan hydrochlorid 5% 

100 PAW +      0,2 

chitosan 

hydrochlorid 

PAW 50 + chito plazmatem aktivovan§ 

voda +  

chitosan hydrochlorid 5% 

50 PAW +        0,2 

chitosan 

hydrochlorid 

chito  chitosan hydrochlorid 5% 0,2  

hydroxid mŊŅnatĨ* hydroxid mŊŅnatĨ 768 

g/kg 

0,2 

voda** voda - 
Pozn: * chemick§ kontrola; **negativn² kontrola; PAW (Akademie vŊd ĻR) 
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VĨsledky byly zpracov§ny statistickĨm programem TIBCO StatisticaÈ verze 14.0.0.15 (USA) 

jednofaktorovou nebo v²cefaktorovou analĨzou variance (ANOVA) a n§slednŊ Tukey HSD 

testem (PÒ0,05). 

 

StupeŔ 1 ï zdrav§ rostlina 

 

 

StupeŔ 2 ï nepatrn® ģloutnut² stonkŢ a vadnut² listŢ, nen² patrn® tmavnut² stonkŢ 

 

StupeŔ 3 ï stonky a listy vadnou a ģloutnou, slab® tmavnut² nebo zahn²v§n² stonku 

 

StupeŔ 4 ï stonky hnŊdnou a zahn²vaj², rostliny odum²raj² 

 

Obr§zek 1 Stupnice napaden² stonkŢ bramboru bakteriemi rodu Pectobacterium  

 

VĨsledky 

Po dvou dnech od inokulace (Graf 1) bylo zjiġtŊno, ģe pŚi koncentraci 0,5 McF inokula bakterie 

Pa byl vĨznamnĨ rozd²l mezi oġetŚen²m hydroxidem mŊŅnatĨm (I = 1,65) a PAW 50 (I = 2,05). 

U ostatn²ch testovanĨch l§tek nebyl prok§z§n rozd²l. U koncentrace 0,05 McF nebyly 

zaznamen§ny ģ§dn® rozd²ly (I = 1,7ï1,9). Nicm®nŊ vġechny testovan® l§tky v obou 

koncentrac²ch inokula byly variabiln² od pozitivn² kontroly. PŚi vz§jemn®m porovn§n² 

koncentrac² nebyl Tukey HSD testem zaznamen§n ģ§dnĨ rozd²l v indexu napaden². Ļetnost 
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vĨskytu onemocnŊn² se u koncentrace 0,5 McF pohybovala od 65 % (hydroxid mŊŅnatĨ) do 95 

% (PAW 50) a u koncentrace 0,05 McF od 70 % (hydroxid mŊŅnatĨ) do 85 % (chitosan 

hydrochlorid). Pozitivn² kontrola byla vģdy napadena ze 100 %. 

 
Graf 1 Index napaden² stonkŢ bramboru pro jednotliv® testovan® l§tky po dvou dnech od 

inokulace 
Pozn. PAW ï plazmatem aktivovan§ voda; PAW + chito ï kombinace PAW a chitosan hydrochlorid; 

K+ pozitivn² kontrola ï pouze inokulum Pectobacterium atrosepticum, K- negativn² ï m§ļen² pouze ve 

vodŊ, bylo ve vġech pŚ²padech bezpŚ²znakov®; Koncentrace Pa 0,5 McF a 0,05 McF ï koncentrace 

Pectobacterium atrosepticum podle McFarlandovy z§kalov® stupnice; RŢzn§ p²smena nad sloupci znaļ² 

vĨznamn® rozd²ly (PÒ0,05) podle Tukey HSD testu ï ļern§ p²smena se tĨkaj² pouze rozd²lŢ pro 

koncentraci Pa 0,5 McF a ļerven§ pouze rozd²lŢ pro koncentraci Pa 0,05 McF. 

 

Po tŚech dnech od inokulace byl viditelnĨ posun v z§vaģnosti onemocnŊn² oproti pŚedeġl®mu 

hodnocen² (Graf 2). RovnŊģ vġechny testovan® varianty byly ze 100 % napadeny. VĨznamn§ 

variabilita byla zaznamen§na mezi PAW 50 + chito (I = 2,6) a PAW 50 (I = 3,55) v koncentraci 

0,5 McF. U koncentrace 0,05 McF byly vĨznamn® rozd²ly mezi PAW + chito (I = 2,25) a PAW 

50 + chito (I = 2,35) a zbylĨmi testovanĨmi l§tkami kromŊ oġetŚen² samotnou PAW. 

 

 
Graf 2 Index napaden² stonkŢ bramboru pro jednotliv® testovan® l§tky po tŚech dnech od 

inokulace 
Pozn. Viz Pozn§mka Graf 1  
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Po 5 dnech od inokulace bylo u vŊtġiny testovanĨch l§tek dosaģeno 4. stupnŊ napaden² stonkŢ 

brambor (Graf 3). VĨjimku tvoŚily pouze stonky oġetŚen® chito (I = 3,7 pro koncentraci 0,5 

McF a I = 3,6 pro koncentraci 0,05 McF). U koncentrace 0,05 McF se od chito prŢkaznŊ neliġily 

vzorky oġetŚen® PAW (I = 3,75) a hydroxidem mŊŅnatĨm (I = 3,75). 

 

 
Graf 3 Index napaden² stonkŢ bramboru pro jednotliv® testovan® l§tky po pŊti dnech od 

inokulace 
Pozn. Viz Pozn§mka Graf 1  

 

Diskuze 

Motyka et al. (2018) zjistili, ģe plazmovĨ gener§tor typu dc-APGD vykazuje silnĨ 

antibakteri§ln² ¼ļinek vŢļi fytopatogenn²m bakteri²m vļetnŊ druh Pectobacterium 

atrosepticum. U tohoto druhu byla zaznamen§na v²ce neģ 3,4log redukce ģivotaschopnĨch 

bunŊk, m²sty aģ ¼pln§ eradikace. P. atrosepticum vykazoval m²rnŊ vyġġ² odolnost neģ ostatn² 

testovan® druhy, rozd²ly vġak nebyly statisticky vĨznamn®. Soni et al. (2021) zjiġtili, ģe PAW 

vykazuje silnĨ antibakteri§ln² ¼ļinek proti fytopatogenn²m bakteri²m, vļetnŊ Pectobacterium 

carotovorum, kter§ patŚ² do stejn®ho rodu jako naġe testovan§ bakterie P. atrosepticum. RONS 

obsaģen® v PAW vedly po aplikaci na povrch ovoce a zeleniny k vĨrazn® redukci bakteri². 

