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V§ģen® kolegynŊ, v§ģen² kolegov®,  

pŚ²spŊvky v t®to vŊdeck® pŚ²loze ļasopisu Đroda byly prezentov§ny na 26. roļn²ku mezin§rodn² 

konference Aktu§ln² poznatky v pŊstov§n², ġlechtŊn², ochranŊ rostlin a zpracov§n² produktŢ, 

kter§ se uskuteļnila ve dnech 15.ï16. 11. 2022 v BrnŊ. PoŚadatelem konference byly 

VĨzkumnĨ ¼stav p²cnin§ŚskĨ, spol. s r. o., Troubsko a jeho dceŚin§ spoleļnost ZemŊdŊlskĨ 

vĨzkum, spol. s r. o., Troubsko. VĨznamnĨmi spolupoŚadateli a partnery t®to akce jsou Ļesk§ 

akademie zemŊdŊlskĨch vŊd, Agr§rn² komora ĻR, Ļesk§ technologick§ platforma rostlinnĨch 

biotechnologi² ï Rostliny pro budoucnost a medi§ln²m partnerem je vydavatelstv² Profi Press. 

Jiģ v²ce neģ deset let se vģdy v prosincov®m ļ²sle ļasopisu Đroda ļten§Śi tohoto ļasopisu setkali 

s vŊdeckou pŚ²lohou ve formŊ CD. Letos poprv® nen² tato pŚ²loha vkl§d§na na CD disku, ale 

celĨ sborn²k bude moģn® naļ²st pŚes QR k·d. I toto je malĨ pŚ²klad postupuj²c² digitalizace 

v naġem ģivotŊ. Nicm®nŊ z§klad zŢst§v§ poŚ§d stejnĨ. Na konferenci vystoupili v ¼vodn² sekci 

kromŊ z§stupce hlavn²ho poŚadatele tak® reprezentanti Agr§rn² komory ĻR a Ministerstva 

zemŊdŊlstv². Konference byla dedikov§na k 200. vĨroļ² narozen² Gregora Johana Mendela. 

Tomuto vĨroļ² byly vŊnov§ny ¼vodn² dvŊ pŚedn§ġky. Vġechny pŚ²spŊvky t®to vŊdeck® pŚ²lohy 

byly recenzov§ny ļleny vŊdeck®ho vĨboru konference, za coģ jim patŚ² velk® podŊkov§n². 

Konference se kon§ v atmosf®Śe, kterou jsme si jeġtŊ pŚed rokem nedovedli ani pŚedstavit. 

V loŔsk®m roce jedn²m z hlavn²ch t®mat konference byl Green Deal a navazuj²c² evropsk® 

strategie, to vġe pod dojmem pandemie Covidu 19. Letos se zcela nutnŊ v diskuz²ch objev² 

aktu§ln² t®mata spojen§ s energetickou a v§leļnou kriz². Doufejme, ģe stejnŊ jako v dobŊ 

Covidu i nyn² bude zemŊdŊlstv² stabilizuj²c²m faktorem a bude schopn® fungovat i 

v ekonomicky nejist® dobŊ. Ve sborn²ku je publikov§na cel§ Śada pŚ²spŊvkŢ, kter® mohou 

rychlou aplikac² vĨsledkŢ pŚispŊt k zefektivnŊn² zemŊdŊlsk® produkce. Jsou to pŚedevġ²m nov® 

pŚ²stupy ve ġlechtŊn² rostlin, ġk§la novĨch poznatkŢ o moģnostech rychlejġ²ch selekc² materi§lŢ 

s novĨmi vlastnostmi pomoc² markerŢ. StejnŊ tak jsou zde pŚ²spŊvky zamŊŚen® do oblasti 

novĨch technologi² spojenĨch s jiģ uvedenou digitalizac² a modernizac² zemŊdŊlsk® produkce. 

VŊŚ²m, ģe kaģdĨ ļten§Ś si najde v ġirok®m spektru t®mat to, kter® ho nejv²ce zaj²m§. Autory 

jednotlivĨch pŚ²spŊvkŢ jsou pŚedn² ļeġt² odborn²ci coģ je jiģ samo o sobŊ garanc² kvality. 

OsobnŊ se domn²v§m, ģe bez novĨch inovativn²ch vstupŢ do vġech oblast² naġeho ģivota vļetnŊ 

zemŊdŊlsk® a potravin§Śsk® produkce se neobejdeme a jsou nezbytnĨm pŚedpokladem 

udrģitelnosti produkce. A v souļasn® dobŊ nejen udrģitelnosti, ale i zabezpeļen² potravinov® 

bezpeļnosti Ļesk® republiky. Nen² pochyb o tom, ģe produkce ļeskĨch potravin a surovin je na 

vysok® kvalitativn² ¼rovni a nyn² je tŚeba hledat postupy, kter® ji stabilizuj² a u nŊkterĨch 

komodit zvĨġ².  

V§ģen² ļten§Śi, autoŚi pŚ²spŊvkŢ i editoŚi tohoto sborn²ku budou vdŊļni za zpŊtnou vazbu, 

napiġte pros²m svŢj n§zor nejen na kvalitu vĨsledkŢ, ale i na tuto formu jejich transferu. To, ģe 

se tato pŚ²loha dostane k tis²cŢm ļten§ŚŢ ļasopisu Đroda je jednou z moģnost² efektivn²ho 

transferu vĨsledkŢ do praxe. Ale je to n§ġ n§zor a byli bychom r§di za zpŊtnou vazbu. Na z§vŊr 

si dovol²m podŊkovat vġem autorŢ, kteŚ² pŚispŊli svĨmi pŚ²spŊvky do tohoto sborn²ku, vġem 

ļlenŢm vŊdeck®ho vĨboru za recenzov§n². DŊkuji vġem za aktivn² ¼ļast na konferenci.   

 

Jan NedŊln²k 
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Charakterizace mrazov®ho poġkozen² u generativn²ch pupenŢ  

ovocnĨch dŚevin 

Characterization of frost damage in generative buds of fruit trees 

Bilavļ²k A.1, Bobrov§ O.2, Faltus M.1, Z§meļn²k J.1 

1VĨzkumnĨ ¼stav rostlinn® vĨroby, v.v.i., Praha 
2Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine NAS of Ukraine 

 

  

Abstrakt  

V souļasnĨch podm²nk§ch prob²haj²c² zmŊny klimatu doch§z² pŚi pŊstov§n² ovocnĨch dŚevin 

ke zvyġuj²c²m se n§rokŢm na odolnost jejich generativn²ch org§nŢ k jarn²m mraz²kŢm. V ĻR 

jsou ġlechtŊny nov® odrŢdy ovocnĨch dŚevin, u kterĨch je potŚeba stanovit odolnost jejich 

generativn²ch pupenŢ v ranĨch fenof§z²ch k mrazu. Pomoc² termickĨch metod diferenļn² 

skenovac² kalorimetrie a infraļerven® termografie byly charakterizov§ny termick® ud§losti v 

generativn²ch org§nech ve fenof§zi raġen² u vybranĨch odrŢd a perspektivn²ch genotypŢ 

meruŔky a tŚeġnŊ v prŢbŊhu jejich vystaven² mrazovĨm teplot§m. 

Kl²ļov§ slova: ovocn® stromy, termick§ analĨza, ledov§ krystalizace, poġkozen² mrazem, 

kvŊtn² pupeny 

 

 

Abstract 

In the current conditions of ongoing climate changes, when growing fruit trees, the demands on 

the resistance of their generative organs to spring frosts are increasing. In the Czech Republic, 

new varieties of fruit trees are bred. Thus, it is necessary to determine their frost resistance in 

the early phenophases. Using the thermal methods of differential scanning calorimetry and 

infrared thermography, the thermal processes in the generative organs during the early stage of 

sprouting phenophase of selected varieties and perspective genotypes of apricots and cherries 

were characterized during their exposure to frost. 

Key words: fruit trees, thermal analysis, ice crystallisation, frost damage, floral buds 

 

 

Đvod 

N²zk® teploty patŚ² mezi hlavn² faktory limituj²c² rozġ²Śen² a produktivitu rostlin. O pŚeģit² 

rostlin rozhoduje schopnost sn§ġet extr®mn² podm²nky prostŚed² bez poġkozen² ļi po nich 

regenerovat. PŚedevġ²m mrazov® poġkozov§n² je znaļnĨm ekonomickĨm probl®mem nejen 

v oblastech m²rn®ho p§su, ale zasahuje aģ do subtropŢ. PŢsoben²m n²zkĨch teplot doch§z² 

u rostlin k ledov® krystalizaci v jej²ch pletivech a org§nech. Pokud jsou rostlinn§ pletiva ve 

vegetaļn²m stavu, mŢģe bĨt jejich vystaven² teplot§m pod bod mrazu let§ln². D²ky ledov® 

krystalizaci v rostlinn®m pletivu mŢģe doj²t k jeho let§ln²mu poġkozen². Krystalizaci ledu je 

v rostlinnĨch org§nech a pletivech moģn® pozorovat pŚ²mo, napŚ. pomoc² magnetick® 

rezonance (Ishikawa a kol., 1997, Price a kol., 1997), ļi nepŚ²mo, n²zkoteplotn² elektronovou 

mikroskopi² (Ashworth 1990, Endoh a kol., 2014). V souvislosti s novŊ se rozv²jej²c²m oborem 

infraļerven® (IR) termografie je tato technika pouģ²v§na i pŚi sledov§n² mrazov®ho poġkozen² 

u rostlin (Wisniewski a kol., 1997, Fuller a Wisniewski, 1998, Hacker a Neuner, 2007, 

Wisniewski a kol., 2008, Livingston a kol., 2018). IR termografie je obor, kterĨ vyuģ²v§ 

bezkontaktn² sledov§n² teploty povrchu tŊles k vizualizaci teplotn²ch zmŊn vzorku v re§ln®m 

ļase. V z§pornĨch teplotn²ch hodnot§ch pŚibliģnŊ od -40 ÁC vĨġe. D²ky vhodn®mu software lze 

namŊŚen® termogramy vyhodnotit v ļasov® ose. PŚi vystaven² sledovan®ho materi§lu teplotn² 
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zmŊnŊ je u nŊj moģn® v ļase vizualizovat teplotn² odezvu v r§mci zmŊny teploty prostŚed². T²m 

je moģn® sledovat krystalizaci ledu a t§n² protoģe v tŊchto pŚ²padech doch§z² k tvorbŊ 

zaznamenateln®ho teplotn²ho rozd²lu mezi objektem a okol²m, kter® termokamera zobraz² a SW 

zaznamen§. Diferenļn² skenovac² kalorimetrie je termick§ metoda, kter§ se vyuģ²v§ pro 

kvantitativn² a kvalitativn² stanoven² tepelnŊ zabarvenĨch dŊjŢ ve vzorc²ch. PŚedevġ²m teplot 

(onsetu) krystalizace a t§n² a celkov®ho obsahu krystalizovan® vody ve vzorku. C²lem pr§ce 

bylo pomoc² termickĨch metod diferenļn² skenovac² kalorimetrie a infraļerven® termografie 

charakterizovat termick® ud§losti v generativn²ch org§nech ve fenof§zi raġen² pupenŢ 

vybranĨch odrŢd a perspektivn²ch genotypŢ meruŔky a tŚeġnŊ v prŢbŊhu jejich vystaven² 

mrazovĨm teplot§m. 

 

Materi§l a metody 

RostlinnĨ materi§l byl odeb²ranĨ v prŢbŊhu pŚedjarn²ho a jarn²ho obdob² ze sadŢ VĠĐO 

Holovousy. Byly pouģity pupeny z generativn²ch org§nŢ z jednoletĨch dormantn²ch vĨhonŢ 

tŚeġnŊ (Prunus avium (L.) L.) n§sleduj²c²ch odrŢd: 'Amid', 'Early Korvik', 'Jacinta', 'JustĨna', 

'Regina' a 'Kordia'. D§le byly pouģity pupeny z generativn²ch org§nŢ z jednoletĨch dormantn²ch 

vĨhonŢ meruŔky (Prunus armeniaca L. var. armeniaca) tŊchto odrŢd: 'Betinka', 'Candela', 

'Harcot', 'Harogem', 'Leskora' a 'Sophinka'. VĨbŊr byl proveden tak, aby byly zastoupeny 

produkļn² odrŢdy v ĻR (óKordiaô, óLeskoraô), odoln® Kanadsk® odrŢdy meruŔky ('Harcot', 

'Harogem') a perspektivn² ġlechtŊn² merunŊk ('Betinka', 'Candela' a 'Sophinka') a tŚeġn² ('Amid', 

'Jacinta', 'JustĨna', 'Early Korvik') z ĻR. Z pŚedchoz²ch zkuġenost² a experimentŢ, byla pro 

pokusy charakterizace mrazov®ho poġkozen² vybr§na fenof§ze vĨvoje generativn²ho pupene 

poļ§tku raġen² pupene. Pro kalorimetrick® mŊŚen² stanoven² ledov® krystalizace a celkov®ho 

mnoģstv² krystalick® vody byly pupeny temperov§ny pŚi 20 ÁC. MŊŚen² bylo prov§dŊno 

v diferenļn²m skenovac²m kalorimetru Q2000 (TA Instruments). Cel® dormantn² pupeny byly 

um²stŊny do hlin²kov® p§nviļky a vloģeny do DSC cely (20 ÁC). Termick® vlastnosti byly 

mŊŚeny v prŢbŊhu chlazen² ļi ohŚevu (10 ÁC min-1, vzorkovac² frekvence 0,2 s bod-1, promĨv§n² 

prŢtokem 33 ml min-1 dus²kem) a analyzov§ny pomoc² software TA Instruments Universal 

Analysis 2000. Obsah vody ve vzorc²ch byl stanoven gravimetricky a vyj§dŚen jako procentn² 

pod²l z celkov® hmotnosti vzorku. Pro vizualizaci prŢbŊhu ledov® krystalizace byly pouģity 

prŢmŊrnŊ 20 cm dlouh® jednolet® vĨhony s generativn²mi pupeny v celkov®m poļtu prŢmŊrnŊ 

20 jedincŢ. Materi§l byl um²stŊn na filtraļn² pap²r poloģenĨ na mŊdŊn® podloģce um²stŊn® 

v pultov®m mrazic²m boxu s poļ²taļem Ś²zenĨm regul§torem s poklesem teploty pŚibliģnŊ 0,5 

ÁC min-1. PŚesn§ teplota na mŊdŊn® podloģce byla kontrolnŊ zaznamen§v§na pomoc² digit§ln²ho 

teplomŊru. Po um²stŊn² rostlinn®ho materi§lu do mrazic²ho boxu bylo spuġtŊno infraļerven® 

sn²m§n² pomoc² stacion§rn² LWIR termovizn² kamery Workswell WIC 640 (rozliġen² 

640x512px, vzorkovac² frekvence 30 fps). Pomoc² SW Workswell CorePlayer Beta byl pot® 

vyhodnocen z§znam termokamery. NamŊŚen§ data, teploty krystalizace, byla pomoc² SW 

vizu§lnŊ odeļtena a zpracov§na pomoc² statistick®ho software Statistica 7.0 (StatSoft). 

 

 

VĨsledky 

U generativn²ch pupenŢ sledovanĨch odrŢd meruŔky a tŚeġnŊ byly zaznamen§ny v prŢbŊhu 

chlazen² exotermick® p²ky odpov²daj²c² krystalizaci vody v pletivech. V prŢbŊhu ohŚevu tato 

krystalick§ voda pŚech§zela do kapaln®ho skupenstv², coģ bylo na kŚivce ohŚevu detekov§no 

jako endotermn² p²k. Plocha p²ku odpov²dala pod²lu krystalick® vody v mŊŚenĨch vzorc²ch. 

Uk§zka termogramŢ generativn²ch pupenŢ v prŢbŊhu chlazen² a ohŚevu je u obou druhŢ, 

meruŔky 'Sophinka' a tŚeġnŊ 'Kordia', na obr 1. Na obr 2. A je zn§zornŊn obsah krystalizovan® 

vody v generativn²ch pupenech testovanĨch odrŢd meruŔky bŊhem chlazen² a ohŚevu a obsah 



¨ǊƻŘŀ 12/2022, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

11 

 

celkov®ho mnoģstv² vody v pupenech. V prŢbŊhu chlazen² vykazovala nejvyġġ² obsah 

krystalizovan® vody 53,6 % 'Betinka' a nejniģġ² 42,6 % 'Harogem'. V prŢbŊhu ohŚevu 

vykazovala nejvyġġ² obsah krystalizovan® vody 58,4 % 'Harcot' a nejniģġ² 45,3 % 'Harogem'. 

PrŢmŊrnĨ obsah krystalizovan® vody byl u testovanĨch odrŢd meruŔky v prŢbŊhu chlazen² 50,6 

% a v prŢbŊhu ohŚevu 54,9 %. Na obr 2. B je zn§zornŊn obsah krystalizovan® vody 

v generativn²ch pupenech testovanĨch odrŢd tŚeġnŊ bŊhem chlazen² a ohŚevu a obsah celkov®ho 

mnoģstv² vody v pupenech. V prŢbŊhu chlazen² vykazovala nejvyġġ² obsah krystalizovan® vody 

63,9 % 'Early Korvik' a nejniģġ² 47,2 % 'Regina'. V prŢbŊhu ohŚevu vykazovala nejvyġġ² obsah 

krystalizovan® vody 65,0 % 'Early Korvik' a nejniģġ² 51,0 % 'Regina'. PrŢmŊrnĨ obsah 

krystalizovan® vody byl u testovanĨch odrŢd meruŔky v prŢbŊhu chlazen² 55,2 % a v prŢbŊhu 

ohŚevu 58,0 %. Na obr 3 A je fotografie testovan®ho vĨhonu tŚeġnŊ 'Kordia', pro kterĨ je na obr 

3 B. termografickĨ sn²mek s teplotn²mi ¼daji onsetu krystalizace jednotlivĨch pupenŢ a v doln² 

ļ§sti, obr 3 C, je zn§zornŊn ļasovĨ teplotn² prŢbŊh jednotlivĨch pupenŢ oznaļenĨch na obr 3 

B. Ļern§ ļ§ra zn§zorŔuje prŢbŊh zmŊny teploty pozad². Ļ²sla na obr§zku ukazuj² teploty v 

rŢznĨch ļ§stech vĨhonu v dobŊ zaļ§tku krystalizace. Nejvyġġ² teplota krystalizace pupene byla 

namŊŚena -2,7 ÁC a nejniģġ² -3,6 ÁC. PrŢmŊrn§ teplota krystalizace u sledovanĨch pŊti pupenŢ 

na tomto vĨhonu byla -3,2 Ñ 0,38 ÁC. BŊhem krystalizace se teplota jednotlivĨch pupenŢ 

zvĨġila o 0,5 - 1,7 ÁC, na teplotu bodu mrznut².  

 

 

A 
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Obr. 1. DSC termogram generativn²ch pupenŢ meruŔky 'Sophinka' (A) a tŚeġnŊ 'Kordia' 

(B). V horn² ļ§sti kŚivky je vĨraznĨ p²k krystalizace bŊhem chlazen² a v doln² ļ§sti kŚivky 

je p²k t§n². Velikost plochy p²ku odpov²d§ krystalizovan® vodŊ v pupenu. Rychlost chlazen² 

a ohŚevu byla 10 ÁC min-1. 

 

 
Obr. 2. Obsah krystalizovan® vody v generativn²ch pupenech odrŢd meruŔky (A) a tŚeġnŊ (B) 

bŊhem chlazen² () a ohŚevu () a obsah celkov®ho mnoģstv² vody v pupenech ( ).  

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0

10

20

30

40

50

60

70

80

O
b

s
a

h
 v

o
d

y
 [
%

]

K
r
y
s
t
a
l
i
z
o
v
a
n
§
 
v
o
d
a

[%
]

OdrŢda

A

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0

10

20

30

40

50

60

70

80

O
b

s
a

h
 v

o
d

y
 [
%

]

K
r
y
s
t
a
l
i
z
o
v
a
n
§
 
v
o
d
a

[%
]

OdrŢda

2. d 

2. d 

2. 

c 

B 

B 



¨ǊƻŘŀ 12/2022, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

13 

 

 
Obr. 3. Charakterizace teplotn²ch zmŊn u generativn²ch pupenŢ tŚeġnŊ 'Kordia' (A), 

infraļervenĨ sn²mek krystalizaļn²ch procesŢ vĨhonu (B) a teplotn² zmŊny rŢznĨch bodŢ z§jmu 
(C, barevn® linie). Ļern§ ļ§ra zn§zorŔuje prŢbŊh zmŊny teploty pozad². Ļ²sla na obr§zku 

ukazuj² teploty v rŢznĨch ļ§stech vĨhonu v dobŊ zaļ§tku krystalizace (ÁC), bŊhem krystalizace 

se teplota zvĨġila o 0,5 - 1,7 ÁC. 
Diskuze 

Termick§ charakterizace rostlinnĨch pletiv a org§nŢ je pro posouzen² mrazov® odolnosti 

generativn²ch org§nŢ u ġirġ²ho spektra rŢznĨch genotypŢ ovocnĨch dŚevin nezbytnĨm 

pŚedpokladem. PŚedevġ²m teploty ledov® krystalizace jsou znakem, kterĨ koresponduje 

s poġkozen²m dan® struktury (Proebsting a Mills, 1978, Meng a kol., 2007). V pŚ²spŊvku jsou 

porovn§ny moģnosti vyuģit² diferenļn² skenovac² kalorimetrie a infraļerven® termografie 

k posouzen² termickĨch charakteristik pro vyuģit² posouzen² mrazov®ho poġkozen² 

generativn²ch org§nŢ rŢznĨch odrŢd meruŔky a tŚeġnŊ. Ze z§znamŢ diferenļn²ho skenovac²ho 

kalorimetru byla vyhodnocena teplota onsetu endotermn²ho p²ku pŚi ohŚevu a procentickĨ 

obsah krystalizovan® vody v prŢbŊhu chlazen² a ohŚevu. U vġech odrŢd obou druhŢ bylo 

dosaģeno vyġġ²ch hodnot obsahu krystalizovan® vody pŚi ohŚevu oproti chlazen². V prŢmŊru 

jsou hodnoty obsahu krystalizovan® vody bŊhem ohŚevu u meruŔky a tŚeġnŊ o 4,3 Ñ 1,05 ÁC 

a 2,1 Ñ 1,12 ÁC vyġġ² neģ hodnoty z²skan® pŚi chlazen². Vyġġ² hodnoty obsahu krystalizovan® 

vody v prŢbŊhu ohŚevu jsou d§ny t²m, ģe v pupenech doch§z² ke krystalizaci vody bŊhem 

dalġ²ho postupu mrazen² vzorku, pŚ²padnŊ v prŢbŊhu ohŚevu z ultran²zkĨch teplot, do kterĨch 

jsou z dŢvodŢ postupu mŊŚen² v diferenļn²m skenovac²m kalorimetru pupeny zmrazov§ny. 

U meruŔky vykazovala nejniģġ² hodnoty obsahu krystalizovan® vody odrŢda 'Harogem' 

(42,6 %), coģ byl oproti odrŢdŊ 'Betinka' o v²ce neģ o 10 % menġ² obsah krystalizovan® vody. 

Toto sn²ģen² odpov²dalo pŚedpokladu, protoģe odrŢda 'Harogem' je povaģov§na za mrazovŊ 

odolnŊjġ² odrŢdu d²ky sv®mu Kanadsk®mu pŢvodu. Naproti tomu u tŚeġn² byl dosaģen nejniģġ² 

obsah krystalizovan® vody u odrŢdy 'Regina', kter§ je obecnŊ povaģov§na za mrazovŊ odolnou 

a pŚekvapivŊ nejvyġġ² u odrŢdy 'Early Korvik' (o 14 % vyġġ² obsah krystalizovan® vody), kter§ 

je tak® povaģov§na za relativnŊ mrazuvzdornou. Tento vĨraznŊ vyġġ² obsah krystalizovan® 
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C 
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vody u mrazuodolnŊji hodnocen® odrŢdy 'Early Korvik' by mohl bĨt vysvŊtlen celkovŊ vyġġ²m 

obsahem vody v generativn²ch pupenech u t®to odrŢdy, byl ze vġech odrŢd tŚeġn² nejvyġġ² a mŊl 

hodnotu 80,3 %. Hodnoty ledov® krystalizace u generativn²ch pupenŢ tŚeġnŊ 'Kordia' byly 

prŢmŊrnŊ o 3,5 ÁC niģġ² neģ hodnoty zmŊŚen® pomoc² diferenļn²ho kalorimetru. Tento rozd²l 

je zpŢsoben rychlostmi mŊŚen², kdy pŚi vyġġ² rychlosti mrznut² doch§z² snadnŊji k podchlazen². 