V naġem pokusu lepġ²ho vĨsledku dos§hla PAW ve smŊsi s chitosanem hydrochloridem. 

Ghimire et al. (2024) hodnotili ¼ļinnost PAW proti bakteri²m Xanthomonas arboricola a 

Pseudomonas syringae pv. syringae. PAW vyk§zala siln® antimikrobi§ln² ¼ļinky d²ky generaci 

RONS. I kdyģ Pectobacterium atrosepticum nebylo pŚ²mo testov§no, vĨsledky naznaļuj² 

potenci§l PAW proti fytopatogenn²m bakteri²m obecnŊ.  

řada studi² se zabĨvala antimikrobi§ln² ¼ļinky samotn®ho chitosanu ļi v kombinac²ch s jinĨmi 

l§tkami. StegliŒska et al. (2024) pouģili vysokomolekul§rn² chitosan ve smŊsi s kyselinou 

ml®ļnou a prok§zali inhibiļn² ¼ļinek na Pectobacterium carorovorum pŚi koncentraci 0,4 %. 

PodobnĨ vĨznamnĨ antibakteri§ln² ¼ļinek proti P. carotovorum byl zjiġtŊn pŚi pouģit² 

kombinace chitosanu s tymi§novou silic² (Sotelo-Boy§s et al., 2019).  
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Z§vŊr 

Rostliny byly pŚed samotnĨm pokusem nŊkolikr§t oġetŚeny testovanĨmi l§tkami a bakteri§ln² 

inokulum P. atrosepticum bylo zvoleno ve dvou koncentrac²ch. Nicm®nŊ mezi koncentracemi 

inokula nebyly zjiġtŊny prokazateln® rozd²ly v intenzitŊ napaden² stonkŢ bramboru. Mezi 

druhĨm aģ p§tĨm dnem hodnocen² byl viditelnĨ rychlĨ n§rŢst infekce, pŚiļemģ druhĨ den byly 

vġechny varianty odliġn® od pozitivn² kontroly, tŚet² den uģ pouze oġetŚen² PAW 50 + chito pŚi 

koncentraci 0,5 McF a PAW + chito, chito a PAW pŚi koncentraci 0,05 McF. Posledn² den byl 

zaznamen§m u vŊtġiny variant stupeŔ 4 ï odum²r§n² rostlin.   

Z vĨsledkŢ vyplĨv§, ģe PAW (plazmatem aktivovan§ voda) l®pe ¼ļinkovala v kombinaci 

s chitosanem hydrochloridem, nicm®nŊ byly prok§z§ny velmi kr§tkodob® ¼ļinky proti P. 

atrosepticum. Ani u jedn® varianty nebyly stonky zcela ochr§nŊny pŚed infekc², pouze byl 

postup onemocnŊn² lehce zpomalen. Testov§n² bude prob²hat i nad§le, avġak bude nutn® 

v metodice upravit nŊkter® parametry. 
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Molekul§rn²ch markery pro identifikaci houbov®ho  

patogenu Mycocentrospora acerina u zelenin 

Molecular markers for identification of fungal pathogen  

Mycocentrospora acerina in vegetables  

Kamulegeya P., Stehl²kov§ D., Beran P., Misginna S.G., Gaoua O.1, Ļurn V. 

Jihoļesk§ univerzita v ĻeskĨch BudŊjovic²chm Fakulta zemŊdŊlsk§ a technologick§,  

Katedra genetiky a biotechnologi² 

 

Abstrakt 
Mycocentrospora acerina je ġkodliv§ pŢdn² houba postihuj²c² ġirokou ġk§lu zelenin. Vzhledem k 

pŚekrĨv§n² symptomŢ s jinĨmi patogeny je pro kontrolu choroby z§sadn² vļasn§ a pŚesn§ detekce. V 

t®to studii byly optimalizov§ny dvŊ nov® sady PCR primerŢ MA_1a_F3/MA_1a_B3 a 

MA_3d_F3/MA_3d_B3, kter® c²l² na unik§tn² genomov® oblasti M. acerina. ObŊ sady ¼spŊġnŊ 

amplifikovaly specifick® fragmenty (222 bp and 226 bp) bez zkŚ²ģen® reakce s nec²lovĨmi houbami, coģ 

prokazuje vysokou specificitu a citlivost. Tyto primery poskytuj² spolehlivĨ n§stroj pro rychlou 

laboratorn² detekci. Budouc² pr§ce se zamŊŚ² na jejich adaptaci do testŢ zaloģenĨch na LAMP pro 

podporu ter®nn² diagnostiky.  

Kl²ļov§ slova: PCR primery, genomov® oblasti, specificita, ter®nn² diagnostika 

 

Abstract 
Mycocentrospora acerina is a damaging soil-borne fungus affecting a wide range of vegetable crops. 

Due to symptoms overlapping with other pathogens, early and accurate detection is critical for disease 

control. In this study, we developed and validated two novel PCR primer sets MA_1a_F3/MA_1a_B3 

and MA_3d_F3/MA_3d_B3- targeting unique genomic regions of M. acerina. Both sets successfully 

amplified specific fragments at (222 bp and 226 bp), respectively without cross-reacting with non-target 

fungi, demonstrating high specificity and sensitivity. These primers provide a reliable tool for rapid 

laboratory detection. Future work will focus on adapting them into LAMP-based assays to support field 

diagnostics and broader disease-surveillance. 
Keywords: PCR primers, genomic regions, specificity, field diagnostics 
 

Introduction 

Mycocentrospora acerina (Order: Pleosporales) is a highly polyphagous soil-borne fungal 

pathogen responsible for economically significant diseases in a wide range of vegetable crops. 

It causes characteristic symptoms such as pansy leaf spot with necrotic perforations, stem and 

root rot, carrot liquorice rot, anthracnose, and seedling damping-off (Wall & Lewis, 1980; Yang 

et al., 2022). The pathogen infects several major horticultural crops, including carrots, caraway, 

cumin, parsley, celery, tomato, spinach, and parsnip, and is also supported by alternative hosts 

such as ginseng and various weed species (Sutton & Gibson, 1977; Lan et al., 2022). M. acerina 

can persist in soil and plant debris for more than two years as chlamydospores and infects host 

plants through wounds, leading to lesion development and subsequent disease spread 

(Evenhuis, 1998). It is globally distributed across Europe, North America, Asia, Australia, and 

New Zealand, where it is known to cause substantial pre- and postharvest yield losses, 

negatively affecting quality, storage stability, international trade, and food safety (Sutton & 

Gibson, 1977; Hermansen et al., 2012). 

Vegetable production plays a critical role in global food security, human nutrition, income 

generation, and sustainable agricultural development (Schreinemachers et al., 2018). Among 

these, carrot (Daucus carota L.) is recognized as one of the most important vegetable crops 

worldwide due to its high nutritional value, economic relevance, and extensive cultivation 

across diverse agroecological regions (Que et al., 2019; Ding et al., 2024). In many European 
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countries, including the Czech Republic, carrot production constitutes a significant component 

of the horticultural sector and contributes meaningfully to both domestic markets and export 

potential (Ebert, 2020). However, the frequency and severity of fungal disease outbreaks are 

increasing due to climate change, as elevated temperatures and altered precipitation patterns 

favor growth, sporulation, infection efficiency, and virulence of pathogens such as M. acerina 

(Elad & Pertot, 2014; Glauber & Frases, 2025). These emerging threats highlight the need for 

rapid, reliable, and sensitive diagnostic tools beyond conventional symptom-based or culture-

dependent methods. Therefore, the objective of the present study is to develop PCR-based 

molecular markers for the early and accurate detection of M. acerina in vegetable crops, 

enabling timely surveillance and improved disease management strategies. 

Materials and Methods 

Fungal isolates and culture conditions 

A total of 19 Fungal species were obtained from the DSMZ (German Collection of 

Microorganisms and Cell Cultures) and CCF (Czech Collection of Fungi) were used in this 

study. The fungi were grown on potato dextrose agar (PDA) at 25 ÁC for 5ï7 days to obtain 

actively grown mycelium (Sharma et al., 2010). 

DNA Extraction 

Genomic DNA of the mycelium was extracted using a modified cetyltrimethylammonium 

bromide (CTAB- PVP) protocol (Doyle & Doyle, 1987). DNA concentration and quality were 

assessed by spectrophotometry (BioSpec-nano, Shimadzu, Japan) and by agarose gel 

electrophoresis. High-quality genomic DNA from each isolate was used for PCR assays. 

Table 1. List of fungal pathogens and specificity of tested primer sets 

ID. No Species 
Collection 

Place 
Isolate Code 

PCR 1 

MA_1a 

PCR 2  

MA_3d 

PCR 

3 

(Lan 

et al., 

2022) 

1 Alternaria brassicicola CCF 2558 - - - 

2 Alternaria brassicicola CCF 2749 - - - 

3 Alternaria arborescens CCF 3421 - - - 

4 Alternaria arborescens CCF 6321 - - - 

5 Botrytis cinerea CCF 2361 - - - 

6 Botrytis cinerea CCF 3371 - - - 

7 Colletotrichum gleosporioides CCF 348 - - + 

8 Fusarium incarnatum CCF 1744 - - - 

9 Fusarium solani CCF 2967 - - + 

10 Fusarium avenaceum CCF 3306 - - + 

11 Fusarium avenaceum CCF 3466 - - + 

12 Gliomastix cerealis CCF 1655 - - + 

13 Striatibotrys rhabdospora CCF 3536 - - + 

14 Thielaviopsis thielavioides CCF 3486 - - + 

15 Verticillium sp. CCF 1896 - - - 

16 Stemphylium vesicarium DSMZ 63046 - - + 

17 Mycocentrospora acerina DSMZ 1202 + + + 

18 Sclerotinia sclerotiorum DSMZ 1946 - - + 
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19 Cercospora beticola DSMZ 62107 - - + 

 

Target selection 

Ten unique targets from whole genome of M. acerina were chosen using KEC software for K-

mer elimination by cross-reference which allows users to quickly and easily find unique 

sequences by providing target and non-target sequences (Beran et al., 2021), as shown in Table 

2. 

Table 2. List of  selected targets 

ID No. Targets 

1 >KEC no. 5; len = 308; orig: KEC no. 2; len = 486; orig: JAKUHH010000054.1 Mycocentrospora 

acerina isolate HS17-4 scaffold62, whole genome shotgun sequence. 

Actattatacgtgtatactatacctgtaacgacgcaggttataagagagtgatccgaatggggtctgaagtgtccactactaggcatatgggagtgc

taggactagagggtaaaccaaagatactattctctacacctataggtcttgtacaaaaggatacagaaaaactactctacaaagctacacagactgc

cccccttatatatcccttcctagggttactatctaaggcaagtacaaatcaggtagctattagataggtgttagttgactcaggggtaataataggatgt

gacgttgtaaatGT.  

2 >KEC no. 9; len = 223; orig: KEC no. 21; len = 614; orig: JAKUHH010000037.1 Mycocentrospora 

acerina isolate HS17-4 scaffold46, whole genome shotgun sequence. 

tgcctttttcagcgcgtctgctctgacgcctgcggcatcaatatcccatcagatatcatcttaacacacatcagacagtctctcctccaatttctagagc

cctagggcctagggtggtagtttgcagctaggttgcaatcctgcaattttgcaacgttgatttttCAACGTTCAACGCTCggaccatgac

tacaccagaacgtcaagaggctagaaatagccc.  

3 >KEC no. 4; len = 267; orig: KEC no. 6; len = 539; orig: JAKUHH010000057.1 Mycocentrospora 

acerina isolate HS17-4 scaffold65, whole genome shotgun sequence.  

attaagtacataaacagcaatgcatctaataaagtagagctctagagaagagactttagcaaatttaaggaacacgcttacaaggtgtttagacttgct

aacaaagcaactactgctagtagatctatctagatACTTAGGCAAActtactctgctgctaaatatgctacaaccTTTTAGTAGTA

CGCattacttatagactaagacaacaaagcacttataactatgttctgctaaggacttaagcctaaagttaaggaagaactt.  

4 >KEC no. 1; len = 330; orig: KEC no. 3; len = 338; orig: JAKUHH010000018.1 Mycocentrospora 

acerina isolate HS17-4 scaffold27, whole genome shotgun sequence. 

ttaaaaatcaggtggttgaggtctatttctagtgttagcaggggggctatttctagcctcttgacgttctggtgtagtcatggtccGAGCGTTAA

ACGTTGaaaaatcaacgttgcaaaattgcaggattgcaacctagctgcaaaccaccaccctaggccctagggctctagaaattggaggaga

gactgtctgatgtgtgttgagatgatatctgatggaatattgatgccgcaggcgtcagaacagacgcgctgaaaaaaggcaaagttggtgttgtaac

tgctccttactaaagggcttagcctgtacaatcctttagttaaggga.  