PŚesto, ģe k podchlazen² u mŊŚen² pomoc² diferenļn²ho skenovac²ho kalorimetru doch§z², lze 

prov®st relativn² porovn§n² odrŢd a hodnoty obsahu krystalizovan® vody zmŊŚen® pŚi ohŚevu 

jsou termodynamicky odpov²daj²c² termick§ charakteristika. Z²skan® vĨsledky napov²daj² 

moģnosti vyuģit² vĨġe uvedenĨch metod pro detekci termickĨch vlastnost² generativn²ch org§nŢ 

merunŊk a tŚeġn² pro stanoven² jejich aktu§ln² mrazov® odolnosti. V dalġ²m postupu prac² se 

autoŚi zamŊŚ² na porovn§n² rozs§hlejġ²ho spektra odrŢd v ġirġ² oblasti jejich fenologick®ho 

vĨvoje. 

 

Z§vŊr 

Pro efektivn² posouzen² potenci§ln²ho mrazov®ho poġkozen² konkr®tn²ch genotypŢ ovocnĨch 

dŚevin, posouzen² jejich mrazuvzdornosti, je zapotŚeb² vyvinout a otestovat nov®, ļi 

optimalizovat st§vaj²c² postupy, kter® budou charakterizovat teplotn² ud§losti v rostlinnĨch 

pletivech a korelovat je s ģivotnost². Vyuģit² diferenļn² skenovac² kalorimetrie s pomoc² 

infraļerven® termografie se jev² jako vhodnĨ pŚ²stup, kterĨ vĨġe uveden® pomŢģe splnit. 

V dalġ²m obdob² budou otestovan® postupy ve spolupr§ci s VĠĐO Holovousy vyuģity 

v ovŊŚen² t®to metody pro ġirġ² testov§n² mrazuvzdornosti generativn²ch org§nŢ ovocnĨch 

dŚevin. 
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AnalĨza genetick® struktury odrŢd hoŚļice b²l® pomoc² BayesovskĨch 

metod modelov§n² 

Analysis of genetic structure of white mustard varieties using Bayesian 

modelling methods 

Ļurn V.,1Jozov§ E.1, Rost M.1, Rychl§ A.2, Stehl²kov§ D.1 

1Jihoļesk§ univerzita v ĻeskĨch BudŊjovic²ch  
2OSEVA Pro, VĨzkumnĨ ¼stav olejnin Opava 

 

Abstrakt  

Pro hodnocen² genetick® struktury kolekce 187 genetickĨch zdrojŢ hoŚļice b²l®, Sinapis alba 

L. byla pouģita analĨza mikrosatelitŢ. V 15 lokusech bylo detekov§no celkem 44 polymorfn²ch 

SSR alel. Jeden§ct z nich bylo stŚednŊ aģ vysoce polymorfn²ch a tak® vysok§ ¼roveŔ 

pozorovan® heterozygozity (0,12-0,83) a indexu genov® diverzity (0,11-0,68) ukazovaly na 

vysokou ¼roveŔ polymorfismu vysvŊtlitelnou cizospraġnost² tohoto druhu a tak® rozs§hlĨm a 

variabiln²m souborem analyzovanĨch genetickĨch zdrojŢ. Bayesovsk§ statistika odhalila jasn® 

bari®ry a reprodukļn² izolaci mezi odrŢdami z dŢvodu omezen® vĨmŊny genetickĨch zdrojŢ 

mezi jednotlivĨmi ġlechtiteli. U vŊtġiny genetickĨch zdrojŢ byly tak® patrn® zmŊny genetick® 

struktury v z§vislosti na dobŊ ġlechtŊn² a registraci odrŢd, kdy byl patrnĨ rozd²l v genetick® 

struktuŚe modern²ch a dŚ²vŊjġ²ch/krajovĨch odrŢd. 

Kl²ļov§ slova: molekul§rn² markery, SSR, genetick® zdroje, ġlechtŊn² rostlin 

 

Abstract 

Microsatellite markers were used for assessment of genetic structure in a collection of 187 

genetic resources of yellow mustard, Sinapis alba L. Microsatellites generated 44 polymorphic 

alleles in 15 loci. Eleven of them were medium to highly polymorphic, and also the high level 

of observed heterozygosity (0.12-0.83) and the Nei's gene diversity index (0.11-0.68) indicated 

a high level of polymorphism explained by cross-pollination as well as an extensive and 

variable collection of genetic resources. Bayesian statistics revealed clear barriers and 

reproductive isolation between varieties due to the limited exchange of genetic resources 

between individual breeders. For most genetic sources, changes in the genetic structure were 

also visible, depending on the time of breeding and variety registration, when a difference in 

the genetic structure of modern and earlier varieties was evident. 

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

 

Đvod 

HoŚļice b²l§ (Sinapis alba L.) je naġ² vĨznamnou plodinou, kdy Ļesk§ republika je spolu s 

Kanadou a Ukrajinou jedn²m z nejvŊtġ²ch svŊtovĨch producentŢ a vĨvozcŢ t®to plodiny. 

HoŚļice b²l§ poch§z² z oblasti Bl²zk®ho vĨchodu a StŚedomoŚ², ale tato plodina je po tis²cilet² 

pŊstov§na po cel®m svŊtŊ s rozliļnĨm uplatnŊn²m (Hemingway 1995; Hanelt 2001; Ruan et al. 

2019). HoŚļice b²l§ je odoln§ vŢļi suchu (Kumari et al. 2020) a je odoln§ vŢļi z§vaģnĨm 

chorob§m a hmyz²m ġkŢdcŢm (Bodnaryk a Lamb 1991), vykazuje fytosanit§rn² biofumigaļn² 
vlastnosti (Valdes et al. 2011) a je tak® dŢleģitou nektarod§rnou a pylod§rnou rostlinou pro 

vļely (Masierowska a Pietka 2014). 

Aļkoli je hoŚļice b²l§ vĨznamnou plodinou, doposud nebyla vŊnov§na vŊtġ² pozornost studiu 

genetick® diverzity a hodnocen² polymorfismu genetickĨch zdrojŢ t®to plodiny (Katepa-

Mupondwa et al. 2006). ObecnŊ ale panuje n§zor, ģe u ġlechtŊnĨch plodin kles§ rozsah 

genetick® variability a morfologick® znaky jiģ nestaļ² k identifikaci novŊ vznikaj²c²ch odrŢd a 

k definov§n² jejich fenotypov® variability kvŢli vlivŢm mnoha faktorŢ prostŚed². To se odr§ģ² i 
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v ļasto problematick®m pouģ²v§n² testŢ DUS pro popis a pr§vn² ochranu odrŢd (Fu et al. 2006; 

Yu a Chung 2021). I to je dŢvod proļ narŢst§ vĨznam molekul§rn²ch markerŢ pro ¼ļely 

identifikace a popisu genetickĨch zdrojŢ a jako selekļn²ch markerŢ ve ġlechtŊn² (Javidfar a 

Cheng 2013; Fu et al. 2013; Karp a Edwards 1997). NejkomplexnŊjġ² markerovĨ syst®m 

pouģ²vanĨ pro tyto ¼ļely jsou mikrosatelity (SSR markery), protoģe maj² mnoho ģ§douc²ch 

vlastnost², jako je hojn§ distribuce genomu (Kalia et al. 2011), schopnost tvoŚit multiplexy a 

kodominance, tj. schopnost rozliġovat mezi homozygoty a heterozygoty (Guichoux et al. 2011). 

Kombinace morfologickĨch a molekul§rn²ch markerŢ je nav²c vynikaj²c² technikou pro vĨbŊr 

optim§ln²ch genotypŢ pro ġlechtŊn² pŚi zachov§n² adekv§tn² genetick® diverzity (Heffner et al. 

2009; Varshney 2021). 

C²lem t®to studie bylo vyhodnotit genetickou strukturu genetickĨch zdrojŢ hoŚļice b²l®, 

zaznamenat moģn® zmŊny v genetick® struktuŚe a ovŊŚit vhodnost mikrosatelitŢ pro tyto ¼ļely. 

 

Materi§l a metody 

RostlinnĨ materi§l: Pro analĨzy genetick® struktury byl vybr§n pilotn² soubor 187 vĨznamnĨch 

genetickĨch zdrojŢ z kolekce hoŚļice b²l® uchov§van® na pracoviġti OSEVA Pro v OpavŊ. 

AnalyzovanĨ soubor zahrnoval modern² i starġ² registrovan® odrŢdy, krajov® odrŢdy a 

ġlechtitelsk® materi§ly z rŢznĨch zem², tak aby pŚedstavoval reprezentativn² vzorek genotypŢ 

jarn²ho typu hoŚļice b²l®. 

 

Izolace DNA: Semena byla vyseta do zahradnick®ho raġelinov®ho substr§tu a pŊstov§na v 

laboratorn²ch podm²nk§ch pŚi teplotŊ 21ÁC a fotoperiodŊ 16/8 hodin po dobu pŊti dnŢ. 

Z kaģd®ho genotypu byly odebr§ny dŊloģn² l²stky 36 rostlin a ġetrnŊ usuġeny v silikagelu. 

SuġenĨ materi§l byl homogenizov§n pomoc² sklenŊnĨch kuliļek v RetschÈ Mixer Mill MM400 

po dobu 30 sekund pŚi maxim§ln² frekvenci (30 Hz). DNA byla extrahov§na modifikovanou 

CTAB PVP metodou (Doyle 1991), kter§ je ļasovŊ n§roļnŊjġ², ale z²skan§ DNA je velmi ļist§ 

a vysoce koncentrovan§. 

 

AnalĨza mikrosatelitŢ: Bylo pouģito celkem 15 mikrosatelitn²ch markerŢ: BoREM1b_A, 

BoREM1b_B, BoREM1b_C, BolAB19TF, BoPC34 (Louarn et al. 2007), P381, D3_A, D3_B, 

D11, D12, P17, P7, P9_B, P9_C, P30_B, P30_C, P35_A, P35_B (Cui et al. 2008). V kaģd® 

PCR reakci byly pouģity tŚi primery, jeden univerz§ln² primer znaļenĨ FAM (Ba08 6-FAM 

nebo Ba03 6-FAM), forward primer rozġ²ŚenĨ o sekvenci znaļen®ho primeru a reverzn² primer 

(Enkerli et al. 2001; Jozov§ a Ļurn 2014). PCR reakce byla provedena v 10 Õl, v 1x reakļn²m 

pufru (75 mM Tris ï HCl, pH = 8,8, 20 mM (NH 4) 2 SO 4, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl 

2, 200 ÕM dNTPs), 10 pmol kaģd®ho primeru, 0,5 U Taq Purple DNA polymer§zy PPP Master 

Mix (Top-Bio, CZ) nebo 2x Master Mix se standardn²m pufrem (NEB, USA), 2x BSA a 50 ng 

templ§tov® DNA. Amplifikace byla provedena na termocykleru Biometra TProfessional v 

n§sleduj²c²m teplotn²m profilu: poļ§teļn² denaturace 5 min pŚi 94ÁC, 31 cyklŢ 60 s pŚi 95ÁC, 

60 s pŚi 52-59ÁC (v z§vislosti na pouģit®m primeru) a 60 s pŚi 72/68ÁC, fin§ln² elongace 15 min 

pŚi 72/68ÁC v z§vislosti na pouģit®m master mixu. PCR produkty byly separov§ny na 

genetick®m analyz§toru ABI 3500 (Applied Biosystems). 

 

AnalĨza dat: Prim§rn² molekul§rn² data byla analyzov§na pomoc² softwaru GeneMapper a byla 

zaznamen§na velikost SSR alel. Pro dalġ² zpracov§n² dat a vĨpoļet parametrŢ Ho, He, Fis, PIC 

a indexŢ genetick® diverzity byl vyuģit softwarovĨ bal²k adegenet pro R software (R Core Team 

2020; Jombart a Ahmed 2011). Bayesovsk® metody a software STRUCTURE byly pouģity pro 

odhady poļtu klastrŢ a vyhodnocen² genetick® struktury analyzovan®ho souboru genetickĨch 

zdrojŢ (Evanno et al. 2005; Pritchard et al. 2000). 
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VĨsledky  

Polymorfismus mikrosatelitovĨch markerŢ: V souboru 187 genotypŢ hoŚļice b²l® bylo po 

fragmentaļn² analĨze zaznamen§no celkem 113 mikrosatelitovĨch alel. Z tohoto poļtu bylo 44 

alel polymorfn²ch a detekovanĨch v 15 lokusech s prŢmŊrem 2,93 alely na lokus. 

 

Tabulka 1: Detailn² vĨsledky analĨzy mikrosatelitŢ u souboru genetickĨch zdrojŢ Sinapis alba. 
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BoREM1b _A 0,19 2 209 173-175 104,5; 187 0,12 0,11 -0,06 0,11 0,11 0,50 

BoREM1b _B 0,00 1 3 181 3; 3 0 0 - - -  

BoREM1b _C 0,00 1 3 187 3; 3 0 0 - - -  

BolAB19TR  0,00 1 1 314 1; 1 0 0 - - -  

BoPC34  0,51 3 323 149-151 148; 172 0,73 0,50 -0,45 0,50 0,50 0,94 

P381 0,50 2 21 213-229 105; 11 0,05 0,50 0,90 0,50 0,51 1,00 

D3 _A 0,65 6 342 155-163 33,5; 149 0,83 0,67 -0,24 0,67 0,67 0,85 

D3 _B 0,44 5 101 167-171 10; 73 0,20 0,39 0,50 0,38 0,68 0,54 

P7 0,27 6 119 141-156 3,5; 101 0,11 0,21 0,49 0,21 0,21 0,39 

P9 _B 0,38 3 184 125-138 32; 141 0,28 0,29 0,05 0,27 0,27 0,54 

P9 _C 0,35 4 231 145-160 23; 184 0,25 0,23 -0,06 0,23 0,24 0,49 

P30 _B 0,32 2 5 166-174 2,5; 4 0 0,32 1,00 0,32 0,36 0,72 

P30 _C 0,00 1 2 192 2; 2 0 0 - - -  

P35 _A 0,52 6 109 149-161 3,5; 68 0,53 0,47 -0,12 0,46 0,47 0,63 

P35 _B 0,00 1 1 173 1; 1 0 0 - - -  

 

TŚi lokusy (D3_A, P7 a P35_A) pak obsahovaly po 6 alel§ch. Naopak pŊt lokusŢ 

(BoREM1b_B, BoREM1b_C, BolAB19TR, P30_C a P35_B) bylo klasifikov§no jako 

neinformativn² lokusy s MAF < 0,01. V tŊchto lokusech byla detekov§na pouze jedna alela a to 

jen u 1 aģ 3 genotypŢ. Velikost amplifikovanĨch alel byla v rozmez² 125 ï 314 bp. Jeden§ct 

lokusŢ bylo stŚednŊ aģ vysoce polymorfn²ch, s hodnotami PIC kol²saj²c²mi od 0,19 do 0,65. 

Nejvyġġ² hodnoty PIC byly pozorov§ny v lokusech D3_A (0,65), P35_A (0,52), ale tak® ve 

dvou lokusech s n²zkĨm poļtem alel - BoPC34 (0,51) a P381 (0,50). Hladina pozorovan® 

heterozygozity byla v rozmez² 0,12 aģ 0,83 s prŢmŊrem 0,21. Nejvyġġ² pozorovan§ 

heterozygozita byla tak® zaznamen§na v lokusech s vysokĨm hodnotou indexu PIC, konkr®tnŊ 

D3_A (0,83), BoP34 (0,73) a P35_A (0,53). NeiŢv index genov® diverzity se pohyboval mezi 

0,11 a 0,68 s prŢmŊrem 0,25. Podrobn® vĨsledky jsou uvedeny v Tabulce 1. Vġechny tyto 

parametry ukazuj² na velmi vysokou m²ru genetick® variability a pomŊrnŊ vysokou genetickou 

diverzitu v r§mci sledovan®ho souboru genetickĨch zdrojŢ. 

 

AnalĨza genetick® struktury: Software STRUCTURE byl pouģit pro odhad poļtu shlukŢ 

pomoc² bayesovskĨch algoritmŢ, kter® l®pe popisuj² genetickou strukturu a vysvŊtluj² vĨsledky 

molekul§rn²ch analĨz. VĨsledky a vĨstupy softwaru STRUCTURE (hodnoty Q1/Q2) jsou 

uvedeny na obr§zc²ch 1 a 2. ProstŚednictv²m softwaru STRUCTURE jsme provedli simulaļn² 

analĨzy pro K = 1-7, bŊhem tŊchto analĨz byl nastaven parametr burnin period = 100 tis, 

MCMC = 150 tis a byl pouģ²v§n Ăadmixtureñ model. Parametr lambda byl nastaven na hodnotu 

1 a odvozen§ hodnota byla pouģita v sekvenļn²ch analĨz§ch (kvantifikace nez§vislosti mezi 

markery z hlediska distribuce alelick® frekvence). Ostatn² hyperparametry byly ponech§ny na 
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sv® vĨchoz² hodnotŊ. Parametr LOCPRIOR jsme v naġich simulac²ch nepouģili Na z§kladŊ 

hodnoty DeltaK byl parametr K stanoven na K=2 a analyzovanĨ soubor genotypŢ byl podle 

hodnot Q1/Q2 rozdŊlen do dvou klastrŢ. Stabiln² hodnoty byly rovnŊģ dosaģeny pro parametr 

ln(alpha) (kvantifikace relativn²ch ¼rovn² pŚ²mŊs² mezi populacemi). 

Jednotliv® genotypy byly rozdŊleny do dvou skupin podle hodnot Q1/Q2. Celkem 115 genotypŢ 

(61,5%) s hodnotami Q1 v rozmez² od 0,008 do 0,437 bylo pŚiŚazeno do skupiny 1. Sedmdes§t 

dva (38,5%) genotypŢ s hodnotami Q1 vyġġ²mi neģ 0,533 bylo pŚiŚazeno do skupiny ļ²slo 2 

(Obr. 1). PrŢmŊrn§ hodnota alfa byla odhadnuta na 0,0595, coģ ukazuje na znaļn® bari®ry mezi 

odrŢdami a reprodukļn² izolaci v dŢsledku omezen® vĨmŊny genetickĨch zdrojŢ mezi 

jednotlivĨmi ġlechtiteli. PrŢmŊrn® hodnoty Fst_1 a Fst_2 byly 0,3449 resp. 0,1770. Tyto 

hodnoty tak® naznaļovaly znaļnou genetickou diferenciaci (ve skupinŊ 2) a velmi velkou 

genetickou diferenciaci (ve skupinŊ 1) mezi jednotlivĨmi genetickĨmi zdroji. 

 

 
 

Obr. 1: Klasifikace genetickĨch zdrojŢ hoŚļice na z§kladŊ parametrŢ Q1/Q2. 

 

Podrobn§ analĨza prvotn²ch dat a vĨstupŢ ze softwaru STRUCTURE naznaļila pŚ²tomnost 

pŚechodov® z·ny mezi dvŊma hlavn²mi skupinami. Proto byla provedena podrobn§ klasifikace 

genotypŢ podle hodnot Q1/Q2 a jejich rozdŊlen² do tŚ² blokŢ: a/ prvn² blok zahrnoval genotypy 

s hodnotami Q1 v rozmez² 0,008-0,092; b/ druhĨ blok tvoŚil pŚechodovou z·nu s hodnotami 

Q1 v rozmez² 0,101-0,894; c/ ve tŚet²m bloku byly genotypy s hodnotami Q1 v rozmez² 0,904-

0,984. VŊtġina genotypŢ (103) byla pŚiŚazena k prvn²mu bloku; tŚet² blok obsahoval 55 

genotypŢ a 29 genotypŢ tvoŚilo pŚechodovou skupinu. Ve vġech tŚech skupin§ch se vyskytovaly 

jak starġ² odrŢdy a krajov® odrŢdy, tak i modern² odrŢdy a ġlechtitelsk® materi§ly. 

 

 
 

Obr. 2: ZmŊny v genetick® struktuŚe odrŢd v z§vislosti na zemi pŢvodu a roku registrace. 

 

Z vĨsledkŢ bylo tak® patrn®, ģe odrŢdy poch§zej²c² z nŊkterĨch zem² nebo ġlechtitelskĨch 

programŢ maj² podobnou nebo stejnou genetickou strukturu. ĻastŊjġ²m pŚ²padem ale je 

rozdŊlen² odrŢd/genotypŢ do dvou skupin podle doby vyġlechtŊn² resp. registrace dan® odrŢdy. 

Hlavn²m faktorem, kterĨ vede k pŚiŚazen² odrŢd do jednotlivĨch skupin je pr§vŊ parametr Ărok 

pŢvodu/registraceñ. Tento parametr ļasto tak® odr§ģ² zmŊny ġlechtitelsk®ho programu, vyuģit² 
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rŢznĨch genetickĨch zdrojŢ nebo zamŊŚen² ġlechtŊn² na nov® znaky (Obr. 2). Toto rozloģen² 

odrŢd je patrn® napŚ²klad u maŅarskĨch odrŢd, kde se nejnovŊjġ² a starġ² odrŢdy vĨraznŊ liġ² 

genetickou strukturou. PodobnĨ charakter lze pozorovat u odrŢd z Nizozemska, Belgie, 

D§nska, Francie, Ġv®dska a Rumunska. Rozd²lnĨ charakter shlukov§n² je patrnĨ u nŊmeckĨch 

a ļeskĨch odrŢd. ĻtyŚi nŊmeck® odrŢdy ('Seco', 'Semper', 'Setoria' a 'Sigri') patŚily do stejn® 

skupiny s velmi podobnĨmi hodnotami Q1. Tento vĨsledek mŢģe bĨt ovlivnŊn t²m, ģe tyto 

odrŢdy byly vyġlechtŊny v jedn® ġlechtitelsk® stanici a jejich genetick§ struktura tak odr§ģ² 

vĨznamnou podobnost genetickĨch zdrojŢ pouģ²vanĨch v ġlechtitelskĨch programech. V 

pŚ²padŊ ļeskĨch odrŢd patŚ² obŊ krajov® odrŢdy ('PŚerovsk§ b²la', 'Ļesk§ krajov§'), starġ² odrŢda 

'Zlata' a modern² odrŢdy z ġlechtitelsk® stanice Opava a Krukanice do skupiny s hodnotami Q1 

v rozmez² 0,016-0,053. DruhĨ klastr zahrnuje souļasn® modern² odrŢdy z ġlechtitelskĨch 

programŢ v Seltonu a BOR (ĂAgentñ a ĂVeronikañ). V tŊchto pŚ²padech je patrnĨ silnĨ vliv 

omezen®ho souboru genetickĨch zdrojŢ dostupnĨ na jednotlivĨch ġlechtitelskĨch pracoviġt²ch.  

 

Diskuze 

V souboru hodnocenĨch genetickĨch zdrojŢ hoŚļice b²l® byl ve srovn§n² s jinĨmi brukvovitĨmi 

olejninami (Havlickova et al. 2014) zaznamen§m velmi vysokĨ stupeŔ polymorfismu. To lze 

vysvŊtlit jak pŚ²tomnost² cizospr§ġen² u t®to plodiny (Downey et al. 1970; Lombard et al. 2000), 

tak i velkĨm rozsahem analyzovanĨch genotypŢ. Obdobn® studie u hoŚļice b²l® byly proveden® 

na souboru materi§lŢ udrģovanĨch v Plant Gene Resources of Canada (Katepa-Mupondwa et 

al. 2006; Fu et al. 2006), ale tento soubor byl poļetnŊ menġ² a niģġ² byla i jeho Ăgeografick§ñ 

variabilita. Soubor analyzovanĨ v t®to studii zahrnoval materi§ly rŢzn®ho st§Ś², zemŊ pŢvodu, 

materi§ly morfologicky variabiln², pr§vŊ aby byl postiģen co nejvyġġ² rozsah genetick® 

variability. Mikrosatelity pouģit® v t®to studii byly pŢvodnŊ navrģeny pro genetick® zdroje 

Brassica oleracea (Louarn et al. 2007) a Brassica rapa ssp. chinensis (Cui et al. 2008). 

Velikosti alel vypoļten® z CE elektroforeogramŢ byly pro vnitŚn² kontroly shodn® a stabiln² ve 

vġech opakov§n²ch. Tato jednotnost a reprodukovatelnost u vġech mikrosatelitŢ byla 

indik§torem spr§vnŊ nastavenĨch protokolŢ molekul§rn²ch analĨz. Naġe vĨsledky tak uk§zaly 

velmi dobrou pŚenositelnost a moģn® vyuģit² tŊchto markerŢ u hoŚļice b²l®. Thakur et al. (2020) 

a Xu et al. (2021) uvedli podobn® vĨsledky a kŚ²ģovou pŚenositelnost mikrosatelitŢ mezi 

jednotlivĨmi brukvovitĨmi plodinami. Tak® Plieske a Struss (2001) uvedli ¼spŊġnou 

amplifikaci specifickĨch fragmentŢ ze vzd§lenŊji pŚ²buznĨch druhŢ rodu Brassica, vļetnŊ S. 

alba pomoc² primerŢ urļenĨch pro B. napus. 

AnalĨza genetick® struktury populac² rostlin je pomŊrnŊ bŊģnou metodou pouģ²vanou 

v ekologickĨch a evoluļn²ch studi²ch (Kol§Ś et al. 2012), ale nen² vyuģ²van§ pro hodnocen² 

genetickĨch zdrojŢ kulturn²ch rostlin. Pouģit² tohoto pŚ²stupu mŢģe poskytnout ale zaj²mav® 

interpretace molekul§rn²ch dat a poskytnout dalġ² informace nad r§mec standardn²ho hodnocen² 

pomoc² shlukov® a ordinaļn² analĨzy. D§le mŢģe v®st tak® k objasnŊn² shlukov§n² jednotlivĨch 

genetickĨch zdrojŢ a doporuļen² pro spr§vnĨ management genetickĨch zdrojŢ a vĨbŊr 

genetickĨch zdrojŢ do ġlechtitelskĨch programŢ (Mondini et al. 2009; Dar et al. 2019; Pascual 

et al. 2020; Varshney et al. 2021). 

 

 

Z§vŊr 

Pro hodnocen² genetick® struktury v souboru genetickĨch zdrojŢ hoŚļice b²l® byl vyuģit 

softwarovĨ n§stroj Bayesian Structure pro analĨzu molekul§rn²ch dat. VĨsledky tohoto pŚ²stupu 

pŚin§ġej² moģnosti detailnŊjġ² interpretace dat. RovnŊģ zjiġtŊnĨ rozsah genetick®ho 

polymorfismu byl mnohem vyġġ², neģ uv§dŊly jin® studie tĨkaj²c² t®to plodiny. Tyto vĨsledky 

uk§zaly na vĨznam analĨzy a hodnocen² rozs§hlĨch souborŢ genetickĨch zdrojŢ a na vĨznam 

spr§vn®ho managementu genetickĨch zdrojŢ pro zachov§n² vysok® m²ry genetick® diverzity.  
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Abstrakt  

Za ¼ļelem tvorby genotypŢ m§ku set®ho (Papaver somniferum L.) se specifickĨm obsahem 

alkaloidŢ v makovinŊ byl optimalizov§n postup indukce mutac² pro tuto plodinu. PouģitĨm 

chemomutagenem byl ethylmethansulfon§t (EMS), jako optim§ln² se uk§zala koncentrace EMS 

0,5 % a 1,0 % pŢsob²c² na nakl²ļen® osivo po dobu jedn® hodiny. Pomoc² tohoto postupu byly 

vytvoŚeny TILLIG (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) populace dvou vybranĨch 

genotypŢ m§ku set®ho. Molekul§rn²mi metodami byly vytipov§ny linie rostlin M2 generace 

vykazuj²c² zmŊny v genech biosyntetick® dr§hy alkaloidŢ. Tyto linie byly dopŊstov§ny do pln® 

zralosti a metodou vysoko¼ļinn® kapalinov® chromatografie (HPLC) byl stanoven obsah 

alkaloidŢ v makovinŊ. Vġechny vybran® mutaļnŊ ovlivnŊn® linie vyk§zaly niģġ² obsah morfinu 

oproti vĨchoz²mu genotypu. 

Kl²ļov§ slova: mutaļn² ġlechtŊn², makovina, morfin, tebain, kodein 

 

 

Abstract 

In order to create seed poppy (Papaver somniferum L.) genotypes with a specific content of 

alkaloids in capsules, the mutation induction procedure for this crop was optimized. The 

chemomutagen used was ethyl methanesulfonate (EMS). The concentration of 0.5% and 1.0% 

EMS acting on the germinated seeds for one hour proved to be optimal. Using this procedure, 

TILLIG (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) populations of two selected poppy 

genotypes were created. Using molecular methods, M2 generation plant lines showing changes 

in the genes of the alkaloid biosynthetic pathway were selected. These lines were grown to 

maturity and the content of alkaloids in capsules was determined by high-performance liquid 

chromatography (HPLC). All selected mutation-affected lines showed a lower morphine 

content compared to the original genotype. 

Keywords: mutation breeding, poppy capsules, morphine, thebaine, codeine 

 

Đvod 

Perspektivn²m smŊrem ġlechtŊn² m§ku set®ho je tvorba odrŢd s minim§ln²m obsahem 

alkaloidŢ, pŚedevġ²m dominantn²ho morfinu, v makovinŊ. Jde pŚedevġ²m o prevenci moģn®ho 

zneuģit² m§ku k neleg§ln² produkci narkotik. Jednou ze ġlechtitelskĨch metod, jak efektivnŊ 

zmŊnit kvalitativn² parametry, je vyuģit² indukovan® mutageneze s n§slednou identifikac² zmŊn 

v z§jmovĨch genech metodami molekul§rn² biologie (TILLING). Zaveden²m TILLING metod 

se vĨznamnŊ zefektivnil n§slednĨ selekļn² proces, kterĨ byl dŚ²ve pro sv® n§roky na obrovsk® 

mnoģstv² vedenĨch mutaļnŊ ovlivnŊnĨch lini² hlavn² slabinou tohoto typu ġlechtŊn² (van 

Nimwegen et al. 2016). 

PŚedloģenĨ pŚ²spŊvek m§ za c²l zhodnotit pouģitelnost indukovan® mutageneze u m§ku set®ho 

pro tvorbu genotypŢ se specifickĨm obsahem alkaloidŢ v makovinŊ. SoustŚed²me se v nŊm na 
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vliv mutaļn²ho z§sahu na zmŊnu fenotypu v n§slednĨch generac²ch. S vyuģit²m 

molekul§rn²ch metod byla v TILLING populac²ch realizov§na rozs§hl§ analĨza detekuj²c² 

zmŊny v genech zapojenĨch do synt®zy alkaloidŢ. Detekce a vyuģ²v§n² genetickĨch variant 

byly vģdy podstatnou souļ§st² ġlechtŊn² rostlin. Vzhledem k tomu, ģe se sekvenov§n² DNA stalo 

cenovŊ dostupn® a postoupil vĨvoj rŢznĨch vysoce vĨkonnĨch sekvenaļn²ch metod, jako jsou 

PacBio a Ion Torrent, doġlo k urychlen² integrace tŊchto metod do TILLING technologie. 

Tuto problematiku vġak z hlediska jej² obs§hlosti nebudeme v tomto pŚ²spŊvku podrobnŊ 

rozeb²rat, bude t®matem pŚ²spŊvkŢ dalġ²ch. 

 

Materi§l a metody 

Za ¼ļelem vytvoŚen² mutaļnŊ ovlivnŊnĨch lini² vybranĨch genotypŢ m§ku set®ho vykazuj²c² 

dostateļnĨ vĨskyt mutac² bylo nejprve nutn® stanovit optim§ln² postup vlastn² mutageneze, 

tedy stanovit typ mutagenu, jeho koncentraci, dobu pŢsoben² a dalġ² parametry. C²lem bylo 

vytvoŚit mutaļnŊ ovlivnŊn® osivo s 75% kl²ļivost² oproti vĨchoz²mu (mutagenem 

neovlivnŊn®mu) osivu. Po stanoven² optim§ln²ho postupu pak doġlo k vlastn² mutagenezi u 

vybranĨch dvou genotypŢ m§ku. MutaļnŊ ovlivnŊn§ semena byla vyseta a dopŊstov§na do 

rostlin pln® zralosti (M1 generace), pŚiļemģ bŊhem kveten² byly vġichni takto z²skan² jedinci 

individu§lnŊ zaizolov§ni proti cizospr§ġen² technickĨmi izol§tory. Sklizen® osivo (respektive 

z nŊj nakl²ļen® rostlinky) bylo vyuģito k molekul§rn² analĨze zmŊn v genech zapojenĨch do 

biosynt®zy alkaloidŢ. Osivo lini², u kterĨch byla zmŊna detekov§na, bylo n§slednŊ pouģito 

k zaloģen² populace M2 ve ġlechtitelskĨch ġkolk§ch. Zde opŊt probŊhlo pŚeizolov§n² proti 
cizospr§ġen² a souļasnŊ byly odebr§ny vzorky makoviny pro analĨzu obsahu alkaloidŢ 

metodou vysoko¼ļinn® kapalinov® chromatografie (HPLC). 

 

 

VĨsledky 

Optimalizace postupu chemomutageneze 

Na z§kladŊ dostupnĨch ¼dajŢ (Tejklov§ 2002) byl jako nejvhodnŊjġ² mutagen vybr§n 

ethylmethansulfon§t (EMS). Z pracoviġtŊ OSEVA vĨvoj a vĨzkum s.r.o. byl na pracoviġtŊ 

Agritec Plant Research s.r.o. zasl§n vzorek osiva vybran®ho genotypu (20 g, odrŢda Opex). 

Semena m§ku se pŚed vlastn² mutagenez² nechala nabobtnat 18 hodin ve vodŊ pŚi pokojov® 

teplotŊ. Po t®to dobŊ se pŚebyteļn§ voda slila pŚes s²tko a k osivu se pŚidal roztok EMS o 

rŢznĨch koncentrac²ch (0,5 %; 1 % a 1,5 % EMS). BaŔky se zabalily do alobalu (zamezen² 

pŚ²stupu svŊtla ï EMS se na svŊtle rozkl§d§) a um²stily na tŚepaļku. EMS se nechal pŢsobit po 

dobu 1 respektive 2 hodin pŚi laboratorn² teplotŊ.  Roztok EMS se slil a n§doba s osivem se 

um²stila pod proud tekouc² vody po dobu 30 minut, aby doġlo k dŢkladn®mu vymyt²m 

mutagenu. U m§ku (ļi jin®ho rostlinn®ho materi§lu s malĨmi semeny) je nutn® zabezpeļit osivo 

pŚed vypl§chnut²m z n§doby ï napŚ²klad pŚetaģen²m silonov® s²Šky zabezpeļen® gumiļkou. 

Vġe staļ² prov§dŊt nesterilnŊ. Takto oġetŚen® osivo je pŚipraven® k vĨsevu do pŢdy (Mackov§ 

2021). OġetŚen® osivo bylo pŚeneseno na navlhļenĨ filtraļn² pap²r a hodnotila se kl²ļivost. Jako 

ide§ln² mnoģstv² je vykl²ļen² 75 % ovlivnŊn®ho osiva oproti neovlivnŊn®mu (kontroln²mu) 

vzorku (veġkerĨ pracovn² postup s kontroln²m vzorkem byl shodnĨ, s vĨjimkou aplikace 

mutagenu). Po zhodnocen² byly vybr§ny 2 varianty nejv²ce se bl²ģ²c² poģadovan® hodnotŊ. 

Jednalo se o tyto varianty: kombinace pŢsoben² 0,5% roztoku EMS po dobu 1 hodiny a 1% 

roztoku EMS tak® po dobu 1 hodiny. 

 

Vlastn² chemomutageneze 

Byly vybr§ny dva genotypy m§ku pro mutaļn² z§sah, pŚedevġ²m na z§kladŊ obsahu alkaloidŢ 

v makovinŊ s pŚedpokladem zmŊn tohoto parametru po ovlivnŊn². Jednalo se o genotyp OP-P-



¨ǊƻŘŀ 12/2022, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

27 

 

19, vytvoŚenĨ ġlechtitelskou ļinnost² OSEVA vĨvoj a vĨzkum s.r.o. a vyznaļuj²c² se stŚedn²m 

aģ vysokĨm obsahem morfinu (1,11 %) a relativnŊ vysokĨm obsahem tebainu (0,32 %). 

DruhĨm genotypem byla odrŢda Ametiszt, kterĨ vykazuje velmi n²zkĨ obsah alkaloidŢ 

v makovinŊ (0,04 % morfin, 0,02 % kodein, tebain ve stopov®m mnoģstv²). Osivo z obou 

materi§lŢ poch§zelo z izolovanĨch, tj. samospr§ġenĨch rostlin. Vlastn² oġetŚen² osiva se 

prov§dŊlo v uvedenĨch dvou variant§ch koncentrace EMS. 

 

DopŊstov§n² ovlivnŊn®ho materi§lu 

OvlivnŊn® osivo bylo dod§no zpŊt na pracoviġtŊ OSEVA vĨvoj a vĨzkum s.r.o. ve zkumavk§ch 

s vodou. Zde bylo vyseto do zahradnick®ho substr§tu v truhl²c²ch (2 od kaģd® varianty), po 

vzejit² byly rostlinky pŚesazeny do z§honŢ. Materi§l OP-P-19 vykazoval ve variantŊ s niģġ² 

koncentrac² EMS (0,5 %) relativnŊ dobrou kl²ļivost a vitalitu vzch§zej²c²ch rostlin, u 1% 

roztoku EMS byly rostlinky slabġ² a kl²ļivost byla niģġ² o 10 %. U odrŢdy Ametiszt byla vitalita 

o trochu niģġ² oproti OP-P-19, u 1% roztoku EMS byly rostliny slabġ² a kl²ļivost byla niģġ² o 

15 % oproti 0,5% EMS. Vġechny dorostl® rostliny byly zaizolov§ny proti cizospr§ġen² 

technickĨmi izol§tory a po dozr§n² byly individu§lnŊ sklizeny tobolky z jednotlivĨch rostlin. 

 

Bylo z²sk§no osivo z n§sleduj²c²ho poļtu rostlin:  

Ametiszt - 0,5 % EMS ï 159 rostlin   

Ametiszt - 1,0 % EMS ï 195 rostlin  

OP-P-19 - 0,5 % EMS ï 279 rostlin  

OP-P-19  - 1,0 % EMS ï 232 rostlin  

 

N§slednŊ byla provedena molekul§rn² analĨza genŢ biosyntetick® dr§hy alkaloidŢ realizovan§ 

na pracoviġti Ostravsk§ univerzita (OSU). Na z§kladŊ vĨsledkŢ byly vytipov§ny a n§slednŊ 

vysety pouze ty linie, u kterĨch byly detekov§ny poģadovan® zmŊny v syntetick® dr§ze 

alkaloidŢ. S tŊmi byla zaloģena ġkolka M3 generace. Bylo vyseto 33 mutaļnŊ ovlivnŊnĨch lini², 

jejichģ rostliny byly bŊhem kveten² zaizolov§ny proti cizospr§ġen². Po dozr§n² byly odebr§ny 

vzorky makoviny pro analĨzu obsahu alkaloidŢ metodou HPLC. Ļ§st lini² vykazovala velmi 

ġpatnou vitalitu, proto se je nepodaŚilo dopŊstovat do pln® zralosti (vġechny mutaļn² linie 

odrŢdy Ametiszt). VĨsledky stanoven² obsahu alkaloidŢ jsou uvedeny v tabulce 1. SoubŊģnŊ 

byl analyzov§n tak® kontroln² vzorek makoviny (K) z²skanĨ z vĨchoz²ho genotypu OP-P-19. 

 

 

Tab. 1: obsah alkaloidŢ v makovinŊ mutaļnŊ ovlivnŊnĨch lini² m§ku set®ho stanovenĨ 

metodou HPLC 

VħSLEDKOVħ LIST ALKALOIDY ï HPLC 

Ļ²slo vzorku 
Koncentrace alkaloidu ve vzorku [%] 

Morfin  Kodein Tebain Papaverin Narkotin  

Kontrola (K) 1,453 0,110 0,296 <LOQ <LOQ 

9038 0,434 0,114 0,206 <LOQ <LOQ 

9039 0,551 0,070 0,210 <LOQ <LOQ 

9040 0,507 0,079 0,380 <LOQ <LOQ 

9041 0,636 0,094 0,304 <LOQ <LOQ 

9042 0,100 0,064 0,525 <LOQ <LOQ 

9043 0,635 0,096 0,235 <LOQ <LOQ 

9044 0,972 0,077 0,300 <LOQ <LOQ 
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9045 0,369 0,055 0,212 <LOQ <LOQ 

9046 0,452 0,059 0,222 <LOQ <LOQ 

9047 0,868 0,085 0,278 <LOQ <LOQ 

9048 0,527 0,104 0,304 <LOQ <LOQ 

9049 0,471 0,101 0,210 <LOQ <LOQ 

9050 0,485 0,076 0,324 <LOQ <LOQ 

9051 0,763 0,088 0,336 <LOQ <LOQ 

9052 0,513 0,064 0,224 <LOQ <LOQ 

9053 0,892 0,091 0,338 <LOQ <LOQ 

9054 0,561 0,056 0,204 <LOQ <LOQ 

9055 0,743 0,095 0,153 <LOQ <LOQ 

9056 0,673 0,073 0,224 <LOQ <LOQ 

9057 0,750 0,067 0,224 <LOQ <LOQ 

9058 0,200 0,117 0,145 <LOQ <LOQ 

9059 0,762 0,063 0,287 <LOQ <LOQ 

9060 0,922 0,073 0,284 <LOQ <LOQ 

9061 0,629 0,067 0,256 <LOQ <LOQ 

9062 0,983 0,075 0,337 <LOQ <LOQ 

9063 0,571 0,055 0,199 <LOQ <LOQ 

9064 0,709 0,070 0,306 <LOQ <LOQ 

9065 0,857 0,080 0,301 <LOQ <LOQ 

9066 1,062 0,084 0,390 <LOQ <LOQ 

9067 0,378 0,094 0,166 <LOQ <LOQ 

9068 0,856 0,061 0,219 <LOQ <LOQ 

9069 0,615 0,044 0,202 <LOQ <LOQ 

9070 0,420 0,095 0,219 <LOQ <LOQ 

<LOQ = mez stanovitelnosti 

 

 

Diskuse 

PodaŚilo se z²skat mutaļn² linie M3 generace pouze z genotypu OP-P-19. OdrŢda Ametiszt 

vyk§zala v n§slednĨch generac²ch po mutagenezi sn²ģenou vitalitu rostlin. Uģ v M2 generaci 

byl z²sk§n menġ² poļet lini² oproti genotypu OP-P-19 a M3 generace vŢbec nevzeġla a 

nepodaŚilo se tak z²skat vzorky osiva ani makoviny pro analĨzu obsahu alkaloidŢ. Je patrn®, ģe 

rŢzn® genotypy m§ku reaguj² na mutaļn² z§sah rozd²lnŊ a bylo by vhodn® toto zohlednit pŚi 

mutaļn²m z§sahu (u citlivŊjġ²ch genotypŢ pouģ²t niģġ² koncentrace EMS nebo kratġ² dobu 

pŢsoben²). 

Z²skan® vĨsledky obsahu alkaloidŢ se tak tĨkaj² vĨhradnŊ genotypu OP-P-19. Bylo z²sk§no 33 

vzorkŢ makoviny mutaļn²ch lini². Jako kontroln² vzorek byla pouģita makovina z vĨchoz²ho 

genotypu OP-P-19, kterĨ byl pŊstov§n souļasnŊ s TILLING populac². U vġech mutaļn²ch lini² 

byl identifikov§n niģġ² obsah morfinu  oproti kontroln²mu vzorku. Obsahy se pohybovaly od 

0,10 do 1,06 % obsahu morfinu, pŚiļemģ ģ§dnĨ vzorek TILLING populace nepŚekonal vzorek 

kontroln² (1,45 %). PrŢmŊrnĨ obsah morfinu u mutaļn²ch lini² (n=33) byl 0,63 %. PrŢmŊrnĨ 

obsah kodeinu u TILLING populace byl 0,078 %, tedy opŊt niģġ² oproti kontroln²mu vzorku 

(0,11 %). U dvou vzorkŢ mutantn²ch lini² byl zjiġtŊn obsah nepatrnŊ vyġġ². RelativnŊ velkĨ 
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rozptyl vyk§zal u TILLING populace obsah tebainu (0,145-0,525 %). U 12 vzorkŢ byl 

identifikov§n vyġġ² obsah tohoto alkaloidu neģ ve vzorku kontroln²m, a to v nŊkterĨch 

pŚ²padech vĨraznŊ. PrŢmŊrn§ hodnota u TILLING populace (0,264 %) byla opŊt niģġ² neģ u 

neovlivnŊn®ho genotypu (0,296 %), ze sledovanĨch alkaloidŢ to vġak byl rozd²l nejniģġ². Pro 

n§zornŊjġ² posouzen² zmŊn v obsahu alkaloidŢ v TILLING populaci ud§v§ Tabulka 2 relativn² 

hodnoty obsahu sledovanĨch alkaloidŢ vŢļi vĨchoz²mu (mutaļnŊ neovlivnŊn®mu) genotypu. 

 

 

Tab. 2: Relativn² obsah alkaloidŢ v TILLING populaci (n=33) ve srovn§n² s kontroln²m 

vzorkem K (vĨchoz² genotyp; K = 100 %) 

Alkaloid  

Relativn² obsah vzhledem ke K [%] Pod²l vzorkŢ s vyġġ²m 

obsahem alkaloidu 

neģ K [%] PrŢmŊr Max. Min.  

Morfin 44 73 7 0 

Kodein 71 106 40 6 

Tebain 89 177 49 36 

 

ZjiġtŊn® obsahy papaverinu a narkotinu nepŚekonaly mez stanovitelnosti (LOQ) ani u 

kontroln²ho, ani u testovanĨch vzorkŢ.  

Posuny v obsahu morfinu, kodeinu i tebainu v TILLING populaci oproti vĨchoz²mu genotypu 

nejsou pŚekvapiv®, neboŠ byly molekul§rn²mi metodami sledov§ny zmŊny pr§vŊ v genech 

zapojenĨch do biosyntetick® dr§hy alkaloidŢ. 

 

 

Z§vŊr 

Aplikace metody indukovan® mutageneze pomoc² EMS se jev² jako perspektivn² ġlechtitelskĨ 

postup pro tvorbu genotypŢ m§ku set®ho se specifickĨm obsahem alkaloidŢ v makovinŊ. 

Vyuģit² metody TILLING detekuj²c² zmŊny v z§jmovĨch genech v n§slednĨch generac²ch 

znaļnŊ zefektivŔuje proces selekce lini² s pŚedpokl§danou zmŊnou fenotypu (obsah alkaloidŢ). 

Tyto zmŊny byly potvrzeny analĨzou obsahu alkaloidŢ metodou HPLC. Podle vĨsledkŢ analĨz 

doġlo ke sn²ģen² obsahu morfinu u vġech 33 lini² s detekovanou zmŊnou v genech pro synt®zu 

alkaloidŢ. 

Tvorba odrŢd s n²zkĨm obsahem morfinu je aktu§lnŊ cenŊnĨm ġlechtitelskĨm smŊrem, 

pŚedevġ²m z hlediska moģn®ho zneuģit² m§ku k neleg§ln² vĨrobŊ narkotik. Pl§nujeme proto 

uvedenĨ postup uplatnit tak® u dalġ²ch ġlechtitelskĨch materi§lŢ. Jiģ vytvoŚen® mutaļnŊ 

ovlivnŊn® linie vyuģijeme k tvorbŊ novĨch odrŢd a jako donorŢ kvality v dalġ²m ġlechtitelsk®m 

procesu. 
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Vliv dehydratace a termickĨch charakteristik pylu a explant§tŢ bramboru 

na jejich vitalitu  

 Effect of dehydration and thermal characteristics of potato pollen  

and explants on their vitality 
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Abstrakt  

C²lem t®to pr§ce bylo zjistit vliv dehydratace na termick® vlastnosti pylu a explant§tŢ bramboru 

a jejich vitalitu. Termick§ analĨza byla pouģita pro stanoven² teploty t§n² (Tm), pod²lu (%) 

krystalick® vody v ļerstv® hmotŊ vzorkŢ a teploty sklen®ho pŚechodu (Tg). U vzorkŢ pylu bylo 

zjiġtŊno, ģe vysok§ dehydratace vedla k absenci exotermickĨch i endotermickĨch efektŢ, 

posunu teploty skeln®ho pŚechodu do vysokĨch teplot (39 ï 45 ÁC) a k siln®mu poklesu vitality 

pylu. U explant§tŢ byla jejich ģivotnost a regeneraļn² schopnost po kryoprezervaci ovlivnŊna 

genotypem, vĨznamnŊ zvĨġena pŚi otuģov§n² rostlin osmotickĨm stresem a z§visela na dobŊ 

dehydratace pomoc² modifikovan®ho kryoprotektivn²ho roztoku PVS3. Optim§ln² doba 

dehydratace (60 minut) vedla k vĨznamn®mu poklesu obsahu voln® vody na 0,3 ï 5 %, pŚiļemģ 

dalġ² dehydratace, kter§ eliminovala pŚ²tomnost voln® vody, vedla k poklesu vitality explant§tŢ. 

Kl²ļov§ slova: Diferenļn² skenovac² kalorimetrie, kryoprezervace, skelnĨ pŚechod, Solanum 

tuberosum L., termick§ analĨza  

 

Abstract  

The aim of this work was to determine the effect of dehydration on the pollen and potato explant 

thermal properties and their vitality. Thermal analysis was used to determine the melting 

temperature (Tm), the proportion (%) of crystalline water in the fresh mass of the samples and 

the glass transition temperature (Tg). High dehydration led to the absence of exothermic and 

endothermic effects, a shift of the glass transition temperature to high temperatures (39 ï 45 

ÁC) and a strong decrease in pollen vitality. Explant survival and regeneration ability after 

cryopreservation was affected by genotype, significantly increased by osmotic stress, and 

depended on dehydration using the modified cryoprotective solution PVS3. The optimal 

dehydration time (60 minutes) led to a significant decrease in free water content to 0.3 ï 5%, 

while further dehydration led to a decrease in their vitality. 