5 >KEC no. 8; len = 296; orig: KEC no. 22; len = 570; orig: JAKUHH010000010.1 Mycocentrospora 

acerina isolate HS17-4 scaffold19, whole genome shotgun sequence. 

Ataaagagggcagtctgtgtagctttgtagagtagtttttctgtatccttttgtacaagacctataagtgtagagaatagtatctttagtttaccctctagt

cctagcactcctatatgcctagtagtagacacttcagaccctattcggatcactctcttataacctgcgtcgttacagtgtccactacgaggcatatgg

gagtgctgggactagagggtatactaaagatactattctctacacctataggtcttgtacaaaaggatacagaaaaactacttgtTTAAACTA

CA. 

6 >KEC no. 1; len = 473; orig: KEC no. 63; len = 499; orig: JAKUHH010000064.1 Mycocentrospora 

acerina isolate HS17-4 scaffold58, whole genome shotgun sequence. 

Acaacagggggctagcaatagcctacaaacaacgtgcaacaggggcctagcaataggcctctgcaacgcgcaacagggggctaccaacagg

ccacgacaacgtgcaacaggggcctagcaataggcctctgcaacgcgcaacagggggctagcaatagcctacaacaacgagcaacagaggc

ctagcaacaggcctctacaacacacaaaaacaacaaatagcaacagcctagatagctgcctgctgcaggagacttgacctaaaggcctactaca

acgaaatagacctgctttagaatgacctattgttagcaagccacgtagtaagagcactactactgttttactaggcttctagggctctagaataagaga

gcttagcctaggaggaaaaacagcgccttatagactaacgtctgcataggcattattgtatttagtctagctagttagatagattaatgcaatataaa.  

7 >KEC no. 1; len = 452; orig: KEC no. 8; len = 961; orig: JAKUHH010000064.1 Mycocentrospora 

acerina isolate HS17-4 scaffold58, whole genome shotgun sequence. 

ggtagtactaaaagcagtacactgcttactaaactcctttataACTAGCATCTCTGGCtaccaacaggccacgacaatgtgcaacagg

ggcctagcaataggcctttgcaacgcgcaacagggggctagcaatagcctgcaaacaacgtgcaacaggggcctagcaacaggcctctacaac

acacaaaaacaacaaatagcaacagcctagacagctgcctgctgcaggagccttgacctaaaggcctactacaacgaaatagacctgctagaG

AAATAAACTATTGTTAGAaagccacgtagtgagaacactactactgttttactaggcttctagggctctagaataagagagcttagc

ctaggaggaaaaacagcgcctcatagactaacatctgcataggcattattgtatttagtctagctagttagatagattaatgcaatataaa.  
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8 >KEC no. 1; len = 930; orig: KEC no. 92; len = 930; orig: JAKUHH010000068.1 Mycocentrospora 

acerina isolate HS17-4 scaffold39, whole genome shotgun sequence. 

Aggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcg

ctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgac

agcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggtt

cgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcg

acagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcag

gttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgcttt

cgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagc

aggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgc

tttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcaacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttcaacagcaggttcgctttcgacag

caggttcgctttcgacagcaggttcgctttcgacagcaggttcgctttc. 

9 >KEC no. 21; len = 494; orig: KEC no. 77; len = 1673; orig: JAKUHH010000094. 1 

Mycocentrospora acerina isolate HS17-4 scaffold68, whole genome shotgun sequence. 

Agagcatgttttagtagctgcaacgtgttgcaaatacctaagcacctgctcttacattgtaaacactacaatctagagagaaaacagatgcagaaag

agataggcaggctaacattagctgctatctttaacactaaaacaggacaaacagcactgcttaaatttctgcaaaaaacagaaatagcaacagctag

gtagctgctagctgcaggagctctagactagaagatattacaatgtacaacaggggcctagcaacaggcctcagcaacgcgcaacagggggct

agcaatagcctgcaaacaatgtgcaacaggggcctagcaataggcctctgcaacgtgcaacagggggctagcaatagcctgcaaacaacgtgc

aacaggggcctagcaagaggcctctacaacacacaaaaacaacaaatagcaacagcctagacagctgcctgctgcaggagccttaacctaaag

gcctactacaacaaaatagac. 

10 >KEC no. 3; len = 703; orig: KEC no. 13; len = 814; orig: JAKUHH010000042.1 Mycocentrospora 

acerina isolate HS17-4 scaffold49, whole genome shotgun sequence. 

Aaagcattttctagagcaataggcaaagacaaaaaaggagcatgttttggtagttgcaacgcgttgcaaacacctaagcacctgctcttacattgta

aacactataatctagagagaaaacagatgcagaaagagataggcagactaacattagctgctatctttaacactaaagcagggcaaaaagcactg

cttaagtttctgcaaaaaacagaaatagcaacagctaggtggctgctagctgcaggagctctagactagaagatattacaatgtgcaacaggggcc

tagcaacaggcctctgcaacgcgcaacagggggctagcaatagcctacaaacaacgtgcaacaggggcctagcaataggcctctgcaacgcg

caacagggggctagcaatagcctgcaaacaacgtgcaacaggggcctagcaacaggcctctgcaacgcgcaacagggggccaccaacagg

ccacaacgacaacgtgcaacaggggcctagcaataggcctctgcaacgcgcaacagggggctagcaatagcctgcaaacaacgtgcaacag

gggcctagcaacaggcctctgcaacacacaaaaacaacaaatagcaacagcctagacagctgcctgctgcaggagccttgacctaaaggccta

ctacaacgaaatagacctgctgtagaaataacctattgttagcaagccg. 

 

Primer design 

The primers were designed by PrimerExplorer V5 software (Eiken Chemical Co.).Шwith default 
settings optimized for species-specific detection. To ensure specificity, the candidate primer 

pairs were screened in silico using BLASTn against the NCBI nucleotide database (whole 

genome shotgun contigs), excluding pairs that potentially cross-reacted with other fungi (Table 

3). 