Key words: Cryopreservation, differential scanning calorimetry, glass transition, Solanum 

tuberosum L., thermal analysis  

 

Đvod  

Obsah vody, respektive jeho pokles je z§kladn²m faktorem, ovlivŔuj²c²m ¼spŊġnou 

kryoprezervaci pletiv a org§nŢ rostlin (Day et al. 2008). Proto jsou vyv²jeny postupy kultivace 

explant§tŢ, kter® zahrnuj² rŢzn® zpŢsoby dehydratace pletiv, souvisej²c² s vystaven²m rostlin 

pŢsoben² osmotick®mu stresu nebo stresu n²zk® teploty (Pegg 2007). Takov® otuģen² vede 

prim§rnŊ ke zvĨġen² odolnosti vŢļi n§sledn® siln® dehydrataci suchĨm vzduchem nad 

silikagelem, mrazov® dehydrataci v mraz§ku nebo pomoc² osmoticky aktivn²ch roztokŢ. 

Dostateļn§ dehydratace explant§tŢ, kter§ nezpŢsob² jejich poġkozen², je pŚedpokladem pro 

uchov§n² jejich regeneraļn² schopnosti pŚi kryoprezervaci (Engelmann 2004). Vitalita pylu je 

ovlivnŊna jeho fyziologickĨm stavem, kterĨ z§vis² na genotypu rostliny, jeho vĨvojov®m 

stadiu, st§Ś² a na fyzik§ln²ch parametrech, zejm®na na jeho vlhkosti a teplotŊ prostŚed². Pro 

¼ļely kr§tkodob®ho uchov§n² pylu pŚi ġlechtŊn² se obvykle vyuģ²vaj² teploty skladov§n² nad 
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bodem mrazu (v chladniļce), a pokud je to moģn®, vģdy pŚi sn²ģen®m obsahu vody. Kontrola 

tŊchto fyzik§ln²ch parametrŢ je kl²ļov§ pro udrģen² ģivotnosti pylu po celou dobu jeho 

skladov§n², poļ²naje jeho sklizn² aģ po jeho vyuģit² pŚi opylov§n². Obdobn§ je i situace pŚi 

dlouhodob®m skladov§n² v podm²nk§ch kryoprezervace. V tomto pŚ²padŊ mus² bĨt obsah vody 

co nejniģġ², aby nedoch§zelo k tvorbŊ ledovĨch krystalŢ pŚi pŢsoben² teploty bodu varu 

kapaln®ho dus²ku, -196 ÁC. C²lem t®to pr§ce bylo stanovit vliv dehydratace a termickĨch 

charakteristik pylu a explant§tŢ bramboru na jejich vitalitu. 

 

Materi§l a Metody  

Vzorky pylu byly odebr§ny z rostlin na pracoviġt²ch VĨzkumn®ho ¼stavu brambor§Śsk®ho 

Havl²ļkŢv Brod, s.r.o. (VĐBHB) a Vesa Velhartice, a.s. Byly vybr§ny odrŢdy s rŢznou dobou 

kveten² a s rŢznou vĨtŊģnost² pylu. Ve VĨzkumn®m ¼stavu brambor§Śsk®m Havl²ļkŢv Brod 

byly odebr§ny vzorky pylu u odrŢd Jasm²na, Jindra a Magda a d§le bylo vybr§no novoġlechtŊn² 

R13.534/12 z pracoviġtŊ Vesa Velhartice, a.s. pro testov§n² termickĨch vlastnost² pylu a jeho 

ģivotnosti. KvŊtenstv² byla odebr§na z mateŚskĨch rostlin po dozr§n² praġn²kŢ a um²stŊna v 

laboratorn²ch podm²nk§ch. Pyl byl uvolŔov§n poklepem jehlou na jednotliv® praġn²ky a 

n§slednŊ sesyp§n do plastovĨch zkumavek a uloģen v chladu (4 ÁC). Metoda diferenļn² 

skenovac² kalorimetrie byla vyuģita ke stanoven² teploty f§zovĨch pŚechodŢ a hodnoty entalpie 

t§n². Byl pouģit diferenļn² skenovac² kalorimetr Q2000 s RCS (TA Instruments, USA) v 

rozsahu -90 aģ +20 ÁC, pŚi rychlosti chlazen² i ohŚevu 10 ÁC/min., s vyuģit²m hlin²kovĨch, 

hermeticky uzavŚenĨch, p§nviļek. PŚi ohŚevu byla stanovena teplota skeln®ho pŚechodu, teplota 

t§n² vyj§dŚen§ jako tzv. onset p²ku, mnoģstv² skupensk®ho tepla t§n² a vypoļ²t§no mnoģstv² 

zmrzl® vody ve vzorku, kter® bylo vyj§dŚeno jako procentn² pod²l z celkov® hmotnosti vzorku. 

CelkovĨ obsah vody ve vzorku byl stanoven gravimetricky z rozd²lu ļerstv® hmotnosti a 

hmotnosti suġiny po vysuġen² vzorku do konstantn² hmotnosti v horkovzduġn® suġ§rnŊ pŚi 

teplotŊ 105 ÁC. Ļerstv® vzorky pylu byly barveny pomoc² tŚ² postupŢ vit§ln²ho barven² s 

vyuģit²m neutr§ln² ļervenŊ (Roth), methylenov® modŚi (P-lab) a Lugolova roztoku (Sigma 

Aldrich), mikroskopick® sn²mky byly poŚ²zeny pomoc² mikroskopu Carl Zeis Amplival pŚi 

pouģit² objektivŢ 16x a 40x, digit§ln² kamery CMOS 570 a programu TCapture a z poŚ²zenĨch 

sn²mkŢ byl stanoven pod²l plnŊ vit§ln²ch rostlin. 

 

Explant§ty bramboru odrŢd D®sir®e a Judika (z genov® banky VĐBHB) byly pouģity pro testy 

otuģov§n² a dehydratace pŚi pŢsoben² kryogenn²ch teplot. Kultivace a otuģov§n² in vitro rostlin 

bramboru prob²haly na modifikovan®m kultivaļn²m mediu podle Grospietsche et al. (1999) bez 

kaseinu a myoinositolu a se sn²ģenĨm obsahem dus²ku, 30 g l-1 sachar·zy a 7 g l-1 agaru. 

Jednonod§ln² segmenty otuģovan® varianty byly po pŊti dnech kultivace zality roztokem 2 M 

sachar·zy a po dalġ²ch 5 aģ 6 dnech kultivace byly vyizolov§ny vzrostn® vrcholy o velikosti 

pŚibliģnŊ 2 mm a um²stŊny do Petriho misky na filtraļn² pap²r nasycenĨ 0,7 M roztokem 

sachar·zy s fytohormony (0,5 mg l-1 kyseliny indolyl octov®, 0,5 mg l-1 kinetinu, 0,2 mg l-1 

kyseliny giberelov®) po dobu 20 hodin pŚi 22 ÁC. Otuģov§n² explant§tŢ vŢļi dehydrataci 

prob²halo po dobu 5 dn² pŢsoben²m 2 M roztoku sachar·zy, kterĨ byl pŚid§n do n§dobek s 

explant§ty v pomŊru 1:2 vzhledem ke kultivaļn²mu mediu. Kultivace kontroln²ch rostlin 

prob²hala za stejnĨch podm²nek kultivace, ale bez aplikace roztoku 2 M sachar·zy. N§slednŊ 

byly z narostlĨch vĨhonŢ izolov§ny vzrostn® vrcholy bramboru, kter® byly um²stŊny na steriln² 

filtraļn² pap²r nasycenĨ roztokem 0,7 M sachar·zy ve steriln² Petriho misce po dobu 20 hodin. 

Izolovan® vzrostn® vrcholy byly dehydratov§ny nejprve pomoc² syt²c²ho roztoku (LS) 

obsahuj²c²m 2 M glycerol a 0,4 M sachar·zu po dobu 30 minut. Pak byl syt²c² roztok ods§t 

pomoc² Pasteurovy pipety a nahrazen kryoprotektivn²m modifikovanĨm roztokem PVS3 

obsahuj²c²m 40 % (w/v) glycerol a 40 % (w/v) sachar·zu po dobu 30, 60 a 90 minut. Pot® byly 

vzrostn® vrcholy um²stŊny na hlin²kov® pl²ġky a vloģeny do kryozkumavek (1,8 ml) s kapalnĨm 
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dus²kem po dobu 60 minut. Odt§n² vzorkŢ z kapaln®ho dus²ku probŊhlo rychlĨm ponoŚen²m 

hlin²kovĨch pl²ġkŢ s explant§ty do roztoku 0,7 M sachar·zy o teplotŊ 40 ÁC po dobu 1 min. a 

pot® n§sledovalo jejich vysazen² na regeneraļn² medium, kter® mŊlo shodn® sloģen² jako 

medium multiplikaļn², ale bylo obohaceno o smŊs fytohormonŢ (0,02 mg l-1 kyseliny 

giberelov®, 0,1 mg l-1 kyseliny indolyl m§seln®, 0,01 mg l-1 6-benzylaminopurinu). Ģivotnost 

explant§tŢ byla hodnocena po 2 tĨdnech a regenerace po 8 tĨdnech kultivace. Metoda diferenļn² 

skenovac² kalorimetrie byla vyuģita ke stanoven² teploty f§zovĨch pŚechodŢ a hodnoty entalpie 

t§n² u explant§tŢ obdobnŊ jako pŚi hodnocen² pylu. 

 

VĨsledky a diskuze  

 

Dehydratace a ģivotnost pylu 

Vzorky pylu u odrŢd Jasm²na, Jindra a Magda a novoġlechtŊn² R13.534/12 byly hodnoceny 

s vyuģit²m termick® analĨzy a n§slednŊ byl stanoven obsah vody (Obr. 1), kterĨ se pohyboval 

v rozmez² 0,07 (odrŢda Jindra) aģ 0,16 (nġl. R13.534/12) g vody g-1 suġiny. Pouze vzorek pylu 

novoġlechtŊn² se z hlediska obsahu vody a tak® hodnoty teploty skeln®ho pŚechodu (39,18 ï 

45,43 ÁC) pohyboval v hodnot§ch zjiġtŊnĨch u pylu bramboru pŚi pŚedchoz²m vĨzkumu (Faltus 

et al. 2020).  

 
Obr§zek 1. Termogram z termick® analĨzy vzorkŢ pylu u odrŢd bramboru Jasm²na, Jindra, 

Magda a novoġlechtŊn² R13.534/12. MŊŚen² bylo provedeno pomoc² diferenļn²ho skenovac²ho 

kalorimetru TA Q2000 (TA Instruments, USA) s chlazen²m pomoc² elektrick®ho chladiļe. 

Vzorky byly chlazeny z laboratorn² teploty do teploty -90 ÁC a n§slednŊ ohŚ§ty aģ na 100 ÁC. 

Rychlost chlazen² i ohŚevu bylo 10 ÁC min-1, byly pouģity hlin²kov®, hermeticky uzavŚen® 

p§nviļky. Na kŚivk§ch jsou vyznaļeny termick® efekty, kter® maj² charakter skeln®ho 

pŚechodu, a jsou charakterizov§ny teplotou skeln®ho pŚechodu, mnoģstv² uvolnŊn® energie 

termick®ho jevu na jednotku hmotnosti vzorku a mŊrn§ tepeln§ kapacita termick®ho jevu 

vzorku. Hodnoty uveden® v r§meļku u jednotlivĨch kŚivek pŚedstavuj² hodnotu obsahu vody 

vzorku vyj§dŚenou v gramech vody na 1 gram suġiny. 
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U ostatn²ch odrŢd byly hodnoty obsahu vody i teploty skelnĨch pŚechodŢ (-20,87 ÁC) mimo 

rozsah dŚ²vŊjġ²ch zjiġtŊn², coģ ukazuje na extr®mn² dehydrataci vzorkŢ pylu. Vzhledem k tomu, 

ģe se hodnoty teploty skeln®ho pŚechodu nach§zely pŚi pomŊrnŊ vysok® teplotŊ, bylo provedeno 

mŊŚen² aģ do teploty 100 ÁC. PŚitom byly zjiġtŊny dalġ² dva efekty s charakterem skeln®ho 

pŚechodu. Prvn² v rozmez² teplot 56,12 aģ 59,45 ÁC, kterĨ souvis² pravdŊpodobnŊ s denaturac² 

b²lkovin a druhĨ v rozmez² teplot 74,06 aģ 96,98 ÁC, kterĨ pravdŊpodobnŊ souvis² s celkovou 

dezintegrac² vzorku. Tyto zjiġtŊn® efekty vġak pŚ²mo nesouvis² s procesem dehydratace pylu. 

U ļerstvĨch vzorkŢ byla n§slednŊ hodnocena vitalita pylu s vyuģit²m barven² pomoc² neutr§ln² 

ļervenŊ, methylenov® modŚi a Lugolova roztoku (Obr. 2). Vġechny tŚi metody potvrdily 

pomŊrnŊ znaļnĨ pokles vitality vġech vzorkŢ, kdy pod²l plnŊ vit§ln²ch vzorkŢ pylu byl u vġech 

genotypŢ niģġ² neģ 10 %. Tyto vĨsledky potvrdily pŚedchoz² poznatky tĨkaj²c² se extr®mnŊ 

n²zk®ho obsahu vody ve vzorc²ch pylu a vysok® hodnoty teploty skeln®ho pŚechodu. Protoģe 

odebranĨ pyl nebyl vystaven podm²nk§m Ś²zen® dehydratace, lze pŚedpokl§dat, ģe sn²ģenĨ 

obsah vody ve vzorc²ch pylu byl zpŢsoben roļn²kem a prŢbŊhem poļas² pŚi sklizni a 

podm²nkami pŚi izolaci pylu. 

 

 

 
 

Obr§zek 2. Mikroskopick® sn²mky pylu bramboru a) pŚed obarven²m, po obarven² pomoc² b) 

neutr§ln² ļervenŊ, c) methylenov® modŚe, d) Lugolova roztoku. Ļern® ¼seļky reprezentuj² 50 

Õm, ļern® ġipky znaļ² plnŊ ģivotaschopn§ pylov§ zrna, svŊtleji obarven§ zrna znaļ² sn²ģen² 

ģivotaschopnosti, neobarven§ a deformovan§ zrna poġkozen² pylu a ztr§tu ģivotaschopnosti. 

 

Dehydratace a ģivotnost explant§tŢ 

U modelovĨch odrŢd D®sir®e a Judika byl hodnocen vliv otuģov§n² explant§tŢ, doby 

dehydratace a jej² intenzity pomoc² kryoprotektivn²ho roztoku PVS3 na ģivotnost a regeneraci 

vzrostnĨch vrcholŢ po kryoprezervaci. Termick§ analĨza prok§zala postupnĨ pokles obsahu 

voln® vody (Tab. 1), odpov²daj²c² pod²lu krystalick® f§ze (ledu) ve vzorc²ch. Po 30 minut§ch 

a b 

c d 
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pŢsoben² syt²c²ho roztoku (LS) se pod²l krystalick® f§ze v explant§tech pohyboval v rozmez² 

34 ï 42 %, po 30 minut§ch pŢsoben² roztoku PVS3 poklesl na 6 ï 10 % a po 60 minut§ch 

v PVS3 poklesl na 0,3 ï 5 %. Dalġ² dehydratace pomoc² roztoku PVS3 (90 minut) vedla 

k ¼pln®mu omezen² krystalick® f§ze, znaļ²c² absenci voln® vody v explant§tech. V prŢbŊhu 

dehydratace doġlo k poklesu teploty t§n² u vġech variant u obou odrŢd. Po pŢsoben² syt²c²ho 

roztoku se teplota bodu t§n² pohybovala v rozmez² -15 aģ -19 ÁC. PŚi n§sledn® dehydrataci, po 

30 minut§ch pŢsoben² roztoku PVS3, teplota t§n² klesla na -40 aģ -43 ÁC. Dalġ² dehydratace 

(60 minut) jiģ nevedla k dalġ²mu poklesu teploty t§n² (-35 aģ -42 ÁC). Na z§kladŊ dosaģenĨch 

vĨsledkŢ nebyl prok§z§n statisticky vĨznamnĨ vliv odrŢdy a otuģov§n² osmotickĨm pŢsoben²m 

roztoku 2 M sachar·zy na zmŊny teploty t§n² a pod²lu krystalick® vody. Na druhou stranu 

odrŢda D®sir®e vykazovala v prŢmŊru vyġġ² ģivostnost a regeneraci explant§tŢ po 

kryoprezervaci ve srovn§n² s odrŢdou Judika (Obr. 3 a 4). 

 

 

Tabulka 1. VĨsledky termick® analĨzy explant§tŢ bramboru, odrŢd D®sir®e a Judika, v 

prŢbŊhu kryoprezervace po pŢsoben² syt²c²ho roztoku (LS) a pŢsoben² kryoprotektantu PVS3 

po dobu 30, 60 a 90 minut u rostlin po osmotick®m otuģen² (+) pomoc² 2 M roztoku sachar·zy 

po dobu 5 dn² a rostlin v kontroln²ch podm²nk§ch bez otuģen² (-). Tm pŚedstavuje teplotu t§n²; 

procento krystalizace (kryst.) je vyj§dŚen jako pod²l krystalick® vody vztaģenĨ na ļerstvou 

hmotu vzorku; v posledn²ch dvou sloupc²ch tabulky (po 90 minut§ch pŢsoben² PVS3) nejsou 

uvedena ģ§dn§ data z dŢvodu absence krystalizace vody a odpov²daj²c²ho p²ku t§n². 

 

     dehydratace  

    pŢsoben² PVS3 (min.) 

    LS   30   60   90   

Genotyp 

osmot. 

otuģen² 

Tm 

(ÁC) 

krystal. 

(%) 

Tm 

(ÁC) 

krystal. 

 (%) 

Tm 

(ÁC) 

krystal. 

(%) 

Tm 

(ÁC) 

krystal. 

(%) 

D®sir®e - -19 40 -43 10 -42 5 - - 

  + -17 38 -40 4 -39 2 - - 

Judika - -16 34 -42 6 -39 4 - - 

  + -15 42 -43 8 -35 0,3 - - 

 

 

Bylo prok§z§no, ģe otuģov§n² explant§tŢ osmotickĨm pŢsoben²m roztoku sachar·zy vedlo u 

obou odrŢd k vĨznamn®mu zvĨġen² ģivotnosti a regeneraļn² schopnosti po kryoprezervaci u 

vġech pokusnĨch variant pŢsoben² kryoprotektivn²ho roztoku PVS3 (Obr. 3 a 4). D§le byl u 

obou odrŢd zjiġtŊn statisticky vĨznamnĨ n§rŢst ģivotnosti a regenerace po kryoprezervaci u 

varianty po 60 minut§ch dehydratace pomoc² roztoku PVS3 ve srovn§n² s 30 minutami 

pŢsoben² roztoku. Dalġ² dehydratace pomoc² roztoku PVS3 (90 minut) vedla k poklesu 

ģivotnosti a regeneraļn² schopnosti explant§tŢ po kryoprezervaci. Nejvyġġ² ģivotnost explant§tŢ 

po kryoprezervaci byla 91 % u odrŢdy D®sir®e a 86 % u odrŢdy Judika po 60 minut§ch 

dehydratace pomoc² roztoku PVS3 u rostlin, kter® byly otuģovan® pomoc² 2 M roztoku 

sachar·zy. Nejvyġġ² regeneraļn² schopnost u odrŢdy D®sir®e byla 26 % po 60 minut§ch 

dehydratace roztokem PVS3 u rostlin otuģenĨch roztokem sachar·zy. U odrŢdy Judika byla 

nejvyġġ² regeneraļn² schopnost 18 % po 90 minut§ch pŢsoben² roztoku PVS3 u rostlin 

otuģovanĨch roztokem sachar·zy, ale nebyla statisticky vĨznamnŊ odliġn§ od regeneraļn² 

schopnosti po 60 minut§ch dehydratace (13 %). 
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Obr§zek 3. Ģivotnost explant§tŢ bramboru, odrŢd D®sir®e a Judika, po kryoprezervaci 

v kontroln²ch podm²nk§ch a po otuģov§n² pŚi pŢsoben² 2 M roztoku sachar·zy po dobu 5 dn². 

Vertik§ln² ¼seļky reprezentuj² standardn² chybu prŢmŊru. 

 

 
Obr§zek 4. Regenerace explant§tŢ bramboru, odrŢd D®sir®e a Judika, po kryoprezervaci 

v kontroln²ch podm²nk§ch a po otuģov§n² pŚi pŢsoben² 2 M roztoku sachar·zy po dobu 5 dn². 

ChybŊj²c² hodnoty v grafu u kontroln² varianty odrŢdy Judika pŚedstavuj² nulovou regeneraci 

explant§tŢ. Vertik§ln² ¼seļky reprezentuj² standardn² chybu prŢmŊru. 

0

20

40

60

80

100

120

30 60 90

ģ
i
v
o
t
n
o
s
t
 
(
%
)

doba pŢsoben² roztoku PVS (min.)

D®sir®e kontrolaD®sir®e otuģen®Judika kontrola Judika otuģen®

0

5

10

15

20

25

30

35

30 60 90

re
g
e

n
e

ra
c
e(%

)

doba pŢsoben² roztoku PVS (min.)

D®sir®e kontrolaD®sir®e otuģen®Judika kontrola Judika otuģen®



¨ǊƻŘŀ 12/2022, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

37 

 

Z vĨsledkŢ vyplĨv§, ģe nejvyġġ² ģivotnost explant§tŢ a regeneraļn² schopnost po 

kryoprezervaci byla dosaģena v prŢmŊru po 60 minut§ch pŢsoben² roztoku PVS3 u varianty, 

kde byly rostliny otuģovan® roztokem 2 M sachar·zy, pŚi obsahu krystalick® f§ze 0,3 aģ 5 % 

(Tab.1). Z vĨsledkŢ vyplĨv§, ģe dosaģen² maxim§ln² ģivotnosti a regeneraļn² schopnosti po 

kryoprezervaci z§viselo, kromŊ genotypu, pŚedevġ²m na otuģov§n² rostlin pomoc² osmotick®ho 

stresu a na n§sledn® dehydrataci pomoc² kryoprotektivn²ho roztoku PVS3. Optim§ln² doba t®to 

dehydratace byla v prŢmŊru 60 minut, kdy zŢstal zachov§n velmi n²zkĨ pod²l voln® vody, kter§ 

vġak nezpŢsobila fat§ln² poġkozen² explant§tŢ. 

 

Z§vŊr  

Termick§ analĨza testovanĨch vzorkŢ pylu prok§zala jejich vysokou dehydrataci, kter§ se 

projevovala extr®mnŊ vysokĨmi hodnotami teplot skeln®ho pŚechodu. Vit§ln² barven² z§roveŔ 

prok§zalo vysokou m²ru poġkozen² pylovĨch zrn v dŢsledku vysok® dehydratace, ke kter® doġlo 

pravdŊpodobnŊ d²ky podm²nk§m pŚi sklizni nebo izolaci pylu. Tento poznatek ukazuje na 

nezbytnost kontroly podm²nek sbŊru, izolace a transportu pylu bramboru pŚed jeho 

kryoprezervac². U explant§tŢ bramboru byl prok§z§n vĨznamnĨ vliv otuģov§n² rostlin pomoc² 

osmotick®ho stresu a testovan®ho genotypu na ģivotnost a regeneraci explant§tŢ po 

kryoprezervaci. Optim§ln² doba dehydratace pomoc² modifikovan®ho kryoprotektivn²ho 

roztoku PVS3 byla zjiġtŊna po 60 minut§ch jeho pŢsoben². Termick§ analĨza prok§zala, ģe 

maxim§ln² vitalita explant§tŢ souvisela s pŚ²tomnost² n²zk®ho obsahu voln® vody (0,3 ï 5 %), 

kter§ mŢģe krystalovat pŚi poklesu teploty bŊhem kryoprezervace, ale zŚejmŊ nepŢsob² fat§ln² 

poġkozen² uchov§vanĨch vzorkŢ. 
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Predikce obsahu inhibitorŢ trypsinu u hrachu (Pisum sativum L.) 

 s vyuģit²m metody FT-NIRS 

Prediction of trypsin inhibitor content in pea (Pisum sativum L.) 

 using the FT-NIRS method 

Hor§ļek J. 

Agritec Plant Research, s.r.o., Ġumperk 

 

Abstrakt  

C²lem pr§ce bylo vytvoŚen² kalibraļn²ho modelu pro zaŚ²zen² FT-NIRS Antaris II. Vzorky 

zralĨch semen hrachu byly odeb²r§ny z maloparcelkovĨch pokusŢ s genovĨmi zdroji hrachu. 

Ve vzorc²ch byl stanoven obsah inhibitorŢ trypsinu (TIA). Vzorky byly promŊŚeny na 

analyz§toru FT-NIRS Antaris II a pomoc² pŚ²sluġn®ho chemometrick®ho softwaru byla 

vytvoŚena kalibraļn² rovnice v rozsahu 4,63 aģ 17,52 TIU. Na z§kladŊ provedenĨch diagnostik 

je kalibraļn² model vhodnĨ zejm®na pro skr²ningov§ mŊŚen². 

Kl²ļov§ slova: TIA, hr§ch 

 

Abstract 

The aim of the work was to create a calibration model for the FT-NIRS Antaris II analyzer. 

Samples of pea seed were collected from small-plot experiments with pea genetic resources. 

The content of trypsin inhibitors (TIA) was determined in the samples. Samples were then 

measured on an FT-NIRS Antaris II analyzer and a calibration equation in range 4,63 ï 17,52 

TIU was created using the appropriate chemometric software. Based on the performed 

diagnostics, the calibration model is particularly suitable for screening measurements. 

Key words: TIA, pea 

 

 

 

Đvod 

Inhibitory trypsinu (TI) jsou hlavn²m antinutriļn²m faktorem semen hrachu (Page et al. 2000). 

Stanoven² TIA (z anglick®ho ĂTrypsin inhibitor activityñ) je vyuģ²v§no pŚi ġlechtŊn² novĨch 

odrŢd hrachu s dŢrazem na n²zkĨ obsah TI. Z toho vyplĨvaj² i poģadavky na analytickou 

metodu, kter§ by mŊla bĨt rychl§, levn§ a mŊla by umoģŔovat analĨzu vŊtġ²ch s®ri² vzorkŢ. 

Metoda FT-NIRS se Śad² mezi metody molekulov® spektroskopie. Principem metody je 

absorpce energie z§Śen² molekulami analyzovan®ho vzorku, zpŢsobuj²c² zvĨġen² rotaļn²ch a 

vibraļn²ch stavŢ molekul. MŊŚen² prob²h§ v bl²zk® infraļerven® oblasti, odtud je odvozen n§zev 

metody (Near Infrared Spectroscopy ï NIRS). Jej² vĨhodou je nedestruktivnost, ļasov§ 

nen§roļnost, n²zk® n§klady na analĨzy, a pŚitom je zachov§na dostateļn§ pŚesnost a spr§vnost 

analĨzy. Metoda ļasto nevyģaduje ģ§dnou ¼pravu vzorku, pŚ²padnŊ pouze mlet² najemno. 

Metoda FT-NIRS je vhodn§ zejm®na pro rutinn² analĨzu velk®ho poļtu vzorkŢ a umoģŔuje 

stanoven² v²ce parametrŢ nejednou (Endlov§ et al. 2017). C²lem pr§ce bylo vytvoŚen² 

kalibraļn²ho modelu FT-NIRS pro analyz§tor Antaris II (Thermo Scientific, USA). Kalibraļn² 

model pro urļitĨ parametr vyjadŚuje m²ru korelace mezi vĨsledky z²skanĨmi metodou NIRS a 

laboratorn² referenļn² metodou a pro jeho spolehliv® vyj§dŚen² je potŚeba shrom§ģdit dostateļnŊ 

obs§hlĨ soubor vzorkŢ (Endlov§ et al. 2017). 

 

Materi§l a Metody 

Pro ¼ļely tvorby kalibraļn²ho modelu byl vytvoŚen soubor vzorkŢ hrachu set®ho s vysokou 

variabilitou stanovovan®ho parametru. Vzorky zralĨch semen hrachu byly odeb²r§ny 
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z maloparcelkovĨch pokusŢ s genovĨmi zdroji hrachu. Obsah TI byl stanoven laboratorn² 

analytickou metodou (Hor§ļek 2008), kter§ byla jiģ dŚ²ve vyvinuta na naġem pracoviġti na 

z§kladŊ starġ²ch metod (Bacon et al. 1995, Page et al. 2000). Vzorky semen hrachu byly nejprve 

namlety na laboratorn²m ġrotovn²ku Cyclotec 1093 (Foss Tecator, Ġv®dsko). Inhibitory trypsinu 

ze vzorku byly extrahov§ny do alkalick®ho extrakļn²ho pufru. K extraktu byl pŚid§n trypsin a 

po inkubaci tak® umŊlĨ substr§t, kterĨ byl trypsinem hydrolyzov§n za vzniku barevn®ho 

produktu. Absorbance produktu byla mŊŚena spektrofotometricky a z namŊŚenĨch hodnot 

absorbanc² byla vypoļ²t§na aktivita inhibitorŢ trypsinu, vyj§dŚen§ v jednotk§ch TIU (Hor§ļek 

2008). 

Pomlet® vzorky byly souļasnŊ zmŊŚeny na analyz§toru FT-NIRS Antaris II (Thermo Scientific, 

USA) vybavenĨm softwarem Omnic (Thermo Scientific, USA). MŊŚen² bylo provedeno 

v rotaļn² kruhov® kyvetŊ s kŚemennĨm dnem, propustnĨm pro NIR z§Śen². KaģdĨ vzorek byl 

mŊŚen ve tŚech opakov§n²ch a pro vĨpoļet bylo pouģito prŢmŊrn® spektrum. FT-NIRS spektra 

vzorkŢ hrachu jsou zn§zornŊna na obr§zku (Obr. 1). Pro zpracov§n² namŊŚenĨch spekter a 

vytvoŚen² kalibraļn²ho modelu byl vyuģit chemometrickĨ software TQ Analyst (Thermo 

Scientific, USA). Software je uģivatelsky pŚ²vŊtivĨ a pro tvorbu kalibrace umoģŔuje vyuģit² 

prŢvodce. Na vytvoŚen² kalibraļn²ho modelu pro stanoven² obsahu TI u hrachu byl aplikov§n 

algoritmus PLS (Partial Least Squares). Byly vypoļ²t§ny hodnoty standardn² chyby kalibrace 

(RMSEC) a korelaļn² koeficient kalibrace (R) (Obr. 2). Byly vyj§dŚeny odchylky 

predikovanĨch a laboratorn²ch hodnot (Obr. 3). 

DiagnostickĨ n§stroj ĂStatistical Spektra Toolñ byl pouģit pro vĨbŊr spektr§ln²ch oblast², ve 

kterĨch nejl®pe koreluje zmŊna v obsahu TI se zmŊnou absorbance ve spektru. Pomoc² 

diagnostik ĂSpectrum Outlierñ, ĂLeverageñ (Obr. 5) a ĂPrincipal Component Scoresñ byly ze 

souboru vylouļeny kalibraļn² vzorky, kter® vykazovaly velkou odchylku mezi laboratorn²mi a 

vypoļ²tanĨmi hodnotami a d§le pak spektra, kter§ byla vyhodnocena na z§kladŊ Chauvenetova 

testu jako odlehl§. Pro ovŊŚen² spolehlivosti a robustnosti kalibrace byla provedena kŚ²ģov§ 

validace. Byly vypoļ²t§ny hodnoty standardn² chyby cross-validace (RMSECV) a korelaļn² 

koeficient cross-validace (Rcv) (Obr. 4). 

 

VĨsledky a diskuse 

V r§mci kolekce genovĨch zdrojŢ hrachu bylo odebr§no a analyzov§no 270 vzorkŢ semen 

hrachu set®ho. PrŢmŊrnĨ obsah inhibitorŢ trypsinu se pohyboval na ¼rovni 7,45 TIU (Trypsin 

Inhibitor Unit), pŚiļemģ nejniģġ² stanovenĨ obsah TI u hrachu byl 4,63 TIU, nejvyġġ² obsah 

17,52 TIU. Kalibraļn² model pokryl celou ġ²Śi obsahu inhibitorŢ trypsinu u poln²ho hrachu, v²ce 

jsou v kalibraci zastoupeny vzorky s hodnotou obsahu TI do 10 TIU.  

Hodnota korelaļn²ho koeficientu kalibrace byla 0,96, hodnota standardn² chyby kalibrace byla 

0,755. Kalibraļn² model byl otestov§n pomoc² s®rie diagnostik, kter® jsou souļ§st² 

chemometrick®ho software TQ Analyst, spolehlivost kalibrace byla ovŊŚena kŚ²ģovou validac². 

Byla vyj§dŚena hodnota korelaļn²ho koeficientu kŚ²ģov® validace (Rcv) a chyba kŚ²ģov® 

validace (RMSECV).  

Hodnota korelaļn²ho koeficientu kŚ²ģov® validace byla 0,66, hodnota standardn² chyby kŚ²ģov® 

validace byla 2,04. Chyba kŚ²ģov® validace je vyġġ² neģ chyba kalibraļn², vŊtġ² odchylku 

vykazuj² hlavnŊ vzorky v oblasti nad 10 TIU. Tato oblast bude muset bĨt v budoucnu jeġtŊ 

doplnŊna dalġ²mi kalibraļn²mi vzorky.  

Pro vĨpoļet kalibraļn²ho modelu bylo pouģito 17 faktorŢ (Principal Components, PC). Do 

tŊchto promŊnnĨch jsou pŚeneseny algoritmem PLS dŢleģit® spektr§ln² informace zvolenĨch 

kalibraļn²ch oblast². Toto bylo potvrzeno diagnostikou PRESS (Obr. 6). 

Pouģit® diagnostiky a validace metody uk§zaly, ģe vytvoŚenĨ kalibraļn² model je dostateļnĨ 

pro screeningovou predikci obsahu TI metodou NIRS. Vyġġ² obsahy TI v hrachu nejsou 

v kalibraci zastoupeny v takov® m²Śe jako obsahy do 10 TIU a tyto vzorky zatŊģuj² kŚ²ģovou 
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validaci vyġġ² chybou. Je vġak nutn® m²t na pamŊti, ģe pŚesnost metody NIRS je vģdy z§visl§ 

na pouģit® prim§rn² analytick® metodŊ a jej² chyba nemŢģe bĨt z principu nikdy niģġ², neģ je 

chyba analytick® metody, pouģit® pro kalibraci.  

Hlavn² vĨhodou metody NIRS, oproti prim§rn² analytick® metodŊ, je snadn§ a rychl§ pŚ²prava 

vzorku, kter§ spoļ²v§ pouze v jeho dokonal® homogenizaci pomoc² mlĨnku. Vlastn² mŊŚen² je 

pak velmi rychl®, tŚi opakovan§ mŊŚen² jednoho vzorku lze pohodlnŊ prov®st do pŊti minut, 

metoda je tak velmi vhodn§ pro rychl§ screeningov§ mŊŚen². 

 

Z§vŊr 

Byl vytvoŚen kalibraļn² model pro predikci obsahu inhibitorŢ trypsinu u poln²ho hrachu 

metodou FT-NIRS. Metoda bude vyuģiteln§ pŚi popisu genovĨch zdrojŢ hrachu, ale zejm®na 

pŚi ġlechtŊn², kdy je potŚeba prov§dŊt screeningov® vyhodnocen² velk®ho mnoģstv² vzorkŢ. 

Kalibraļn² model bude kaģdoroļnŊ doplŔov§n o dalġ² namŊŚen® hodnoty, aby byly pokryty 

vlivy roļn²ku a aby byl doplnŊn o standardy s vyġġ²m obsahem TI. 

 

 

 

 
 

Obr. 1: FT-NIRS spektra vzorkŢ hrachu 
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Obr. 2: Korelace predikovanĨch (NIRS) a laboratorn²ch hodnot obsahu TIA u poln²ho hrachu, 

korelaļn² koeficient R = 0,96, RMSEC = 0,755 

 

 

 
Obr. 3: Odchylky predikovanĨch (NIRS) a laboratorn²ch hodnot obsahu TIA u poln²ho hrachu 
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Obr. 4: KŚ²ģov§ validace modelu pro predikci TIA, korelaļn² koeficient RCV = 0,657, RMSECV 

= 2,04 

 

 

 

 

 
Obr. 5: Validace Leverage 
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Obr. 6: Diagnostika PRESS 
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Abstrakt   

ĠlechtŊn² hospod§ŚskĨch plodin je dlouhodobĨ proces, kterĨ je velmi n§roļnĨ na ļas, prostor, 

pracovn² s²lu a zejm®na finance. Z§mŊrem ġlechtitelŢ je tento proces zkr§tit. Jednou z moģnost² 

je vyuģit² mutagenŢ. Pro testov§n² ¼ļinnosti chemomutagenu byly pouģity dvŊ odrŢdy druhu 

Papaver somniferum a 6 odrŢd nebo ġlechtitelskĨch materi§lŢ Sinapis alba. Osivo bylo 

oġetŚeno bŊģnĨm mutagenem EMS v rŢznĨch koncentrac²ch. Celkem bylo hodnoceno 262 

vzorkŢ vļetnŊ neoġetŚenĨch kontrol. Pro hodnocen² moģnĨch zmŊn v genotypu bylo pouģito 17 

mikrosatelitovĨch markerŢ, kter® jsou ovŊŚen® pŚedchoz²mi vĨzkumy. Na z§kladŊ analĨz bylo 

identifikov§no 52 vzorkŢ s odliġnĨmi velikostmi alel oproti vzorkŢm kontroln²m. Đļinky 

mutageneze maj² na zmŊny v genomu vŊtġ² vliv u druhu S. alba neģ u druhu P. somniferum.  

Kl²ļov§ slova: m§k, mutageneze, molekul§rn² markery 

 

Abstract 

Breeding of agricultural crops is a long-term process that is very demanding in terms of time, 

space, manpower and especially finances. The intention of the breeders is to shorten this 

process. One possibility is the use of mutagens. Two varieties of Papaver somniferum and six 

varieties of Sinapis alba were treated with EMS mutagen to test the effectiveness of this 

mutagen. A total of 262 samples including untreated controls were evaluated.  To evaluate 

possible changes in the genotype 17 microsatellite markers verified by previous research were 

used. Based on the molecular analyses 52 samples (offsprings) with different allele sizes were 

identified compared to the control sample. The mutagen had a greater effect on the genemone 

changes in Sinapis alba. The molecular data will be compared with the phenotypic 

characteristics in further research. 

Keywords: Poppy seed, mutagenesis, molecular markers 

 

 

Đvod 

PŊstov§n² olejnin m§ v Ļesk® republice dlouhodobou tradici. Mezi nejpŊstovanŊjġ² olejniny u 

n§s mŢģeme zaŚadit Śepku olejku, m§k setĨ, sluneļnici, hoŚļice, len olejnĨ a s·ju luġtinatou. 

Zejm®na m§k setĨ (Papaver somniferum L.) m§ dlouho tradici pŊstov§n² ve stŚedn² EvropŊ. 

Jeho pŊstov§n² bylo a st§le je rozġ²Śeno zejm®na mezi slovanskĨmi n§rody (Fej®r, 2015). 

NejvŊtġ²m pŊstitelem a vĨvozcem potravin§Śsk®ho m§ku je dlouhodobŊ Ļesk§ republika. 

TradiļnŊ jsou v naġich podm²nk§ch pŊstov§ny zejm®na ļesk® a slovensk® n²zkomorfinov® 

modrosemenn® odrŢdy (ĐKZUZ, 2021). V posledn²ch p§r letech si ovġem zaļ²naj² d²ky 

ġlechtŊn² hledat sv® m²sto na trhu i odrŢdy s jinou barvou semen, napŚ. okrov§ (Redy), ļerven§, 

ġed§, ļi b²l§. Pr§vŊ bŊlosemenn® odrŢdy (Orel, Racek) jsou vyhled§van® pro svou specifickou 

chuŠ, v roce 2020 byly tyto odrŢdy vysety pŚibliģnŊ na 1500 ha. Tuzemsk® produkce je 

exportov§no aģ 90 %, zejm®na do slovanskĨch zem², pro jejichģ kuchyni je m§k tradiļn² 

surovinou (Zukalov§, 2009).  

Dalġ² z vĨznamnĨch olejnin pŊstovanĨch v ĻR jsou hoŚļice. NejbŊģnŊji pŊstovanĨm druhem je 

hoŚļice b²l§ (Sinapis alba L.). Dalġ²mi druhy pak mohou bĨt hoŚļice ļern§ (Brassica nigra) a 
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hoŚļice sarepsk§ (Brassica juncea). HoŚļice jsou pŊstov§ny zejm®na pro potravin§Śsk® ¼ļely, 

jako p²cnina a v posledn² dobŊ tak® jako obl²ben§ plodina pro zelen® hnojen². V posledn² dek§dŊ 

se osevn² plochy hoŚļice pohybuj² kolem 15 tis. ha (Ġindelkov§, 2020).  

D²ky velk®mu mnoģstv² odrŢd a intenzivn²mu ġlechtŊn² jen na nŊkter® parametry doch§z² 

k efektu tzv. bottlenecku, tzn. ke z¼ģen² genetick® diverzity. Proto se hledaj² jin® zpŢsoby 

produkce novĨch odrŢd, neģ jen pomoc² klasick®ho kŚ²ģen². Jednou z moģnost² je chemick§ 

mutageneze. Mezi nejļastŊjġ² chemick® mutageny patŚ² EMS (etylmetansulf§t) a DES 

(dietylsulf§t). PŢsoben² mutagenŢ bĨv§ n§hodnĨ proces s nejistĨm vĨsledkem, ale t²mto 

zpŢsobem mohou vznikat velmi zaj²mav® varianty odrŢd. Pouģit² mutagenŢ mus² bĨt bezpeļn® 

s ohledem na lidsk® zdrav². PŚi selekci mutantn²ch rostlin je nutn® ve stejnĨch podm²nk§ch 

pŊstov§n² drģet i kontroln² odrŢdy nevystaven® ¼ļinkŢm mutagenŢ, aby byl moģnĨ c²lenĨ vĨbŊr 

na ģ§douc² mutac² zmŊnŊn® znaky. Fenotypov® vlastnosti mutantŢ lze ļasto odhalit aģ 

v generaci M1, tedy po samoopylen², kdy jsou rostliny homozygotn² (Ehrenbergerov§, 2014). 

Dalġ² moģnost² je vyuģit² molekul§rn²ch markerŢ, d²ky jejichģ pomoci lze zmŊny v genomu 

odhalit i v poļ§teļn²ch f§z² rŢstŢ rostliny nedestruktivn² metodou.  

C²lem t®to pr§ce bylo zhodnotit, zda doġlo v prŢbŊhu vystaven² odrŢd mutagenn²m ¼ļinkŢm ke 

zmŊnŊ ve struktuŚe genomu nŊkolika odrŢd u m§ku set®ho a hoŚļice b²l®. Tyto zmŊny byly 

hodnoceny pomoc² mikrosatelitovĨch markerŢ.  

 

Materi§l a metodika 

Semena m§ku byla vystaveno ¼ļinkŢm mutagenn² l§tky 1% EMS (etylmethansulfon§t). Jedn§ 

se o mutagenn² slouļeninu produkuj²c² n§hodn® mutace v genetick®m materi§lu substituc² 

nukleotidŢ (Sega, 1984). Pro identifikaci pŚ²padnĨch zmŊn v genetick® struktuŚe semen m§ku 

set®ho oġetŚenĨch mutagenem byla vybr§na potomstva dvou odrŢd: OP-P-19 (80 vzorkŢ) a 

AMETISZT (61 vzorkŢ). Od kaģd® odrŢdy byl vģdy jeden kontroln² vzorek, kterĨ nebyl 

vystaven ¼ļinkŢm mutagenu. U hoŚļic bylo testov§no 6 rŢznĨch genotypŢ druhu Sinapis alba: 

odrŢdy Warta, Salsa a Silenda a ġlechtitelsk® materi§ly 6823, 6824 a 6825. Semena hoŚļice 

byla vystavena rŢznĨm koncentrac²m EMS, od 0,6% do 4%. U hoŚļic bylo hodnoceno celkem 

121 potomstev. 

PŚed samotnĨm oġetŚen²m byla semena nemoļena 18 hodin ve vodŊ. Pot® byla pŚebyteļn§ voda 

slita a k osivu byl pŚid§m roztok EMS o rŢzn® koncentraci. BaŔky s osivem byly zabaleny do 

alobalu, aby bylo zamezeno pŚ²stupu svŊtla a um²stily se na tŚepaļku. EMS se nechal pŢsobit 

po dobu 1 ï 2 hodin pŚi laboratorn² teplotŊ. Po t®to dobŊ byl roztok EMS slit a osivo se um²stilo 

pod proud tekouc² vody po dobu 30 minut, tak aby doġlo k dŢkladn®mu vymyt² mutagenu.  
Pro hodnocen² zmŊn v genomu byl veġkerĨ materi§l dod§n ve formŊ semen generace M2 

v mnoģstv² od 10-20 ks u m§ku, v pŚ²padŊ hoŚļice to bylo 1-5 semen, dle moģnost² ġlechtitelŢ. 

Tento materi§l byl um²stŊn do vĨsevn²ho substr§tu. Rostliny se nechaly vyrŢst do velikosti 

dŊloģn²ch l²stkŢ, pŚiļemģ tento proces trval pŚibliģnŊ 14 dn².  

Po t®to dobŊ, byly odebr§ny l²stky jednotlivŊ dle variant do pap²rovĨch s§ļkŢ a vzorky byly 

uloģeny cca 7 dn² v silicagelu. D²ky tomu doġlo k pomal®mu a ġetrn®mu vysuġen² materi§lu. Po 

jednom tĨdnu byly vysuġen® rostlinky um²stŊny do 2 ml mikrozkumavky, byly pŚid§ny 

sklenŊn® kuliļky a materi§l byl homogenizov§n v automatick® homogeniz§toru Beat Ruptor 96 

(Omni Interanational Inc., USA) po dobu 30 sec pŚi maxim§ln² frekvenci. 

Z takto pŚipraven®ho materi§lu byla izolov§na DNA pomoc² modifikovan® metodiky pro 

izolaci DNA z rostlinn®ho materi§lu (Doyle, 1991). Tento typ izolace je pro analĨzu ovŊŚenĨ a 

vhodnĨ, d²ky vysok® koncentraci a ļistotŊ DNA (Jozov§, 2020).  

Jako marker pro identifikaci mutantn²ho osiva byly pouģity mikrosatelitov® markery. Celkem 

bylo pouģito 10 specifickĨch mikrosatelitovĨch markerŢ pro m§k: Psom4, Psom17_B, 

OPEST026_B, OPEST081c, OPEST053, OPEST106, SSR001, SSR57_A, SSR57_B, psSSR69 

(Ondreiļkov§ 2017, Vaġek 2019), a 7 specifickĨch mikrosatelitovĨch markerŢ pro hoŚļice: 
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BoREM1b, BoIAB19TF, BoPC34, P381, D3, P7 a P35 (Louarn , 2007, Cui 2008). PŚi analĨze 

pro m§k bylo postupov§no podle metodiky Jozov§ a kol. (2020). U hoŚļic byl postup 

n§sleduj²c². CelkovĨ objem reakce 10 Õl. Sloģen² roztoku: 1x reakļn² pufr (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, 0,5 U Taq Purple DNA polymer§zy (PPP Master Mix, Top-Bio, CZ), 2x BSA 

a 50 ng templ§tov® DNA. Amplifikace probŊhla na termocycleru Biometra TProfessional pŚi 

n§sleduj²c²m teplotn²m profilu: poļ§teļn² denaturace 5 min pŚi 94 ÁC, 31 cyklŢ v profilu 1 min 

95 ÁC, 1 min 52-59 ÁC (dle pouģit®ho primeru), 1 min 72 ÁC a koneļn§ elongace 5 min 72 ÁC.  

VĨsledky PCR amplifikace byly vizualizov§ny pomoc² fragmentaļn² analĨzy s vyuģit²m 

fluorescenļnŊ znaļenĨch forward primerŢ. Vyhodnocen² prob²halo v programu 

GeneMapper TM (ThermoFisher Scientific, USA).  

  

 

VĨsledky  

PŚi odeb²r§n² vzorkŢ bylo pozorov§no, ģe nŊkter® odrŢdy vĨraznŊ hŢŚe kl²ļ², tento jev byl 

pozorov§n zejm®na u odrŢd druhu S. alba. VĨsledky kl²ļen² jsou uvedeny v tabulce 1. 