Table 3. Designed primers using software  

Name of Primer Sequence (5ô-3ô) Reference 

MA_1a_F3 AAGAGAGTGATCCGAATGG 

In this study 
MA_1a_B3 CACCTATCTAATAGCTACCTGAT 

MA_3d_F3 GCTCTAGAGAAGAGACTTTAGC 

MA_3d_B3 TTCTTCCTTAACTTTAGGCTTAA 

F3 GCCTGTTCGAGCGTCATT 
(Lan et al. 2022) 

B3 TCAGCGGGTATCCCTACC 

 

PCR assay conditions and gel electrophoresis 

PCR amplification reactions were carried out in a final volume of 25 ɛL, consisting of 12.5 ɛL 

OneTaqÈ Quick-LoadÈ 2Ĭ Master Mix, 1 ɛL of forward primer and 1 ɛL of reverse primer (all 

three primer sets) 9.5 ɛL nuclease-free water, and 1 ɛL template DNA (Table 3). The PCR was 
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performed using thermocycler II (Biometra T advanced, with initial temperature denaturation 

of 94oC for 5 min, followed by 35 cycles of 94oC for 60 sec denaturation, 57oC for 60 sec 

annealing, and 68oC for 30sec, with final extension at 68oC for 5 min. The amplification of the 

PCR products was separated on 2% agarose gel in TBE (Tris-borate-EDTA) buffer, and 100 

base pair DNA ladder (New England Biolabs). The PCR product visualized under UV 

illumination using the InGenius3 imaging system (Syngene) and integrated with GeneSys 

software. 

Results 

Whole-genome sequence information of M acerina was screened ten candidate regions suitable 

for primer development. Multiple primer sets were initially generated and evaluated. However, 

only two newly designed primer sets met the required stability and target-specificity for the 

detection of M. acerina. The first primer set (MA_1a_F3/MA_1a_B3) produced a clear and 

reproducible amplification product of DNA fragment at 222 bp, confirming successful targeting 

of the selected genomic region. The second primer set MA_3d_F3/MA_3d_B3 amplified the 

expected fragment at 226 bp in M. acerina isolates (Table 2; ID No. 1 and No. 3). This 

amplification pattern is consistent with the predicted target region and supports the specificity 

of the primer set. Furthermore, a third primer set previously reported in the literature (F3 and 

B3) was included as a reference control and it produced fragment of M. acerina but it also 

amplified the DNA of other pathogens. These results confirm that MA_1a and MA_3d are 

suitable for the specific molecular detection of M. acerina, providing a strong diagnostic signal 

demonstrating selective amplification among genetically distinct isolates. In addition, our two 

new primers managed to specifically amplify only M. acerina on PCR and agarose gel 

electrophoresis with the positive (+) detection DNA fragment as seen in table 1, ID No 17, 

Isolate code 1202, while all other remained eighteen pathogens in the experiment were not 

detected and had a negative (-) amplification (Table 1). However, the third primer set (F3 and 

B3) although it amplified the target region for M. acerina DNA fragment with a positive (+) 

detection, but it also amplified other fungi species such as Fusarium solani- ID No. 9, Isolate 

code 2967, Cercospora beticola ID No. 19, Isolate code 62107 and Stemphylium vesicarium ID 

No. 16, Isolate code 63046 among others with positive (+) detection (Table 1).  

 

Discussion 
Symptoms of M. acerina diseases, such as round leafspot (Ascomycota) can easily be confused 

with other Phytophthora diseases like leaf blight (Oomycota) since they share similar symptoms 

in their early stages of infection among the infected plants, while the control measures are 

different from each other. Therefore, specific identification and early detection of M. acerina 

diseases is very important for proper and timely management and control of the diseases (Lan 

et al., 2022). 

F3/ B3 were used as outer primers for the detection of M. acerina in different method LAMP. 

Although it is not possible to compare PCR and LAMP, specificity testing can serve as a starting 

test for different hosts. In addition, specificity for Alternaria brassicicola, Fusarium 

incarnatum, F. avenaceum, Gliomastix cerealis, Stratibotrys rhabdospora, Thielaviopsis 

thielavioides, Verticillium sp., Stemphylium vesicarium, Sclerotinia sclerotiorum and 

Cercospora beticola is tested in our PCR. Most of these fungi showed positive results and 

therefore F3/B3 in PCR are not applicable in our conditions. (Lan et al., 2022). Our two new 

primer sets were specifically and only detected M. acerina. 

Compared to traditional phenotypic and microbiological methods, PCR significantly reduces 

identification time and increases accuracy, eliminating the need for culture and morphological 

analysis which can be slow and error-prone (Fang & Ramasamy, 2015; Gomez-Gutierrez & 
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Goodwin, 2022; Wang et al., 2023; N®meth & Kov§cs, 2025). While loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP) offers potential for field-deployable diagnostics, this study focused 

entirely on the development of laboratory-based PCR primers. The designed primers 

demonstrated strong sensitivity in specific identification and detection of M. acerina DNA at 

low template concentrations. Building on this molecular foundation, studies have shown that 

primers optimized for PCR can often be adapted for LAMP with further sequence targets (Lan 

et al., 2022; Khan et al., 2018). Therefore, our validated PCR primer sets represent a promising 

step toward a faster and more robust diagnostic for M. acerina, specific identification, 

contributing to improved pathogen management in vegetables and other crops. 

Conclusions 

In this study, we designed and validated two novel PCR primer sets MA_1a_F3/MA_1a_B3 

and MA_3d_F3/MA_3d_B3 targeting M. acerina with high specificity and sensitivity. 

However, to enhance applicability under field conditions, future research can focus on adapting 

these primers into isothermal platforms such as LAMP, along with other additional molecular 

studies aimed at detection and surveillance of this pathogen. 
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Vliv vybranĨch kmenŢ prospŊġnĨch bakteri² na Dickeya solani, zpŢsobuj²c² 

mŊkkou hnilobu hl²z bramboru, v podm²nk§ch in vivo 

The effect of selected strains of beneficial bacteria on Dickeya solani, the causal 

agent of potato soft rot, under in vivo conditions 

Kmoch M.ĭ, Loubov§ V.1, Demnerov§ K.Į, SĨkorov§ H.Į, J²lkov§ B.3 

ĭVĨzkumnĨ ¼stav brambor§ŚskĨ Havl²ļkŢv Brod, s.r.o., Į Vysok§ ġkola chemicko-

technologick§ v Praze, 3Mendelova univerzita v BrnŊ 

 