 
Tabulka 1 /ƘŀǊŀƪǘŜǊƛǎǘƛƪŀ ƪƭƝőƛǾƻǎǘƛ ƻŘǊǻŘ Ǉƻ ƻǑŜǘǌŜƴƝ ŎƘŜƳƻƳǳǘŀƎŜƴŜƳ 

druh  genotyp % 

EMS 

poļet 

potomstev 

vzeġlo 

potomstev 

% 

vzch§zen² 

Papaver 

somniferum 

OP-P-19 1  81 79 97,5 

Ametizst 1 60 60 100 

 

 

Sinapis 

alba 

Warta 0,6 85 76 89,4 

Salsa 0,6 9 8 88,9 

Silenda 1,5 35 20 57,1 

6823 4 1 1 100 

6824 2 32 11 34,4 

6825 2 10 7 70 

celkem   313 262 83,7 

 

Podle vĨsledkŢ bylo kl²ļen² rŢznĨch variant velmi odliġn®, od 34,4% u genotypu 6824 druhu 

S. alba aģ po 100% vzch§zivost u genotypu Ametizst druhu P. somniferum a genotypu 6823 

druhu S. alba. PrŢmŊrn§ vzch§zivost byla 83,7 %, pŚiļemģ jako ide§ln² kl²ļivost u materi§lŢ 

oġetŚenĨch chemomutagenem je 75 %. T®to hodnoty dos§hlo 5 variant, oba genotypy druhu 

P. somniferum (OP-P-19 a Ametizst) a 3 genotypy S. alba (Warta, Salsa a 6823).   

Po odbŊru materi§lu a extrakci DNA byla provedena PCR analĨza pro mikrosatelitov® markery 

dle vĨġe uveden® metodiky. Amplifikace probŊhla standardn²m zpŢsobem u vġech variant obou 

druhŢ. U druhu P. somniferum bylo celkovŊ amplifikov§no 31 alel u deseti mikrostelitovĨch 

markerŢ, u druhu S. alba to bylo 23 alel pro sedm mikrosatelitovĨch markerŢ. Obr§zky 1A a 

1B zobrazuj² uk§zku amplifikac² u kontroln²ho a mutovan®ho vzorku.  
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hōǊłȊŜƪ 1 ¦ƪłȊƪŀ ŀƳǇƭƛŦƛƪŀŎŜ ƳƛƪǊƻǎŀǘŜƭƛǘƻǾȇŎƘ ƳŀǊƪŜǊǻ 

Obr§zek 1A zobrazuje velikost alel pro mikrosatelitovĨ primer OPEST106. Na spodn² ļ§sti 

obr§zku je zobrazena alela u kontroln² vzorku odrŢdy OP-P-19 o velikosti 192 bp. V horn² ļ§sti 

je vzorek ļ. 1/137, u kter®ho jsou jasnŊ patrn® dvŊ alely o velikosti 192 a 195 bp. Obr§zek 1B 

zobrazuje velikost alel pro mikrosatelitovĨ primer BoREM1b. Na horn² ļ§sti obr§zku je 

kontroln² vzorek odrŢdy Warta s velikost² alel 245 bp, v doln² ļ§sti je oġetŚenĨ vzorek, u kter®ho 

se amplifikovaly alely o velikostech 245 a 249 bp.    

Alely vġech variant byly vģdy porovn§ny s kontroln²m vzorek, kterĨ nebyl oġetŚen. VĨsledky 

jsou uvedeny v tabulce 2. 

 
Tabulka 2 Charakteristika genetickŞ ƻŘƭƛǑƴƻǎǘƛ 

druh  genotyp % 

EMS 

poļet 

analyzovanĨch 

potomstev 

geneticky 

odliġnĨch 

% 

odliġnosti 

variabiln²ch 

markerŢ 

Papaver 

somniferum 

OP-P-19 1 79 8 10,1 7 z 11 * 

Ametizst 1 60 4 6,7 5 z 12 * 

 

 

Sinapis 

alba 

Warta 0,6 76 19 25 4 z 8 

Salsa 0,6 8 5 62,5 4 z 8 

Silenda 1,5 20 9 45 4 z 8 

6823 4 1 0 0 0 z 8 

6824 2 11 6 54,5 6 z 8 

6825 2 7 1 14,3 1 z 8 

celkem   262 52 19,8   

 

* U m§ku nedoch§z² vģdy k amplifikaci vġech markerŢ u jednotlivĨch odrŢdy, proto je celkovĨ 

poļet markerŢ odliġnĨ.  

 

U amplifikace alel byly vĨrazn® rozd²ly jak mezi druhy, tak i mezi jednotlivĨmi opakov§n²mi 

u vġech variant. U druhu P. somniferum bylo rozd²lnĨch 6,7 respektive 10,1 %, pro druh S. alba 

se procento odliġnost² v opakov§n² pohybovalo od 0 do 62,5 %. Tyto rozd²ly mohou bĨt 

zpŢsobeny koncentrac² chemomutagenu, vyrovnanost² odrŢdy, ale tak® poļtem opakov§n² ve 

variantŊ, ģ§dn§ z tŊchto hypot®z ovġem nen² jednoznaļnŊ prokazateln§. Co je ovġem 

prokazateln®, ģe u druhu P. somniferum nedoch§z² po oġetŚen² chemomutagenem k tak vĨrazn® 

A B 
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zmŊnŊ v genomu jako je to u druhu S. alba. Z celkov®ho poļtu 262 opakov§n² bylo 52 geneticky 

odliġnĨch, coģ je 19,8 %.   

 

Diskuze 

Mutagenez² se ve sv® studii zabĨval tak® Sikora (2011), kterĨ porovn§val nŊkolik chemickĨch 

mutagenŢ a jejich pŢsoben² na rŢzn® hospod§Śsk® plodiny. Vlivy mutagenŢ zkouġel nŊkolika 

screeningovĨmi metodami. PodobnĨ vĨzkum prov§dŊli i Walkowiak a Ogrodowczyk (2013), 

kteŚ² zjiġŠovali ovġem pouze zmŊny v obsahu morfinu v makovinŊ u odrŢdy Lazur, nikoliv vġak 

zmŊny ve struktuŚe cel®ho genomu. Metoda hodnocen² pomoc² mikrosatelitovĨch markerŢ 

ovġem v jejich pokusech zahrnuta nebyla. Vyuģit² mikrosatelitŢ ve svĨch pokusech ale 

pouģ²vali napŚ. Kostova a kol. (2008), kteŚ² hodnotili genetickou diverzitu u 12 mutantn²ch lini² 

druhu Zea mays. Pro identifikaci pouģili 18 mikrosatelitovĨch markerŢ. Huang a kol. (2016) u 

270 mutantŢ druhu Glycine max pouģili chemomutagenu EMS i metodu ozaŚov§n² gama 

z§Śen²m. KromŊ genotypovĨch zmŊn hodnocenĨch 82 p§ry SSR markerŢ, byla v t®to studii 

provedena i analĨza fenotypov§. Ve vġech vĨġe uvedenĨch pokusech doġlo prokazatelnŊ ke 

zmŊn§m nejen na ¼rovni fenotypu, ale tak® na ¼rovni genotypu.    

 

Z§vŊr 

Pro identifikaci zmŊn v genomu u semen oġetŚenĨch 0,6 - 4% roztokem EMS mutagenu bylo 

pouģito celkem 17 mikrosatelitovĨch markerŢ, kter® jsou bŊģnŊ vyuģ²v§ny pro hodnocen² 

genetick® variability u odrŢd m§ku set®ho a hoŚļice b²l®. CelkovŊ bylo porovn§v§no 

262 potomstev vļetnŊ kontroln²ch neoġetŚenĨch vzorkŢ. Na z§kladŊ vĨsledkŢ z fragmentaļn² 

analĨzy bylo zjiġtŊno, ģe v pŚ²padŊ druhu P. somniferum bylo od kontroln²ch vzorkŢ odliġnĨch 

12 potomstev z celkov®ho poļtu 139 potomstev. U druhu S. alba byly tyto hodnoty velmi 

rozd²ln®. Z celkov® poļtu 123 potomstev bylo odliġnĨch 40 vzorkŢ, tzn. t®mŊŚ tŚetina vġech 

hodnocenĨch vzorkŢ. Vliv mutageneze m§ tedy na druh S. alba jednoznaļnŊ vŊtġ² vliv, neģ na 

druh P. somniferum. Mikrosatelitov® markery se uk§zaly jako vhodnĨ n§stroj nejen pŚi 

identifikaci odrŢd, ale i pŚi identifikaci moģnĨch zmŊn v genomu odrŢd vystavenĨch 

mutagenn²m ¼ļinkŢm. V kombinaci s hodnocen²m dalġ²ch parametrŢ jako jsou napŚ²klad 

fenotypov® vlastnosti, nebo nutriļn² hodnoty mohou d²ky tomu vzniknou nov® unik§tn² odrŢdy.   
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Abstrakt  

Technologie molekul§rn²ch markerŢ je integrov§na do st§vaj²c²ch programŢ ġlechtŊn² rostlin a 

vybran® rezistentn² genotypy podle molekul§rn²ch markerŢ mohou bĨt pouģity pro hybridizaci. 

Tato studie hodnotila asociaci molekul§rn²ho markeru BODM1 s odolnost² vŢļi pl²sni 

Hyaloperenospora parasitica u 24 genotypŢ Brasica oleracea. .Marker nevykazuje d®lkovĨ 

polymorfismus mezi rezistentn²mi a n§chylnĨmi varietami. Avġak sekvenace uvedenĨch 

vzorkŢ pouk§zala na 96% variabilitu tandemov® sekvence ATC, nach§zej²c² se ve 3. intronu 

glukosinol§tov® dr§hy druhŢ Brassica, kter§ by mohla bĨt v dalġ²ch studi²ch pouģita jako 

molekul§rn² marker. 

Kl²ļov§ slova: Brukvovit®, sekvenov§n², houbov® choroby, mikrosatelity, ġlechtitelstv² 

 

Abstract 

Molecular marker technology is integrated into existing plant breeding programmes, and 

selected resistant genotypes based on molecular markers can be used for hybridisation. This 

study evaluated the association of BODM1 molecular marker with resistance to 

Hyaloperenospora parasitica for set of 24 Brassica oleracea genotypes. The marker does not 

show length polymorphism between resistant and susceptible varieties. However, sequencing 

of these samples indicated a 96% variability in the tandem ATC sequence located in the 3rd 

intron of the glucosinolate pathway of Brassica species, which could be used as a molecular 

marker in future studies. 

Key words: Brassicaeae, sequencing; fungal diseases; microsatellites; plant breeding 

 

Đvod 

Rod Brassica zahrnuje tŚi hlavn² pŊstovan® druhy, B. nigra, n = 8; B. oleracea, n = 9; a B. rapa, 

n = 10, z nichģ vġechny jsou diploidn². Tyto druhy zahrnuj² velmi rozmanit® plodiny, 

oznaļovan® jako morfotypy, kter® vznikly v dŢsledku umŊl®ho vĨbŊru bŊhem domestikace a 

ġlechtŊn² a navz§jem se odliġuj² svou morfologi² (Kim et al. 2018). Brassica oleracea L. (B. 

oleracea) je pak jedn²m z nejdŢleģitŊjġ²ch druhŢ ļeledi Brassicaceae, protoģe zahrnuje mnoh® 

z hospod§Śsky vĨznamnĨch druhŢ zeleniny na svŊtŊ (Bayer et al. 2019). Variety B. oleracea 

zahrnuj² mnoho obl²benĨch a vĨģivnĨch zeleninovĨch plodin vļetnŊ zel², kvŊt§ku, brokolice, 

rŢģiļkov® kapusty, kedlubny a kapusty. Tyto variety jsou vġak n§chyln® k ŚadŊ patogenŢ, 

Plasmodiophora brassicae, Sclerotinia sclerotiorum, Erysiphe cruciferarum; Fusarium 

oxysporum f. sp. conglutinans a tak® Hyaloperenospora parasitica (Lv et al. 2020). Pl²seŔ, 
zpŢsoben§ oblig§tn²m houbovĨm parazitem Hyaloeronospora parasitica (H. parasitica) Pers.: 

Fr., jej²ģ taxonomicky spr§vnĨ n§zev u Brassica spp. je Hyaloperonospora brassicae, patŚ² 

mezi nejniļivŊjġ² choroby plodin B. oleracea. Tato choroba je rozġ²Śena po cel®m svŊtŊ a lze ji 

nal®zt u mnoha hospod§Śsky vĨznamnĨch druhŢ u ļeledi Brassicaceae. NapŚ²klad brokolice 

mŢģe bĨt n§chyln§ k infekci bŊhem vġech rŢstovĨch st§di², ale infekce rostlin ve st§diu 

dŊloģn²ch l²stkŢ je nejġkodlivŊjġ². Pokud jsou infikov§ny dŊloģn² listy a mlad® tk§nŊ, sazenice 
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ļasto zakrn² nebo uhyne a sn²ģ² se vĨznamnŊ vĨnos plodin (Giovannelli et al. 2002). Choroba 

tak® zpŢsobuje defoliaci u dospŊlĨch rostlin na poli, coģ sniģuje nejen vĨnos, ale i kvalitu 

hl§vek (Jensen et al. 1999) a za pŚ²znivĨch klimatickĨch podm²nek se pak mŢģe st§t epidemi² 

(Coelho a Monteiro 2003). Infekce sazenic je velmi ļast§ hlavnŊ ve ġkolk§ch, zejm®na ve 

sklen²c²ch, kde se rostliny s§zej² nahusto. Za pŚ²znivĨch podm²nek mŢģe Hyaloeronospora 

parasitica (H. parasitica) infikovat aģ 50ï60 % semen zel² a sn²ģit tak sklizeŔ o 16ï20 % 

(Saharan et al. 2017). V Ļ²nŊ je tato pl²seŔ zodpovŊdn§ aģ za 90% ztr§tu vĨnosu ļ²nsk®ho zel² 

(B. rapa) (Yu et al. 2009). 

Aplikace fungicidŢ mŢģe poskytnout urļitou kontrolu nad touto pl²sn², ale ġlechtŊn² novĨch 

rezistentn²ch kultivarŢ nab²z² praktiļtŊjġ² a dlouhodob® Śeġen². NŊkolik zdrojŢ rezistence k t®to 

pl²sni bylo identifikov§no u druhu B. oleracea, a to jak u semen§ļkŢ (Natti el al. 1967; Hoser 

Krauze et al. 1995; Jensen et al. 1999; Farnham et al. 2002; Giovannelli et al. 2002), tak i ve 

f§zi dospŊlĨch rostlin (Mahajan et al. 1995; Coelho 1998; Farinh· et al. 2007; Coelho and 

Monteiro 2018). 

Technologie molekul§rn²ch markerŢ je integrov§na do st§vaj²c²ch programŢ ġlechtŊn² rostlin 

(molekul§rn² ġlechtŊn²), coģ umoģŔuje vĨzkumn²kŢm rychleji a pŚesnŊji pŚistupovat ke genŢm 

odolnosti vŢļi chorob§m, pŚen§ġet je a kombinovat. PŚ²stup molekul§rn²ho ġlechtŊn² pom§h§ 

pŚi vļasn® generaļn² detekci alel rezistence v jak®mkoli prostŚed² dlouho pŚedt²m, neģ je znak 

fenotypovŊ vyj§dŚen, coģ dod§v§ vysokou dŢvŊru v selekci. Vybran® genotypy mohou bĨt 

pouģity pro hybridizaci ve stejn® sez·nŊ, ļ²mģ se urychl² vĨvoj odrŢd pro odolnost vŢļi 

chorob§m (Shaw et al. 2021). VŊtġina genŢ rezistence je pŚ²tomna ve vŊtġ²ch nebo menġ²ch 

shluc²ch m²sto n§hodn® distribuce na chromozomech. V souļasnosti, je nejefektivnŊjġ² 

metodou identifikace rezistentn²ch rostlin ve ġlechtitelstv², selekce za pomoci molekul§rn²ch 

markerŢ. SSR (Short Sequence Repeat) markery, jsou sekvence repetitivn² DNA sloģen® 

z opakuj²c²ho se motivu o dan®m poļtu nukleotidŢ (obvykle 2 aģ 5). Tento opakuj²c² se motiv 

je v sekvenci pŚ²tomen mnohokr§t, pŚiļemģ poļet jeho opakov§n² je unik§tn² pro kaģd®ho 

jedince (Powell et al. 1996). Vzhledem ke konzervovan® povaze lemuj²c²ch sekvenc², mohou 

bĨt pouģity k rozliġen² d®lkov®ho polymorfismu mezi pŚ²buznĨmi druhy. Bylo pops§no velk® 

mnoģstv² SSR markerŢ (Lowe et al. 2004; Piquemal et al. 2005; Gao et al. 2007; Carlier et al. 

2012; Sigh et al. 2015; Saha et al. 2020). Jeden z tŊchto markerŢ, BODM1 (Gao et al. 2007), 

kterĨ souvis² s rezistenc² vŢļi H. parasitica u juveniln²ch rostlin B. oleracea, byl vybr§n a 

testov§n v t®to studii. C²lem studie bylo zjistit, zda testovanĨ BODM1 marker (Gao et al. 2007) 

dok§ģe rozliġit n§chyln® a rezistentn² genotypy variet B. oleracea testovanĨch ve VĨzkumn®m 

¼stavu rostlinn® vĨroby v Olomouci. 

 

Materi§l a metody 

RostlinnĨ materi§l a standardy 

Na analĨzy DNA, byly pouģity listy variet B. oleracea (kvŊt§k, brokolice, zel², rŢģiļkov§ 

kapusta, kedlubna a kapusta), kter® byly testov§ny na rezistenci vŢļi Hyaloperenospora 

parasitica podle metody Coelho a Monteiro 2003, ve VĨzkumn®m ¼stavu rostlinn® vĨroby 

v Olomouci. 

Genotypy standardŢ B. oleracea convar. Italica: rezistentn² HRIGRUOL87125 a n§chylnĨ 

HRIGRUOL87098 (Farinh· et al. 2007; Carlier et al. 2012), byly laskavŊ poskytnuty genovou 

bankou z Warwicku (Warwick Genetic Resources Unit - https://warwick.ac.uk). Dalġ²m 

standardem byla: rezistentn² Couve Algarvia a n§chyln§ Couve de Corte (B. oleracea convar. 

Acefala). LaskavŊ poskytnut® Dr. Paulou Santhos Coelho (University of Catania, Portugalsko). 

Hodnocen² fenotypu interakce 

Testovan® rostliny, kultivovan® za kontrolovanĨch podm²nek, byly naoļkov§ny ve st§diu 

dŊloģn²ch l²stkŢ pŊti rasami izol§tu H. parasitica. N§slednŊ bylo provedeno symptomatick® 

hodnocen² na z§kladŊ jejich rezistentn² a n§chyln® odpovŊdi. Fenotyp interakce byl hodnocen 
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podle modifikovan® metody popsan® Coelho and Monteiro 2003. N§slednŊ byl fenotyp 

interakce rozdŊlen dle stupnice zvyġuj²c² se citlivosti, s ohledem na sporulaci patogenu a reakci 

hostitele. Rostliny v 1. tŚ²dŊ byly zcela rezistentn², ve 2. tŚ²dŊ byly rezistentn², ve 3. tŚ²dŊ byly 

ne¼plnŊ rezistentn² a rostliny ve 4. tŚ²dŊ byly n§chyln®. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabulka 1  Sekvenovan® vzorky 14 rezistentn²ch a 9 n§chylnĨch vzorkŢ odrŢd B. oleracea 

 
 

Molekul§rn² analĨzy 

Rostlinn§ genomick§ DNA byla extrahov§na a 50 ng/ɛl roztoku DNA bylo pouģito pro 

n§slednou PCR analĨzu. Forward primer (Gao et al. 2007) byl fluorescenļnŊ oznaļen (5ǋPET).  

Amplifikace (PCR reakce) probŊhla pomoc² zaŚ²zen² Applied Biosystem Thermal Cycler 

(Applied Biosystems, USA). PŚi n§sleduj²c²m teplotn²m profilu: 15 minut denaturace a aktivace 

HotStarTaq DNA polymer§zy pŚi 95 ÁC, n§sledov§no 35 cykly (30 sekund denaturace pŚi 94 

Rezistentn² vzorky sekvence motiv

HRIGRUOL87125 brokolice standard Warwick ATCATCAATTC ATCATC

Couve Algarve kapusta standard Portugalsko ATCATCAATTC ATCATC

B1800028 kvŊt§k Delta ATCATCAATTC ATCATC

B1800006 kvŊt§k Bolero  ATCATCAATTC ATCATC

B1800035 kvŊt§k StupickĨ obrovskĨ  ATCATCAATTC ATCATC

B1800279 brokolice Cavolo Cavolinaizza ATCATCATCATCAATTCA ATCATC

B1800253 kedlubna Cavolo ATCATCATCAATTC ATCATC

B1800254 kedlubna Cavulu Augusto ATCATCAATTC ATCATC

B1800084 zel² - Savoy B.O. sabauda ATCATCAATTC ATCATC

B1800088 kapusta B.O. acephala ATCATCAATTC ATCATC

B1800285 kapusta B.O. tronchuda Rabicu ATCATCATCAATTC ATCATC

B1800226 rŢģiļkov§ kap. C.d Bruxelles MNATCATCAATTC ATCATC

B1800067 Brassica dreanensis ATCATCAATTC ATCATC

B1800076 Brassica villosa ATCATCAATTC ATCATC

N§chyln® vzorky

HRIGRU00OL87098brokolice standard Warwick ATCATCAATTC ATCATC

Couve de Corte kapusta standard Portugalsko ATCATCAATTC ATCATC

B1800089 kvŊt§k z It§lieATCATCAATTC ATCATC

B1800105 brokolice z It§lieATCATCATCAATTC ATC

B1800080 kedlubna z It§lieATCATCATCAATTC ATC

B1800049 zel² Landrace (Parnica)ATCATCAATTC ATCATC

B1800126 kapusta Dwarf green curled ATCATCATCAATTC ATCATC

B1800204 rŢģiļkov§ kapusta AmaATCATCATCAATTC ATCATC

B1800113 Brassica macrocarpa                    ATCATCAATTC ATCATC

3x(ATC) AATTC 1x(ATC)

3x(ATC) AATTC 1x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

3x(ATC) AATTC 2x(ATC)

3x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

3x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

3x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

2x(ATC) AATTC 2x(ATC)

4x(ATC) AATTC 2x(ATC)
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ÁC, 90 sekund annealing pŚi 60 ÁC, 60 sekund elongace pŚi 72 ÁC a nakonec 15 minut 

z§vŊreļn®ho prodluģov§n² amplikonu pŚi 72 ÁC. Pot® byla provedena fragmentaļn² analĨza 

pomoc² ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems, USA). Amplifikovan§ produktov§ data byla 

analyzov§na a vyhodnocena pomoc² GeneMarker ver. 1.8 (SoftGenetics, USA). 

Purifikovan® amplikony DNA byly klonov§ny do kompetentn²ch bunŊk JM109 High 

Efficiency (E. coli) a testov§ny PCR na pŚ²tomnost oļek§van®ho inzertu pomoc² BODM1 

primerŢ. Amplifikovan® produkty byly n§slednŊ sekvenov§ny pomoc² ABI PRISM 3500 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). Đdaje o amplifikovanĨch produktech byly 

analyzov§ny a vyhodnoceny pomoc² softwaru Sequencing Analysis Software 7 (Applied 

Biosystems, USA).  

 

Statistick® a sekvenaļn² analĨzy 

Sekvence B. oleracea byly blastov§ny v NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Evoluļn² historie byla odvozena pomoc² metody Maximum Likelihood a Tamura 3-

parametrov®ho modelu (Tamura 1992). VĨslednĨ dendrogram vznikl automaticky aplikac² 

algoritmŢ Neighbor-Join a BioNJ na matici p§rovĨch vzd§lenost² odhadnutĨch pomoc² modelu 

parametrŢ Tamura 3 a pot® vĨbŊrem topologie s vyġġ² logaritmickou hodnotou 

pravdŊpodobnosti. Evoluļn² analĨzy byly provedeny v MEGA X (Kumar et al. 2018). 

 

 

 

VĨsledky  

Z vĨsledkŢ vyplynulo, ģe pŚedpokl§danĨ SSR marker BoDM1 produkuje amplikon o d®lce cca 

800 bp a nelze jej multiplexovat ve fragmentaļn² analĨze ABI PRISM 3500 s dalġ²mi bŊģnŊ 

testovanĨmi SSR markery o d®lce 150 ï 450 bp. Z tohoto dŢvodu byly vĨsledn® produkty 14 

rezistentn²ch a 9 n§chylnĨch variet (tab. 1) zaklonov§ny a osekvenov§ny. Sekvence standardŢ 

z univerzity ve Warwicku, byly 100% identick® a nevykazovaly ģ§dn® nukleotidov® zmŊny. 

Naproti tomu mezi standardy z Portugalska, byla zaznamen§na m²rn§ 98% nukleotidov§ 

variabilita (obr. 1). Mezi vzorky n§chylnĨch a rezistentn²ch variet byla zaznamen§na 95 ï 98% 

nukleotidov§ variabilita a z§roveŔ zde byla objevena opakovan§ tandemov§ sekvence ATC, 

kter§ mezi varietami B. oleracea vykazovala 96% nukleotidovou identitu: sekvence B1800279, 

B1800253, B1800285; B1800105, B1800080, B1800126, B1800204 (tab.1, obr. 2). Naproti 

tomu, tandemov§ sekvence vġech 4 standardŢ vykazovala shodu 100 % (obr. 2). 

 

 
Obr§zek 1  Alignment sekvenc² standardŢ z Warwicku a Portugalska + n§chylnĨ genotyp 

HRIGRU03592 (podle Petrģelov®) a rezistentn² UNICT4448 (Coelho et al. 2018). 

 

 

VĨsledn® sekvence byly blastov§ny a byla zaznamen§na 98% shoda se sekvenc² GSL Elong 

(AF399834), kter§ je souļ§st² genu glukosinol§tov® dr§hy. Opakovan§ mikrosatelitn² 

tandemov§ sekvence ATC byla identifikov§na ve 3. intronu tohoto genu. 
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Obr§zek 2  Aligment sekvenc² 14 rezistentn²ch a 9 citlivĨch odrŢd Brassica oleracea 

shodnĨch se sekvenc² GSL Elong (AF399834_2). 

Na z§kladŊ celĨch cca 800 bp dlouhĨch sekvenc² byl sestaven fylodendrogram, jehoģ vĨsledky 

jsou patrn® z obr§zku ļ. 3. Byly vytvoŚeny 2 hlavn² vŊtve, pŚiļemģ do 1. skupiny patŚili dva 

zŚeteln® klastry 3 n§chylnĨch a 2 rezistentn²ch variet B. oleracea. Druh§ skupina se rozdŊlila 

na 2 podskupiny; 1. obsahovala 4 rezistentn² a 2 n§chyln® variety, kter® tvoŚily samostatnĨ 

klastr. TŚet² skupina nav§zala na tuto a obsahovala mix rezistentn²ch a n§chylnĨch variet. 

N§sledovalo dalġ² klastrov® propojen² s 5 podshluky, kter® obsahovaly kombinaci 5 

rezistentn²ch a 2 n§chylnĨch variet (obr. 3).  

 

Vzledem k tomu, ģe dlouh® sekvence nevykazovaly jasnĨ patern, byly navrģeny dva p§ry 

primerŢ:  

forward_GAAAACACTAGCTCCTCGACA a reverse_CCAACTCGCAACAAAATGAGT, 

obklopuj²c² motiv ATC, kter® mŊly produkt zkr§tit na 200 ï 250 bp a zpŚ²stupnit ho pro 

fragmentaļn² analĨzu. Primery byly testov§ny na vĨġe uvedenĨch genotypech B. oleracea (tab. 

1), vĨsledky vġak nezaznamenaly d®lkovĨ polymorfismus. Naopak vĨsledn® produkty 

testovanĨch variet byly monomorfn² a vykazovaly stejnou d®lku 238 bp.  
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Obr§zek 3.  Dendrogram sestrojenĨ na z§kladŊ sekvenc² (cca 800bp) variet B. oleracea 

 

 

Diskuze a z§vŊr 

C²lem t®to studie bylo otestovat SSR marker BODM1, odhaluj²c² rezistenci proti pl²sni H. 

parasitica u 23 variet B. oleracea. Uk§zalo se, ģe vĨslednĨ produkt je ve skuteļnosti dlouhĨ 

800 bp a nevhodnĨ do multiplexu pouģ²van®ho ve fragmentaļn²ch analĨz§ch s ostatn²mi 

markery (Carlier et al. 2012, Saha et al. 2020). Bylo rozhodnuto osekvenovat vĨġe uveden® 

variety a navrhnout novĨ p§r primerŢ, kterĨ produkty zkr§t² na poģadovanou d®lku. Kompletn² 

k·duj²c² sekvence vġech testovanĨch variet mŊla prŢmŊrnou d®lku 800bp a k·dovala 46 

aminokyselin. PŚeloģen²m sekvenc² do proteinu, byla v NCBI blas zjiġtŊna 100% shoda 

s proteinem: AAR36908.1_Brassica oleracea isopropylmalate synthase, kterĨ patŚ² do skupiny 

zahrnuj²c² proteiny IPMS1 a IPMS2 Arabidopsis thaliana, protein Glycine max GmN56 a 

protein Brassica insularis BatIMS. VĨslednĨ alignment vġech sekvenovanĨch sekvenc² 

vykazoval mezi sebou menġ² nukleotidov® zmŊny u vġech testovanĨch variet a v blastu byla 

zjiġtŊna 98% shoda s genem glukosinol§tov® dr§hy AF399834 GSL_ELONG. Tyto zmŊny 

nebyly vġak dostaļuj²c² na to, aby dok§zaly rozliġit fenotypovou interakci variet, jak je patrno 

z dendrogramu, kterĨ rozdŊlil sekvence do 2 hlavn²ch vŊtv² a n§slednŊ do nŊkolika vz§jemnŊ 

propojenĨch klastrŢ. Nebyl zde tedy zaznamen§n jednoznaļnĨ pattern, naopak spolu 

klastrovaly rezistentn² a i n§chyln® variety B. oleracea, s vĨjimkou jedn® z vŊtv². Podobn® 

vĨsledky zaznamenal i Singh et al. (2015). Ve vĨslednĨch sekvenc²ch se vġak v r§mci vġech 

variet vyskytoval variabiln² opakovanĨ motiv ATC. Po navrģen² a testov§n² novĨch primerŢ 

v okol² tohoto motivu, se vġak nepotvrdila variabilita d®lkov®ho polymorfismu testovanĨch 

variet. ZmŊny se neprojevovaly ani pŚi elektroforetick®m zobrazen² produktŢ pŢvodnŊ 

dlouhĨch 800 bp a posl®ze ani pŚi nov® d®lce sekvence, kter§ byla u vġech testovanĨch variet 

238 bp. Neprok§zanĨ d®lkovĨ polymorfismus nastal zŚejmŊ proto, ģe vġechny markery byly 

navrģeny v intronu genu glukosinol§tov® dr§hy, kde doġlo pravdŊpodobnŊ k n§hodnĨm 

zmŊn§m motivu ATC jinĨmi nukleotidy a d®lka produktŢ tak zŢstala zachov§na (Giovanelli et 

al. 2002; Yu et al. 2009). GSL-ELONG je homologn² k At5 g23400 a je zŚejmŊ vysoce 

konzervovanĨ v chromozom§ln²m segmentu a nemus² bĨt skuteļnĨm genem pro BODM1 (Gao 

et al. 2005, 2006, 2007). 
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Ot§zkou poŚ§d zŢst§v§, zda marker, kterĨ byl navrģen na dihaploidn²ch lini²ch, mŢģe bĨt pouģit 

i v pŚ²padŊ F1 hybridŢ. Rostliny testovan® v Olomouci na rezistenci vŢļi ras§m H. parasitica, 

mohly bĨt genotypovŊ variabiln², protoģe v experimentu nebyly pouģity dihaploidn² linie 

(Giovannelli et al. 2002, Farinh· et al. 2007, Vincente et al. 2012, Carlier et al. 2012; Sigh et 

al. 2015; Saha et al. 2020), ale semena rostlin z²skan§ z genovĨch bank. Je moģn®, ģe rostliny, 

kter® mŊly fenotypovou interakci n§chylnou, mohly bĨt ve skuteļnosti rezistentn² (Coelho et 

al. 2012). Bylo by proto vhodn® molekul§rnŊ otestovat vŊtġ² mnoģstv² vzorkŢ dan® variety, 

neboŠ urļit§ variabilita v opakovan®m motivu ATC nalezena byla. Nelze tedy vylouļit BODM1 

jako marker na odhalen² rezistence vŢļi H. parasitica, mohl by bĨt vyuģ²v§n pŚi sekvenov§n², 

kde skuteļnŊ vykazoval variabilitu v poļtu opakovan² motivu ATC mezi testovanĨmi vzorky. 

DŢleģit® je, ģe variabilita nebyla spojena s varietami B. oleracea, jak by se dalo oļek§vat (El-

Esawi et al. 2016), na druhou stranu nebyla spojena, ani s fenotypovou interakc² standardŢ 

(Coelho and Monteiro 2003). VĨsledky t®ģ mohou bĨt zkresleny faktem, ģe kvŢli ļast® 

cizospraġnosti jsou genomy B. oleracea silnŊ variabiln² a polymorfn² (Lv et al. 2020). To 

zpŢsobuje vysokou m²ru heterozygotnosti a genetick® variability, coģ znesnadŔuje posl®ze 

genetick® analĨzy (Li et al. 2003). D§le lez Ś²ci, ģe aļkoli nŊkter® rezistence ve stadiu dŊloģn²ch 

listŢ pŚetrv§vaj² aģ do zralosti, nelze rezistenci juveniln²ch rostlin pouģ²t k predikci rezistence 

dospŊlĨch rostlin, protoģe mezi tŊmito dvŊma typy rezistence neexistuje ģ§dn§ korelace 

(Coelho et al. 1998).  

VĨsledky ļ§steļnŊ korelovaly s dŚ²ve publikovanĨmi zpr§vami (Saha et al. 2008, Watson-Jones 

et al. 2010) a uk§zaly, ģe BODM1 spojenĨ s genem GSL-ELONG by mohl bĨt pouģit pro 

odvozen² odolnosti vŢļi houbovĨm chorob§m (Wang et al. 2011). V t®to studii jsme 

identifikovali mikrosatelitn² tandemovĨ motiv ATC nach§zej²c² se ve 3. intronu genu 

glukosinol§tov® dr§hy. Glukosinol§ty jsou totiģ jednou z moģnost² obrany rostlin proti 

patogenŢm (Kanzaki et al. 2002), a proto je marker BODM1 jednou z moģnost² k rozpozn§n² 

rezistence vŢļi H. parasitica u variet B. oleracea, ale pouze pŚi testov§n² dihaploidn²ch lini².  
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Molekul§rn² markery odolnosti vŢļi fusariov®mu vadnut² klasu 

Molecular markers linked to fusarium head blight resistance 

Kol§rikov§ L., Svoboda P., Chrpov§ J., Ovesn§ J. 

VĨzkumnĨ ¼stav rostlinn® vĨroby, v.v.i., Praha 6 ï RuzynŊ 

 

Abstrakt 

Fusariov® vadnut² je vĨznamn® onemocnŊn² obilovin vļetnŊ jeļmene. Toto onemocnŊn² m§ za 

n§sledek redukci vĨnosu zrn a v nich akumulov§ny mykotox²ny jsou ġkodliv® jak lidem, tak 

zv²ŚatŢm. Bylo zjiġtŊno, ģe odolnost vŢļi tomuto patogenu je mimo jin® asociov§na 

s morfologickĨmi znaky, jakĨmi jsou vĨġka rostliny nebo vlastnosti klasu. Navzdory mnohĨm 

studi²m, efektivn² markery pro selekci odolonŊjġ²ch genotypŢ nebyly dosud vyvinuty. 

V pŚedkl§dan® studii jsme otestovali 277 genotypŢ jeļmene, kter® byly umŊle infikov§ny 

suspenz² konidi² Fusarium culmorum. Infikovan® rostliny byly symptomaticky hodnoceny a 

zkoum§ny z hlediska obsahu deoxynivalenolu. Jednotliv® genotypy byly rovnŊģ testov§ny na 

pŚ²tomnost mikrosatelitn²ch markerŢ. N§sledn§ korelace fenotypovĨch a genotypovĨch dat 

odhalila mikrosatelitn² markery o konkr®tn²ch d®lkach potenci§lnŊ asociovanĨch s m²rou 

odolnosti/n§chylnosti k fusariov®mu onemocnŊn².  

Kl²ļov§ slova: mikrosatelity, jeļmen, fusarium, rezistence 

 

Abstract 

Fusarium head blight (FHB) is an important disease of cereals, including barley. The disease 

results in the reduction of grain yield, and accumulated mycotoxicins are harmful to both 

humans and animals. It is known that resistance to this pathogen is associated with 

morphological features such as plant height or spike characteristics. Despite many studies, 

effective markers for the selection of more resistant genotypes have not yet been developed. In 

the present study, we tested 277 barley genotypes that were artificially infected with Fusarium 

culmorum conidia suspension. Infected plants were symptomatically evaluated and investigated 

for deoxynivalenol content. Individual genotypes were also tested for the presence of 

microsatellites. Subsequent correlation of phenotypic and genotypic data revealed 

microsatellite markers of specific lengths potentially associated with the degree of 

resistance/susceptibility to FHB.  

Keywords: microsatellites, barley, fusarium, resistance 

 

 

Đvod 

Fusarium, patogen zpŢsobuj²c² fusariov® vadnut² klasu, m§ kaģdoroļnŊ na svŊdom² znaļn® 

ztr§ty jak na ¼rodŊ, tak na kvalitŊ obilovin vļetnŊ jeļmene. Jako produkt sv®ho metabolismu 

vyluļuj² fus§ria mykotoxiny, kter® zŢst§vaj² v zrnech a z nich vyrobenĨch potravin§ch a 

krmivech. Sekretovan® mykotoxiny typu DON (deoxynivalenol) pak maj² negativn² dopad na 

zdrav² ļlovŊka a zv²Śat (Edwards, 2004). M²ra odolnosti dan§ genetickĨmi faktory je na rozd²l 

od pġenice u jeļmene m®nŊ zn§ma, resp. nejsou k dispozici genetick® zdroje, kter® by byly 
zdrojem genŢ velk®ho ¼ļinku a snadno se pŚen§ġely do dalġ²ch generac². Studie odhalily, ģe 

rezistence vŢļi fusariu, stejnŊ jako akumulace mykotoxinŢ produkovanĨch patogenem, je u 

jeļmene podm²nŊna geny mal®ho ¼ļinku (Zhu et al. , 1999), kter® jsou vysoce ovlivnŊny 

morfologickĨmi znaky rostlin (Steffenson, 2003) a podm²nkami prostŚed². Geny mal®ho 

¼ļinku, oznaļovan® jako QTL (z anglick®ho Quantitative Trait Loci) jsou mapov§ny skrze 

identifikaci molekul§rn²ch markerŢ, kter® koreluj² se sledovanĨmi kvantitativn²mi znaky. 

Molekul§rn² markery pŚedstavuj² ¼seky DNA, kter® jsou ve vazbŊ z pŚedpokl§danĨmi geny. V 
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minulosti byly hojnŊ pouģ²van® markery typu RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism) ï polymorfismus d®lky restrikļn²ch fragmentŢ a AFLP (Amplified Fragment 

Length Polymorphism) ï d®lkovĨ polymorfismus amplifikovanĨch fragmentŢ, v souļasnosti se 

sp²ġe jedn§ o SSR (Simple Sequence Repeats) a SNP (Single Nucleotide Polymorphism). SSR 

markery, oznaļovan® rovnŊģ mikrosatelity, jsou sekvence repetitivn² DNA sloģen® z 

opakuj²c²ho se motivu dan®ho poļtu nukleotidŢ (obvykle 2 aģ 5). Tento opakuj²c² se motiv je v 

sekvenci pŚ²tomen mnohokr§t, pŚiļemģ poļet jeho opakov§n² (typicky 5 aģ 50 kr§t) je unik§tn² 

pro kaģd®ho jedince (Powell et al., 1996). Tuto skuteļnost je moģn® vyuģ²t pŚi identifikaci 

rezistentn²ch odrŢd, kdy lze d®lkovĨ polymorfismus jedincŢ asociovat s m²rou odolnosti 

dan®ho genotypu. Dostupn§ literatura nab²z² hned nŊkolik mikrosatelitn²ch markerŢ, kter® jsou 

v menġ² nebo vŊtġ² m²Śe asociovan® s odolnost² k fus§riu. V pŚedkl§dan® pr§ci jsme se 

soustŚedili na osm z nich, konkr®tnŊ na HVRCABG (Jia et al., 2008), Bmag0807 (Wingermuehle 

et al., 2004; Jia et al., 2008), EBmac0415 (Mesfin et al., 2003; Wingermuehle et al., 2004; Jia 

et al., 2008) a HVM54 (Mesfin et al., 2003; Wingermuehle et al., 2004), EBmac0679 (Jia et al., 

2008), HVBKASI (Mesfin et al., 2003), EBmac0602 (Wingermuehle et al., 2004), Bmag0125 

(Mesfin et al., 2003; Jia et al., 2008). Uveden® markery jsme sestavili do dvou tetraplexovĨch 

sad a urļili jejich d®lkovĨ polymorfismus u 275 ļeskĨch odrŢd jeļmene s charakterizovanou 

odolnost² k fusariov®mu vadnut² klasu. Na souboru 277 jeļmenŢ byl proveden skr²ning vĨġe 
uvedenĨch mikrosatelitŢ. Ten samĨ soubor byl v tŚ²let®m opakov§n² vystaven umŊl® infekci a 

posl®ze podroben hodnocen² napaden² pro stanoven² rozd²lu odolnosti zkouġen®ho materi§lu.  
 

 

Materi§l a metody 

Izolace DNA, multiplex PCR a fragmentaļn² analĨza 

DNA byla izolov§na z ļerstvĨch listŢ jeļmene pomoc² CTAB (cetyl trimethylamonium bromid) 

(Murray a Thompson, 1980). Kvalita a koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky 

(NanoPhotometer, Implen, NŊmecko*). Na z§kladŊ mŊŚen² byla pak DNA zŚedŊna na pracovn² 

koncentraci 100 ng/ɛl. Pro amplifikaci c²lovĨch sekvenc² byla pouģita sada Qiagen Multiplex 

PCR kit (Quiagen, Hilden, NŊmecko kat. ļ. 206145). Reakļn² smŊs o celkov®m objemu 10 

ɛl/vzorek sest§v§ z 5 ɛl 2x Quiagen Multiplex PCR Master Mix Qiagen, Hilden, NŊmecko kat. 

ļ. 206145) 4 ɛl smŊsi specifickĨch prim®rŢ (tabulka ļ. 1) a 1 ɛl roztoku DNA (100 ng/ɛl). 

Amplifikace (PCR reakce) prob²h§ v termocykleru VeritiTM Thermal Cycler (Applied 

Biosystems, Foster City, USA) pŚi n§sleduj²c²m teplotn²m profilu: 15 minut denaturace a 

aktivace HotStarTaq DNA polymer§zy pŚi 95ÁC, n§sledov§na 35 cyklŢ sest§vaj²c²ch ze tŚ² 

krokŢ (30 sekund denaturace pŚi 94ÁC, 90 sekund annealing (nased§n² primerŢ) pŚi 55ÁC nebo 

60ÁC (Tabulka 1), 60 sekund elongace (prodluģov§n² ŚetŊzce) pŚi 72ÁC) a nakonec 30 minut 

z§vŊreļn®ho prodluģov§n² amplikonu (PCR produktu) pŚi 60ÁC. D®lky amplifikaļn²ch 

produktŢ ï alel - byly nejprve separov§ny na 2% agarosov®m gelu a pro kontrolu jejich d®lky 

byl pouģit d®lkovĨ standard 100 bp Ladder (Fermentas, Kanada) a dle sv²tivosti na gelu byly 

pak produkty naŚedŊny pro n§sleduj²c² pŚesnŊjġ² analĨzu jejich d®lky v kapil§rn² elektrofor®ze. 

PŚesnŊjġ² d®lka produktŢ byla stanovena separac² v kapil§rn² elektrofor®ze metodou 

fragmentaļn² analĨzy porovn§n²m s d®lkovĨm standardem. Vzorky pro tuto analĨzu byly 

pŚipraveny sm²ch§n²m 10ɛl Hi-Di formamidu (Thermo Fisher Scientific, kat ļ. 4311320), 1 ɛl 

naŚedŊn®ho PCR produktu a 0,5 ɛl d®lkov®ho standardu GeneScan LIZ 500 Size Standard 

(Thermo Fisher Scientific, kat. ļ. 4322682). Takto pŚipraven® vzorky byly denaturov§ny 10 

minut pŚi teplotŊ 94ÁC a n§slednŊ zchlazeny na teplotu 4ÁC. Fragmentaļn² analĨza prob²h§ 

v pŚ²stroji ABI PRISM 3500 (Thermo Fisher Scientific, Foster City, USA) dle postupu 

uveden®ho vĨrobcem. D®lky produktŢ se vyhodnocuj² srovn§n²m s pozicemi d®lkov®ho 

standardu LIZ500 pomoc² programu GeneMapperTM Software 6 (Thermo Fisher Scientific, 

Foster City, USA). 
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Symptomatick® hodnocen² 

Odolnost k fuzari·ze klasu mŢģe bĨt stanovena v poln²ch podm²nk§ch pŚi pŚirozen® infekci. 

PracnŊjġ², ale pŚesnŊjġ² a spolehlivŊjġ² je pouģit² umŊl® infekce. Pro stanoven² rozd²lŢ 

v odolnosti zkouġenĨch materi§lŢ byla pouģita pŚ²m§ infekce suspenz² konidi² F. culmorum ve 

f§zi 65 (stŚed kveten²). Infekce byla aplikov§na na vybranĨch 10 klasŢ ve stejn® f§zi vĨvoje. 

Infikovan® klasy byly po infekci na 24 hodin pŚekryty polyetyl®novĨm s§ļkem pro vytvoŚen² 

vhodnĨch podm²nek pro patogena (vlhko, teplo). Toto opatŚen² mŊlo souļasnŊ ochrannĨ 

charakter proti pŚ²padn®mu deġti. Pro dalġ² rozvoj infekce byla pouģ²v§na z§vlaha, d²ky kter® 

zŢst§v§ porost vlhkĨ. Po infekci probŊhlo hodnocen² napaden² klasŢ (symptomatick® 

hodnocen²) v nŊkolika term²nech (14., 21. a 28. den po infekci). Pro hodnocen² byla pouģita 9 

bodov§ stupnice (9 - nenapadeno). Symptomatick® hodnocen² bylo provedeno v tŚ²let®m 

opakov§n². 

 

Tabulka 1: Seznam pouģitĨch mikrosatelitŢ spolu s odpov²daj²cimi primery s anelaļn² 

teplotou. Forward primery jsou fluorescenļnŊ znaļeny pro moģnost multiplexov§n². 

 

N§zev  

mikrosatelitu  
Sekvence primerŢ 

Anelaļn² 

teplota 
Reference 

HVRCABG 
F: 5' 6-FAM-TTTAAAAGAAAAGTGAATGGC 3'  

60ÁC 
Ramsay et al., 

2000 R: 5' TAATGAAGAATGAGGAGAAGC 3' 

Bmag0807 
F: 5' VIC-GGATATAAGGGTCCATAGCA 3' 

60ÁC 
Ramsay et al., 

2000 R: 5' AATTACATCAAATAGGCTCCA 3' 

EBmac0415 
F: 5' NED-GAAACCCATCATAGCAGC 3' 

60ÁC 
Ramsay et al., 

2000 R: 5' AAACAGCAGCAAGAGGAG 3' 

HVM54 
F: 5' PET-AACCCAGTAACACCTGTCCTG 3' 

60ÁC Liu et al., 1996 
R: 5' AGTTCCCTGACCCGATGTC 3' 

EBmac0679 
F: 5' 6-FAM-ATTGGAGCGGATTAGGAT 3'  

55ÁC 
Ramsay et al., 

2000 R: 5' CCCTATGTCATGTAGGAGATG 3'  

HVBKASI  
F: 5' VIC-ATTGGCGTGACCGATATTTATGTTCA 3' 

55ÁC 
Ramsay et al., 

2000 R: 5' CAAAACTGCAGCTAAGCAGGGGAACA 3' 

EBmac0602 
F: 5' NED-GATTGGAGCTTCGGATCAC 3' 

55ÁC 
Ramsay et al., 

2000 R: 5' CCGTCTAGGGAGAGGTTCTC 3' 

Bmag0125 
F: 5' PET-AATTAGCGAGAACAAAATCAC 3'  

55ÁC 
Ramsay et al., 

2000 R: 5' AGATAACGATGCACCACC 3' 

 

VĨsledky 

ProstŚednictv²m analĨzy d®lkov®ho polymorfismu osmi mikrosatelitn²ch markerŢ 

asociovanĨch s rezistenc² vŢļi fuzari·ze klasu jeļmene bylo celkovŊ detekov§no 62 alel, coģ 

ļin² v prŢmŊru t®mŊŚ 8 alel na lokus. Nejv²c d®lkovĨch polymorfizmŢ bylo zaznamen§no v 

pŚ²padŊ markeru Ebmac0679 (13) a naopak mejm®nŊ (1) v pŚ²padŊ monomorfn®ho markeru 

HVRCABG. VĨskyt vġech alel byl korelov§n se symtomatickĨm hodnocen²m (SH) souboru 277 

jeļmenŢ (Obr§zek 1A). KromŊ symptomatick®ho hodnocen² byly d®lkov® polymorfizmy 

korelov§ny rovnŊģ s obsahem deoxynivalenolu (DONu) (Obr§zek 1B), redukc² hmotnosti tis²ce 

zrn (HTZ) (Obr§zek 1C) a redukc² hmotnosti zrn v klase (HZK) (Obr§zek 1D). V pŚ²padŊ vġech 

ļtyŚ pozorovanĨch parametrŢ byl s odolnost² k fuz§riu nejv²ce korelov§n d®lkovĨ 
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polymorfizmus Ebmac0415 o velikosti 226 bp. M²ra korelace byla u t®to alely na ¼rovni 0.34 

vzhledem k symtomatick®mu hodnocen², -0.31 vzhleden k obsahu DONu, -0.25 vzhledem 

k redukci HTZ a -0.29 vzhledem k redukci HZK. D®lkovĨ polymorfizmus HVM54_157 (157 

bp) byl naopak nejv²ce korelov§n s n§chylnost² k fuzariozov®m vadnut² klasu. U 

symptomatick®ho hodnocen² dos§hla m²ra korelace hodnotu -0.45, u obsahu DONu 0.30. 