Abstrakt  
Bakterie rodu Pectobacterium a Dickeya jsou dŢleģitĨmi fytopatogeny bramboru, proti kterĨm je 

obt²ģn§ ochrana. Biologick§ ochrana pomoc² antagonistickĨch bakteri² by mohla pŚedstavovat slibnou 

alternativu k integrovan® ochranŊ. C²lem experimentŢ bylo zjiġtŊn² ¼ļinnosti vybranĨch prospŊġnĨch 

bakteri² z rodu Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Rhodococcus a Lactiplantibacillus na patogenn² 

bakterii Dickeya solani, pŢvodce mŊkk® hniloby hl²z a ļern§n² stonkŢ bramboru, pomoc² in vivo 

experimentŢ na pl§tc²ch hl²z bramboru. U vġech testovanĨch kmenŢ bakteri² byla zjiġtŊna antagonistick§ 

aktivita na D. solani. Mezi kmeny bakteri² byly ale zjiġtŊny vĨznamn® rozd²ly v ¼ļinnosti na patogen 

D. solani, kter§ se pohybovala v rozmez² 1,92-87,08 %. Nejvyġġ² ¼ļinnost (61,08-87,08 %) byla 

prok§z§na u Pseudomonas fluorescens (CCM 4795 a CCM 7140) a Serratia plymuthica (CCM 3417). 

Vybran® kmeny prospŊġnĨch bakteri² maj² potenci§l pro vyuģit² v biologick® ochranŊ bramboru pŚed 

patogenem D. solani.  

Kl²ļov§ slova: Brambory, pektinolytick® bakterie, biologick§ ochrana. 

 

Abstract 
Bacteria of the genera Pectobacterium and Dickeya are important plant pathogens of potato, against 

which protection is difficult. Biological protection using antagonistic bacteria could be a promising 

alternative to integrated protection. The aim of the experiments was to determine the efficacy of selected 

beneficial bacteria of the genera Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Rhodococcus and Lactiplantibacillus 

against the pathogenic bacteria Dickeya solani, the causal agent of potato soft rot and blackleg, using in 

vivo experiments on potato tuber slices. All tested bacterial strains showed an antagonistic activity 

against D. solani. However, significant differences in efficacy against D. solani were found among 

bacterial strains, ranging between 1.92 and 87.08 %. The highest efficacy (61.08-87.08 %) was recorded 

for Pseudomonas fluroescens (CCM 4795 and CCM 7140) and Serratia plymuthica (CCM 3417). The 

selected strains of beneficial bacteria have the potential for use in biological control of D. solani in 

potatoes.  

Keywords: Potatoes, pectinolytic bacteria, biocontrol.  
 

Đvod 

Pektinolytick® bakterie rodu Pectobacterium a Dickeya jsou fytopatogeny zodpovŊdn® za 

nŊkolik chorob u ġirok® ġk§ly plodin a okrasnĨch rostlin (P®rombelon, 1992; Toth et al., 2011). 

Ġkody zpŢsoben® tŊmito patogeny zŢst§vaj² v mnoha zem²ch svŊta dŢleģitĨm probl®mem. V 

EvropŊ patŚ² mezi hlavn² pektinolytick® patogeny na bramboru Pectobacterium atrosepticum, 

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Dickeya dianthicola a Dickeya solani (van 

der Wolf et al., 2014). ZpŢsobuj² mŊkkou hnilobu hl²z a bakteri§ln² ļern§n² stonku bramboru 

(tzv. ļernou nohu) (Golanowska & Ğojkowska, 2016; P®rombelon, 2002). Mohou bĨt pŚ²ļinou 

znaļnĨch ekonomickĨch ztr§t d²ky sniģov§n² kvality konzumn²ch hl²z a vyŚazov§n² brambor 

bŊhem certifikace sadby (T·th et al., 2011). Produkuj² charakteristick® extracelul§rn² 

pektinolytick® enzymy, kter® zpŢsobuj² maceraci pletiv (Adriaenssens et al., 2012; Czajkowski 

et al., 2011). Bakterie rodu Dickeya mohou sn²ģit vĨnos hl²z brambor aģ o 25 % (Day et al., 

2017). Druh D. solani byl pops§n jiģ v roce 2009 (Sğawiak et al., 2009), ale jako novĨ druh byl 

zaveden aģ v roce 2014 (van der Wolf et al., 2014). PŚen§ġ² se pŚev§ģnŊ infikovanĨmi hl²zami 
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bramboru (Toth et al., 2011) a pŚ²padnŊ z§vlahovou vodou (Parkinson et al., 2015). Ve srovn§n² 

s jinĨmi druhy rodu Dickeya je D. solani pro rostliny bramboru vysoce patogenn² (Czajkowski 

et al., 2013) a m§ vyġġ² schopnost kolonizovat koŚeny rostlin bramboru a ġ²Śit se pŚes c®vn² 

syst®m rostliny (Czajkowski et al., 2010).  

Ochrana bramboru pŚed pektinolytickĨmi bakteriemi je obt²ģn§ kvŢli nedostatku rezistence u 

komerļn²ch odrŢd bramboru a absenci ¼ļinnĨch l§tek (Czajkowski et al., 2011). DŢleģitou roli 

hraj² preventivn² opatŚen² (Rasocha et al., 2008), zahrnuj²c² pouģ²v§n² certifikovanĨch 

sadbovĨch hl²z prostĨch Pectobacterium spp. a Dickeya spp., hygienick§ opatŚen² k zabr§nŊn² 

zavleļen² a ġ²Śen² bakteri², zamezen² mechanick®ho poġkozen² hl²z a zabr§nŊn² navlhnut² hl²z 

pŚi skladov§n² (Czajkowski et al., 2010; P®rombelon, 1992). Biologick§ ochrana zaloģen§ na 

pouģit² antagonistickĨch mikroorganismŢ je potenci§lnŊ slibnou alternativou nebo doplŔkem 

integrovan® ochrany bramboru, kter§ mŢģe vĨznamnŊ sn²ģit negativn² dopad pesticidŢ na 

ģivotn² prostŚed² (Lodewyckx et al., 2002; Lahlali et al., 2022). Antagonist® ovlivŔuj² populace 

patogenŢ pŚ²mo nebo prostŚednictv²m antibi·zy, konkurence o ģiviny nebo indukce syst®mov® 

rezistence rostlin (Howarth, 2003). Mezi biologickĨmi agens dominuj² bakterie s 90 % (Yuliar 

a Toyota, 2015), pŚiļemģ nejv²ce vyuģ²vanĨmi jsou kmeny z rodŢ Bacillus, Agrobacterium a 

Pseudomonas (Fravel, 2005). KromŊ sv®ho antibiotick®ho potenci§lu mohou antagonistick® 

bakterie, kter® zauj²maj² stejnou niku, zabr§nit kolonizaci hl²z druhy Pectobacterium spp. a 

Dickeya spp. a n§slednŊ rozvoji symptomŢ mŊkk® hniloby. NŊkter® z tŊchto antagonistickĨch 

bakteri² jsou endofyty schopn® systematicky kolonizovat rostliny (Lodewyckx et al., 2002).  

C²lem experimentŢ bylo zjiġtŊn² ¼ļinnosti vybranĨch uģiteļnĨch antagonistickĨch bakteri² 

z rodu Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Rhodococcus a Lactiplantibacillus na patogenn² 

bakterii Dickeya solani, pŢvodce mŊkk® hniloby hl²z a ļern§n² stonkŢ bramboru, pomoc² in 

vivo experimentŢ na pl§tc²ch hl²z bramboru. Problematika je dŢleģit§ mimo jin® pro vĨvoj 

novĨch biopesticidŢ vyuģitelnĨch v biologick® ochranŊ bramboru pŚed pektinolytickĨmi 

bakteriemi.  

 

Materi§l a metody 

Pro experimenty byly vybr§ny kmeny prospŊġnĨch bakteri² z Ļesk® sb²rky mikroorganismŢ 

(Masarykova univerzita, Brno) s potenci§ln² antimikrobi§ln² aktivitou uveden® v Tab. 1. 

Patogenn² bakterie D. solani (kmen CPPB-050 vykazuj²c² vĨznamnou pektinolytickou aktivitu) 

poch§zela ze Sb²rky fytopatogenn²ch a zemŊdŊlsky prospŊġnĨch bakteri² (CARC v.v.i., Praha) 

a byla izolov§na z lenticel odrŢdy bramboru 'Laura' (Ļeskomoravsk§ vrchovina, Ļesk§ 

republika). 

Pro zjiġtŊn² ¼ļinnosti vybranĨch prospŊġnĨch kmenŢ bakteri² na patogen D. solani byly pouģity 

in vivo testy na pl§tc²ch hl²z bramboru. Zdrav® hl²zy odrŢdy 'Red Anna' (ļesk§ odrŢda citliv§ 

na infekci pektinolytickĨmi bakteriemi) byly omyty pod tekouc² vodou pro odstranŊn² 

ulp²vaj²c²ch zbytkŢ pŢdy, dezinfikov§ny v 1% roztoku NaClO (Unilever, Bohum²n, Ļesk§ 

republika) po dobu 15 min, n§slednŊ opl§chnuty ve steriln² vodŊ a osuġeny na vzduchu pŚi 

pokojov® teplotŊ pŚes noc.  

Kmeny bakteri² byly uchov§v§ny ve 45% glycerolu v hlubokomrazic²m boxu (- 80 ÁC). 

Bakterie byly pŚed testy naneseny na Petriho misky (90 mm) s Kingôs Medium B Base 

(HiMedia, Mumbai, India) a inkubov§ny po dobu 48 hodin pŚi teplotŊ 22 Ñ 1 ÁC. Bakterie byly 

pot® z tŊchto ploten seġkr§bnuty a suspendov§ny steriln² destilovanou vodou na koncentraci 1,5 

Ĭ 108 CFU/ml. Koncentrace bakteri² v roztoku byla zkontrolov§na pomoc² McFarland 

denzitometru DEN-1 Photometer (Biosan, Latvia, Riga). Antagonistick§ aktivita prospŊġnĨch 

bakteri² byla zjiġtŊna dle upraven® metody Hadizadeh et al. (2019). Dezinfikovan® hl²zy 

brambor nakr§jeny na pl§tky 10 mm siln®. Do stŚedu pl§tkŢ hl²z byly vytvoŚeny jamky (prŢmŊr 

6 mm, hlubok® 3 mm) pomoc² steriln²ho korkovrtu a skalpelu. Pl§tky hl²z byly vyrovn§ny do 

steriln²ch uzav²ratelnĨch boxŢ z PVC o objemu 25 l na filtraļn² pap²r nasycenĨ 150 ml 
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destilovan® vody. Na jednu variantu pokusu bylo pouģito 21 pl§tkŢ brambor z 21 rŢznĨch hl²z. 

Do jamek pl§tkŢ hl²z bylo nejprve pomoc² pipety naneseno 15 ɛl suspenze prospŊġn®ho kmenu 

bakterie o koncentraci 1,5 Ĭ 108 CFU/ml. Pl§tky byly ponech§ny po dobu 2 h pŚi teplotŊ 22 Ñ 

1 ÁC ÁC, aby roztok bakteri² mohl dobŚe difundovat do pletiv. Do jamek pl§tkŢ hl²z byla potom 

nanesena bakteri§ln² suspenze D. solani (15 ɛl) o koncentraci 1,5 Ĭ 108 CFU/ml. Jako pozitivn² 

kontrola slouģila varianta bez oġetŚen² pl§tkŢ hl²z prospŊġnĨmi kmeny bakteri² (pouze inokulace 

suspenz² pektinolytick® bakterie D. solani, kmen CPPB-050). Jako negativn² kontroly byly 

pouģity varianty s aplikac² roztoku prospŊġnĨch bakteri² a steriln² destilovan® vody. Od kaģd® 

varianty pokusu byla provedena tŚi opakov§n² pro statistick® vyhodnocen². Potom byly boxy 

uzavŚeny a uloģeny pŚi teplotŊ 22 Ñ 1 ÁC do tmy. Po pŊti dnech inkubace bylo provedeno 

vyhodnocen² pokusu. Pro tento ¼ļel byly pl§tky hl²z na jednotlivĨch variant§ch pokusu 

vyfotografov§ny fotoapar§tem Olympus TG-6 (Olympus, Tokyo, Japan) a n§slednŊ bylo 

provedeno vyhodnocen² rozsahu infekce hl²z (plocha macerace v mm2) pomoc² softwaru 

ImageJ 1.53e (Maryland, USA, https://imagej.net/software/imagej/) a byla vypoļ²t§na ¼ļinnost 

bioagens na D. solani porovn§n²m s pozitivn² kontrolou. 

Statistick® vyhodnocen² experimentŢ bylo provedeno pomoc² analĨzy rozptylu (jednofaktorov§ 

ANOVA) a Tukey-HSD testu (Ŭ = 0,01; program STATISTICA 7, StatSoft, Inc., USA), kde 

byla porovn§na ¼ļinnost prospŊġnĨch kmenŢ bakteri² na D. solani.  

 

Tab. 1 PŚehled testovanĨch kmenŢ prospŊġnĨch bakteri² 

Ļ²slo 

kmenu 
VŊdeckĨ n§zev kmenu PŢvod 

CCM 3627 
Lactiplantibacillus plantarum (Orla-Jensen 1919) 

Zheng et al. 2020 
Ovļ² ml®ko 

CCM 2722 Bacillus subtilis (Ehrenberg 1835) Cohn 1872 Pġeniļn® otruby 

CCM 640 
Serratia plymuthica (Lehmann & Neumann 1896) 

Breed et al. 1948 
Voda  

CCM 4827 Pseudomonas putida (Trevisan 1889) Migula 1895 PŢda 

CCM 7140 Pseudomonas fluorescens Migula 1895 Jeskynn² voda 

CCM 2597 
Rhodococcus erythropolis (Gray & Thornton 1928) 

Goodfellow and Alderson 1979 
PŢda 

CCM 4797 Pseudomonas putida (Trevisan 1889) Migula 1895 
Sediment odpadn² 

vody 

CCM 2267 Bacillus subtilis (Ehrenberg 1835) Cohn 1872 - 

CCM 4795 Pseudomonas fluorescens Migula 1895 Kal 

CCM 2794 Bacillus subtilis (Ehrenberg 1835) Cohn 1872 PŢda 

CCM 7451 
Rhodococcus erythropolis (Gray & Thornton 1928) 

Goodfellow and Alderson 1979 
Kal 

CCM 3417 
Serratia plymuthica (Lehmann & Neumann 1896) 

Breed et al. 1948 
Voda 

CCM 2769 
Rhodococcus erythropolis (Gray & Thornton 1928) 

Goodfellow a Alderson 1979 
PŢda 

CCM 4446 
Rhodococcus erythropolis (Gray & Thornton 1928) 

Goodfellow & Alderson 1979 
PŢda 

 

VĨsledky a diskuze 

Pomoc² in vivo experimentŢ na pl§tc²ch hl²z bramboru byla zjiġtŊna ¼ļinnost vybranĨch 

bakteri§ln²ch kmenŢ na rŢst patogenu Dickeya solani, pŢvodce mŊkk® hniloby hl²z a ļern§n² 

stonkŢ bramboru. U vġech testovanĨch kmenŢ bakteri² byla zjiġtŊna antagonistick§ aktivita na 

D. solani. Mezi kmeny bakteri² byly ale zjiġtŊny vĨznamn® rozd²ly v ¼ļinnosti na patogen D. 



¨ǊƻŘŀ 12/2025, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

164 

 

 

solani (obr. 1 a 2), kter§ se pohybovala v rozmez² 1,92-87,08 %. Nejvyġġ² ¼ļinnost byla 

prok§z§na u Pseudomonas fluorescens (CCM 4795 a CCM 7140) a Serratia plymuthica (CCM 

3417). Đļinnost u tŊchto kmenŢ se pohybovala mezi 61,08-87,08 %.  

ZjiġŠov§n²m antimikrobi§ln² aktivity rŢznĨch mikroorganismŢ na pektinolytick® bakterie 

bramboru se zabĨvala Śada autorŢ, kteŚ² zjistili pomoc² in vitro a in vivo experimentŢ rŢznou 

¼ļinnost. Podle Chin-A-Woeng et al. (2003) jsou druhy rodu Pseudomonas obzvl§ġtŊ vhodn® 

pro biologickou ochranu, protoģe jako zdroj ģivin mohou vyuģ²vat mnoho exsud§tŢ, jsou hojnŊ 

pŚ²tomny v pŢdŊ, zejm®na v rhizosf®Śe, maj² vysokou rychlost rŢstu, mohou pŚ²mo podporovat 

rŢst rostlin, maj² schopnost ovlivŔovat patogeny Śadou mechanismŢ. Produkuj² Śadu 

sekund§rn²ch antibakteri§ln²ch metabolitŢ (Weller, 1988). Bakterie Pseudomonas spp. 

aplikovan® na hl²zy dok§zaly sn²ģit populace bakteri² zpŢsobuj²c²ch ļernou nohu a mŊkkou 

hnilobu brambor na koŚenech brambor a hl²z§ch (Kloepper, 1983). RovnŊģ dok§zaly 

kontrolovat mŊkkou hnilobu bramboru, pokud byly aplikov§ny jako bakteri§ln² suspenze pŚ²mo 

na periderm hl²zy (Colyer & Mount, 1984). Moģnost biologick® ochrany bramboru pŚed 

pektinolytickĨmi bakteriemi pomoc² Pseudomonas fluorescens ¼spŊġnŊ prok§zali ve studi²ch 

in vitro Kastelein et al. (1999) a Krzyzanowska et al. (2012). 

 

 
Obr. 1 Porovn§n² ¼ļinnosti kmenŢ prospŊġnĨch bakteri² na patogen D. solani na pl§tc²ch hl²z 

 

Pozitivn² vĨsledky proti pektinolytickĨm bakteri²m bramboru byly zjiġtŊny u kmenŢ z rodŢ 

Pseudomonas, Bacillus, Serratia, Lactobacillus, Lactococcus, Delftia, Ochrobactrum a 

Rhodococcus (Czajkowski et al., 2011; Diallo et al., 2011; Jafra et al., 2006). Algeblawi & 

Adam (2013) zjistil ¼ļinnost bakteri² Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Bacillus 

licheniformis, Bacillus thuringiensis a Pantoea aglomerans proti bakteri§ln²m patogenŢm 

zpŢsobuj²c²m mŊkkou hnilobu hl²z bramboru. Zhao et al. (2013) prok§zal ve sv® studii vliv 

Bacillus amyloliquefaciens na P. carotovorum. Doolotkeldieva et al. (2016) prok§zali ¼ļinnost 

druhŢ rodu Streptomyces na potlaļov§n² P. carotovorum. Azaiez et al. (2018) zjistil 

antagonistickou aktivitu Bacillus amyloliquefacies na P. carotovorum. Ochranou bramboru 

proti pektinolytickĨm bakteri²m se tak® zabĨval ve sv® pr§ci Lapidot et al. (2015), kterĨ 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