Redukce HTZ a HZK byly s touto alelou korelov§ny na ¼rovni 0.39 a 0.28. 
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Obr§zek 1 

Korelace vĨskytu d®lkovĨch polymorfizmŢ s m²rou odolnosti/n§chylnosti k fusariov®mu 

vadnut² klasu. CelkovŊ bylo hodnoceno 277 genotypŢ jeļmene. PŚ²tomnost jednotlivĨch alel 

byla korelov§na se sympotmatickĨm hodnocen²m (1A), s obsahem deoxynivalenolu v mg/kg 

(1B), v redukci HTZ (1C) a v redukci HZK (1D). 

 

Diskuze 

Odolnost jeļmene vŢļi fusariov®mu onemocnŊn² z§vis² do znaļn® m²ry na nŊkolika 

morfologickĨch znac²ch jakĨmi jsou napŚ²klad vĨġka rostliny, pluchatost obilky nebo 

charakteristika klasu. Vzhledem k charakteru patogena jsou odolnŊjġ², byŠ z agronomick®ho 

hlediska neatraktivn² vyġġ² dvouŚad® jeļmeny s pluchatou obilkou. Nicm®nŊ mezi odolnĨmi 

odrŢdami najdeme tak® ġestiŚadou ġvĨcarskou odrŢdu Chevron a dalġ² odrŢdy poch§zej²c² 

z Kanady, Ļ²ny, Etiopie, Rumunska nebo SpojenĨch st§tŢ (Bai a Shaner, 2004). Nejvyġ² m²ra 

korelace, konkr®tnŊ negativn² korelace, byla pozorov§na v pŚ²padŊ alely HVM54_157 a 

symtopatick®ho hodnocen², kdy dosahovala hodnoty -0.45. Tato alela byla pŚ²tomna u 40 odrŢd 

s prŢmŊrnĨm napaden²m na ¼rovni 3.6, pŚiļemģ prŢmŊrn§ hodnota napaden² cel®ho souboru se 

pohybovala na ¼rovni 4.8. Na opaļn® stranŊ korelaļn²ho spektra byl stupeŔ napaden² pozitivnŊ 

korelov§n s pŚ²tomnost² alely Ebmac0415_226, aļkoli korelace dos§hla hodnoty niģġ², konr®tnŊ 

0.34. PozitivnŊ korelov§na alela byla pŚ²tomna u 90 odrŢd u nichģ byl prŢmŊrn§ hodnota 

napaden² 5.2. Zaj²mav® je, ģe z celkovŊ 130 odrŢd, u kterĨch se vyskytovala alespoŔ jedna 

z dvou vĨġe zmiŔovanĨch alel, byly pŚ²tomn® obŊ alely najednou v pouze jedin® odrŢdŊ, 

konr®tnŊ se jednalo o ļ²nskou odrŢdu Bai Liu Leng. Nen² pŚekvapiv®, ģe ty sam® alely mŊly 

nejvyġ² zaznamenan® korelace i u zbylĨch tŚ² pozorovanĨch parametrŢ. Jelikoģ fusarium 

produkuje DON, m§ v n§vaznosti na jeho zvĨġenĨ obsah na svŊdom² tak® redukci hmotnosti 

tis²ce zrn (HTZ) i hmotnosti zrn v klasu (HZK). PodobnŊ koncipovanou studii zabĨvaj²c² se 

vlivevm d®lkov®ho polymorfizmu na m²ru odolnosti vŢļi fusariu publikoval v roce 2007 

Gosman a kol. V t®to studii byl pomoc² mikrosatelitn²ch markerŢ proveden skr²ning 78 

kultivarŢ pġenice. U sedmi kultivarŢ, kter® prok§zaly zvĨġenou m²ru rezistence byl rovnŊģ 

pozorov§n vĨskyt haplotypu Xgwm088_134, Wmc105_350 a Barc198_127 (Gosman et al., 

2007), coģ poukazuje na skuteļnost, ģe d®lkov® polymorfizmy mikrosatelitŢ mohou m²t vliv na 

odolnost k fusariov®mu onemocnŊn². 

 

Z§vŊr 

AnalĨza d®lkov®ho polymorfismu mikrosatelitn²ch markerŢ u souboru 277 genotypŢ jeļmene 

doplnŊna o symptomatick® hodnocen² po umŊl® infekci suspenz² kon²dii Fusarium culmorum 

odhalila dva mikrosatelitn² markery definovan® d®lky potenci§lnŊ asociovan® s m²rou 
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odolnosti/n§chylnosti jeļmene vŢļi fuz§rioz§m klasu.  
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Hodnocen² odolnosti vybranĨch kultivarŢ Śepky (Brassica napus)  

k suchu a n§sledn® regeneraci 

Assessment of drought tolerance related characteristics in a set of oilseed rape 

(Brassica napus) cultivars exposed to drought and recovery 

Kosov§ K., Kl²ma M., V²t§mv§s P., Pr§ġil I. T. 

VĨzkumnĨ ¼stav rostlinn® vĨroby, v.v.i., Praha 6 ï RuzynŊ 

 

Abstrakt  

Sucho pŚedstavuje glob§lnŊ nejvĨznamnŊjġ² environment§ln² stresovĨ faktor limituj²c² 

zemŊdŊlskou produkci. V pŚ²spŊvku byla hodnocena odezva na sucho a n§sledn® znovuzalit² 

(regeneraci) u vybranĨch kultivarŢ Śepky Goya, Chagall a Temptation na z§kladŊ souboru 

fyziologickĨch charakteristik souvisej²c²ch s rŢstem rostlin (hmotnost ļerstv® nadzemn² 

biomasy), obsahem vody v listovĨch pletivech (vodn² sytostn² deficit, osmotickĨ potenci§l), a 

fotosynt®zou a transpirac² (fluorescence chlorofylu Fv/Fm, rychlost ļist® fotosynt®zy, rychlost 

transpirace, stomat§ln² vodivost, ci/ca, ¼ļinnost vyuģit² vody WUE a tzv. vnitŚn² ¼ļinnost 

vyuģit² vody WUEi), kter® byly hodnoceny samostatnŊ pomoc² analĨzy rozptylu (ANOVA) i 

jako celek pomoc² klastrov® analĨzy. Klastrov§ analĨza rozdŊlila vzorky na dvŊ z§kladn² 

skupiny, a to na such® varianty a ostatn², coģ ukazuje, ģe regenerace byla ¼spŊġn§. V suchĨch 

variant§ch vykazovaly kultivary Goya a Chagall oproti kultivaru Temptation vĨznamnŊ vyġġ² 

hodnoty WUE a WUEi, coģ ukazuje na jejich vysokou odolnost vŢļi suchu. 

Kl²ļov§ slova: obsah vody; fotosynt®za; transpirace; ¼ļinnost vyuģit² vody; klastrov§ analĨza  

 

Abstract 

Drought represents the major environmental factor limiting agricultural production globally. 

The response to drought and subsequent rewatering, i.e., recovery, was assessed in the oilseed 

rape cultivars Goya, Chagall and Temptation based on the determination of 

morphophysiological characteristics related to plant growth (fresh weight of aboveground 

biomass), water content in leaf tissues (water saturation deficit, osmotic potential), 

photosynthesis and transpiration (chlorophyll fluorescence parameter Fv/Fm, net 

photosynthesis rate, transpiration rate, stomatal conductance, intercellular to ambient CO2 ratio 

ci/ca, water use efficiency WUE, and intrinsic water use efficiency WUEi). These 

characteristics were assessed individually using analysis of variance (ANOVA) as well as a 

whole using cluster analysis. Two basic clusters were differentiated by cluster analysis 

indicating successful plant regeneration. Cultivars drought-treated Goya and Chagall revealed 

significantly higher WUE and WUEi values with respect to cultivar Temptation which indicates 

their superior drought tolerance.  

Keywords: water content; photosynthesis; transpiration; water use efficiency; cluster analysis 

 

Đvod 

Sucho pŚedstavuje glob§lnŊ nejvĨznamnŊjġ² environment§ln² stresovĨ faktor sniģuj²c² 

zemŊdŊlskou produkci (Cattivelli et al. 2008). Existuj² rŢzn® definice sucha. Z hlediska rŢstu a 

vĨvoje rostlin je nejdŢleģitŊjġ² tzv. fyziologick® sucho, tj. nerovnov§ha mezi pŚ²jmem vody 

koŚeny a vĨdejem vody prĨtem, hlavnŊ prŢduchy, vedouc² ke sn²ģen² obsahu vody v buŔk§ch. 

Vyġġ² rostliny jsou homoiohydrick® organismy, tj. vyģaduj² urļitĨ st§lĨ obsah vody v buŔk§ch. 

Mus² proto pŚ²jem a hlavnŊ vĨdej vody regulovat.  

Rostliny bŊhem evoluce vyvinuly mechanismy regulace obsahu vody ve sv®m tŊle (Kosov§ et 

al. 2014). Regulov§n je pŚedevġ²m vĨdej vody na ¼rovni prŢduchŢ. V pŚ²padŊ rostlin s tzv. C3 
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typem fotosynt®zy, mezi nŊģ patŚ² i Śepka, je otevŚenost prŢduchŢ kl²ļov§ jak pro vĨdej vody 

tzv. stomat§ln² transpirac², tak pro pŚ²jem CO2 nutnĨ pro asimilaļn² aktivitu enzymu RubisCO. 

Z hlediska ġetŚen² vodou jsou kl²ļov® parametry tzv. ¼ļinnost vyuģit² vody (WUE) a tzv. vnitŚn² 

¼ļinnost vyuģit² vody (WUEi), kter® charakterizuj² mnoģstv² vody potŚebn® pro vytvoŚen² 

jednoho gramu suġiny, a kter® lze vyj§dŚit jako pomŊr A/E, resp. A/Gs, tj. rychlost ļist® 

fotosynt®zy (A) vydŊlen§ rychlost² transpirace (E) ļi vodivost² prŢduchŢ (Gs). 

C²lem pŚ²spŊvku je porovnat odezvu na sucho a n§sledn® znovuzalit² vedouc² k regeneraci u tŚ² 

kultivarŢ Śepky Chagall, Goya a Temptation. K hodnocen² jsme pouģili fyziologick® 

charakteristiky hmotnost ļerstv® nadzemn² biomasy (g), vodn² sytostn² deficit (VSD), 

osmotickĨ potenci§l (OP), fluorescence chlorofylu ï maxim§ln² fotochemick§ ¼ļinnost 

fotosyst®mu II Fv/Fm, rychlost ļist® fotosynt®zy A, rychlost transpirace E, stomat§ln² vodivost 

Gs, pomŊr intercelul§rn² a ambientn² koncentrace CO2 ci/ca, ¼ļinnost vyuģit² vody WUE a tzv. 

vnitŚn² ¼ļinnost vyuģit² vody (intrinsic water use efficiency, WUEi). Vġechna data byla 

vyhodnocena jednak samostatnŊ pomoc² analĨzy rozptylu (ANOVA), jednak byla Z-sk·re 

transformov§na a pouģita jako vstupy do klastrov® analĨzy, kter§ uk§zala z§sadn² rozd²l mezi 

suchĨmi variantami a ostatn²mi (kontroln² a regenerovan® varianty). UspoŚ§d§n² experimentu 

vych§zelo z naġ² pŚedchoz² pr§ce (Kosov§ et al. 2018), pro vyhodnocen² dat jsme ovġem kromŊ 

jednorozmŊrn® analĨzy rozptylu (ANOVA) umoģŔuj²c² identifikovat vĨznamn® rozd²ly mezi 

vzorky pouze u jedn® hodnocen® charakteristiky pouģili jeġtŊ mnohorozmŊrnou klastrovou 

analĨzu umoģŔuj²c² vz§jemnŊ porovnat odezvu na sucho u vġech sledovanĨch 

morfofyziologickĨch charakteristik. MnohorozmŊrn§ klastrov§ analĨza tak umoģŔuje 

komplexn² pohled na odezvu jednotlivĨch genotypŢ na sucho a usnadŔuje identifikaci genotypŢ 

vykazuj²c²ch vhodnou kombinaci fenotypovĨch znakŢ z hlediska suchovzdornosti. 

 

Materi§l a metodika 

Kultivary Śepky Goya (G), Chagall (CH) a Temptation (T) byly z²sk§ny od spoleļnosti OSEVA 

PRO, s.r.o. Semena byla nakl²ļena v termostatech pŚi 100% vzduġn® vlhkosti a pŚi teplotŊ 20 

ÁC po dobu 3 dnŢ. Do kvŊtin§ļŢ s cca 1400 g zahradn² zeminy bylo vyseto 5 semen. KvŊtin§ļe 

byly um²stŊny do klimaboxu Tyler T-64 (BudapeġŠ, MaŅarsko). Rostliny byly pŊstov§ny pŚi 

regulovan® teplotŊ 18 ÁC a dlouhodenn² fotoperiodŊ (16 h svŊtlo/ 8 h tma). Z§livka byla 

prov§dŊna gravimetricky na z§kladŊ vypoļten®ho obsahu vody v pŢdŊ; nejprve byly 20 dnŢ 

vġechny rostliny zal®v§ny jako kontroln² na 75% pŢdn² vodn² kapacity (PVK), pot® byly 

odebr§ny vzorky kontroln²ch variant (K). Pot® byla u variant urļenĨch k suchu a k n§sledn® 

regeneraci sn²ģena z§livka na 35% PVK a 3 dny pŚed odbŊrem nebyly rostliny zal®v§ny vŢbec, 

ļ²mģ doġlo k poklesu obsahu vody aģ na cca 20% PVK. Pot® byly po 7 dnech sn²ģen® z§livky 

odebr§ny such® varianty (S). N§slednŊ byly zbyl® rostliny znovuzality aģ na ¼roveŔ pln® 

saturace pŢdy vodou, tj. 100% PVK, a po 3 dnech byly odebr§ny regenerovan® varianty (R).  

U vġech experiment§ln²ch variant byly v dobŊ odbŊru stanoveny n§sleduj²c² charakteristiky: 

hmotnost ļerstv® nadzemn² biomasy byla stanovena gravimetricky, vodn² sytostn² deficit byl 

stanoven gravimetricky na z§kladŊ stanoven² ļerstv® hmotnosti listŢ, sycen² listŢ ve vlhkostn² 

komŢrce a na z§kladŊ stanoven² hmotnosti suġiny dle Slav²ka (1963), osmotickĨ potenci§l 

vymaļkan® ġŠ§vy ze zamraģenĨch listŢ byla stanoven jako osmolarita na z§kladŊ stanoven² 

rosn®ho bodu pomoc² osmometru VAPRO (WESCOR Inc, Tulsa, Utah, USA) a byl vypoļten 

pomoc² vanËt Hoffovy rovnice OP = ni*ci*R*T, kde ni je disociaļn² koeficient, ci je 

koncentrace osmoticky aktivn² l§tky (osmolytu), R je univerz§ln² plynov§ konstanta 8,314 J K-

1mol-1 a T je termodynamick§ teplota (K). OsmotickĨ potenci§l vztaģenĨ na 100% nasycen² 

listu (VSD 0%) byl vypoļten dle Bluma (1989). Fluorescenļn² parametr maxim§ln² 

fotochemick§ ¼ļinnost fotosyst®mu II Fv/Fm byl stanoven u rostlin po min. 30 min. temnotn² 
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adaptace pomoc² FluorPen FP100 (PSI, Dr§sov, ĻR). Charakteristiky spojen® s fotosynt®zou a 

transpirac², tj. rychlost ļist® fotosynt®zy A, rychlost transpirace TR, stomat§ln² vodivost SC a 

pomŊr intercelul§rn² a ambientn² koncentrace CO2 ci/ca byly stanoveny pomoc² pŚenosn®ho 

pŚ²stroje LC PRO+ (ADC Bioscientific, Velk§ Brit§nie). Charakteristiky WUE a WUEi byly 

vypoļteny jako A/E, resp. AGs. 

Statistick§ analĨza dat: Jednotliv® stanoven® charakteristiky byly hodnoceny v min. tŚech 

biologickĨch opakov§n²ch (n = 3) pomoc² analĨzy rozptylu (ANOVA) n§sledovan® 

DuncanovĨm testem rozpŊt² (DMRT) na hladinŊ vĨznamnosti 0,05 pomoc² programu 

STATISTICA verze 14 (TIBCO Inc., Velk§ Brit§nie). Klastrov§ analĨza byla provedena u Z-

sk·re transformovanĨch dat pomoc² programu PermutMatrix (Caraux a Pinloche 2005) za 

pouģit² EuklidovskĨch vzd§lenost² a WardovĨch minim§ln²ch krit®ri². 

VĨsledky 

Jednotliv® stanoven® charakteristiky spoleļnŊ s vĨsledky ANOVA, DMRT 0,05 testu jsou 

uvedeny v tabulk§ch 1 a 2.  

Tabulka 1. PŚehled hodnot tĨkaj²c²ch se hmotnosti ļerstv® nadzemn² biomasy, vodn²ho 

sytostn²ho deficitu (VSD), osmotick®ho potenci§lu (OP), osmotick®ho potenci§lu pŚepoļten®ho 

na pln® nasycen² listu vodou OP100 a fluorescenļn²ho parametru Fv/Fm u kontroln²ch (K), 

suchĨch (S) a regenerovanĨch (R) variant kultivarŢ Śepky Goya (G), Chagall (CH) a Temptation 

(T). Data ukazuj² prŢmŊrn® hodnoty z min. 3 biologickĨch opakov§n² (n=3), odliġn§ p²smena 

znaļ² signifikantn² rozd²l na hladinŊ vĨznamnosti PÒ0,05 stanovenĨ pomoc² analĨzy rozptylu 

(ANOVA), Duncanova testu rozpŊt². 

Varianta Charakteristika  

Vzorek Biomasa (g) VSD (%) OP (MPa) OP100 (MPa) Fv/Fm 

G-K 14,283 b 6,647 a -1,099 c -1,01 ab 0,839 a 

CH-K 14,838 b 6,623 a -0,897 a -0,824 a 0,826 abc 

T-K 14,356 b 7,457 a -0,911 a -0,828 a 0,836 ab 

G-S 6,807 d 42,783 d -2,185 e -1,045 b 0,829 abc 

CH-S 9,201 c 35,963 c -2,127 d -1,194 b 0,815 c 

T-S 7,557 cd 46,466 d -3,192 f -1,383 c 0,819 bc 

G-R 15,113 b 10,854 ab -0,982 b -0,852 ab 0,824 abc 

CH-R 17,215 a 11,458 ab -1,081 c -0,93 ab 0,825 abc 

T-R 15,113 b 13,297 b -1,072 c -0,898 ab 0,82 bc 
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Tabulka 2. PŚehled hodnot tĨkaj²c²ch se rychlosti ļist® fotosynt®zy A, rychlosti transpirace E, 

stomat§ln² vodivosti Gs, pomŊru intercelul§rn² a ambientn² koncentrace CO2 ci/ca, ¼ļinnosti 

vyuģit² vody WUE a tzv. vnitŚn² ¼ļinnosti vyuģit² vody WUEi u kontroln²ch (K), suchĨch (S) 

a regenerovanĨch (R) variant kultivarŢ Śepky Goya (G), Chagall (CH) a Temptation (T). Data 

ukazuj² prŢmŊrn® hodnoty z min. 3 biologickĨch opakov§n² (n=3), odliġn§ p²smena znaļ² 

signifikantn² rozd²l na hladinŊ vĨznamnosti PÒ0,05 stanovenĨ pomoc² analĨzy rozptylu 

(ANOVA), Duncanova testu rozpŊt². 

 

Varianta Charakteristika 

Vzorek A (ɛmol CO2 m
-2s-1) E (mmol H2O m-2s-1) Gs (mmol H2O 

m-2s-1) 

ci/ca WUE WUEi 

G-K 106,587 a 22,317 a 1,785 a 0,642 a 5,125 ab 73,147 ab 

CH-K 83,947 a 20,315 a 1,597 a 0,702 ab 4,325 ab 64,31 ab 

T-K 96,024 a 23,178 a 1,957 a 0,683 ab 4,37 ab 62,792 ab 

G-S 78,072 a 8,86 b 0,442 b 0,659 ab 10,696 b 215,597 b 

CH-S 24,29 b 4,557 b 0,217 b 0,575 a 5,205 ab 108,817 ab 

T-S 25,427 b 7,012 b 0,402 b 0,916 b 1,532 a 9,63 a 

G-R 101,867 a 24,34 a 2,29 a 0,734 ab 4,22 ab 46,344 a 

CH-R 96,182 a 23,387 a 2,205 a 0,737 ab 4,15 ab 46,377 a 

T-R 89,902 a 22,427 a 2,192 a 0,756 ab 4,055 ab 43,354 a 

 

 

Obr§zek 1. Klastrov§ analĨza vybranĨch parametrŢ Śepky ï hmotnost ļerstv® biomasy, 

osmotickĨ potenci§l (OP), osmotickĨ potenci§l pŚepoļtenĨ na 100% nasycen² vodou (OP100), 
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fluorescenļn² parametr Fv/Fm, vodn² sytostn² deficit (VSD), rychlost ļist® fotosynt®zy (A), 

rychlost transpirace (E), prŢduchov§ vodivost (Gs), pomŊr intercelul§rn² a ambientn² 

koncentrace CO2 (ci/ca), ¼ļinnost vyuģit² vody (WUE) a tzv. vnitŚn² ¼ļinnost vyuģit² vody 

(WUEi) ï u vzorkŢ kultivarŢ Śepky Chagall (CH), Goya (G) a Temptation (T) pŊstovanĨch za 

kontroln²ch podm²nek (K), za podm²nek sucha (S) a regenerace (R). Vġechna data byla Z-sk·re 

transformov§na a n§slednŊ pouģita pro klastrovou analĨzu. Klasterogram byl sestaven 

programem PermutMatrix (Caraux a Pinloche 2005) za pouģit² EuklidovskĨch vzd§lenost² a 

WardovĨch minim§ln²ch krit®ri². 

 

Z vĨsledkŢ klastrov® analĨzy uvedenĨch v obr§zku 1 je patrn®, ģe doġlo k rozdŊlen² na dva 

klastry: klastr 1 zahrnuj²c² kontroln² a regenerovan® varianty, kterĨ se d§le dŊl² na subklastr 1a 

zahrnuj²c² regenerovan® varianty a kontroln² variantu odrŢdy Chagall, a subklastr 1b zahrnuj²c² 

kontroln² varianty odrŢd Goya a Temptation, a d§le klastr 2 zahrnuj²c² such® varianty vġech 

odrŢd. Sucho vedlo k vĨznamn®mu poklesu hmotnosti ļerstv® biomasy, n§rŢstu VSD, poklesu 

OP a OP100, poklesu rychlosti ļist® fotosynt®zy (A), transpirace (E), stomat§ln² vodivosti (Gs) 

a m²rn®mu poklesu fluorescenļn²ho parametru Fv/Fm. U suchĨch variant v klastru 2 byly 

rovnŊģ zjiġtŊny rozd²ly mezi genotypy, kdy genotypy Goya a Chagall ve srovn§n² s genotypem 

Temptation vykazovaly vĨznamnŊ niģġ² hodnoty VSD, vyġġ² hodnoty OP a OP100, a vĨznamnŊ 

vyġġ² hodnoty WUE a WUEi.  

Diskuse 

Klastrov§ analĨza rozdŊlila devŊt sledovanĨch vzorkŢ do dvou hlavn²ch klastrŢ, pŚiļemģ jeden 

zahrnoval vzorky kontroln² a regenerovan® a druhĨ zahrnoval vzorky vystaven® suchu, coģ 

ukazuje na dominantn² vliv sucha. Sucho vedlo k vĨznamn®mu poklesu hmotnosti ļerstv® 

biomasy, osmotick®ho potenci§lu, a naopak n§rŢstu vodn²ho sytostn²ho deficitu (VSD). 

V pŚ²padŊ osmotick®ho potenci§lu pŚepoļten®ho na 100% nasycen² rostlin vodou (OP100) lze 

vidŊt rozd²ly v m²Śe akumulace osmolytŢ vedouc² k tzv. osmotick®mu pŚizpŢsoben² (Serraj a 

Sinclair 2002). V hodnot§ch OP100 u suchĨch variant se projevily vĨznamn® rozd²ly mezi 

genotypy, kdy Goya a Chagall vykazovaly vĨznamnŊ vyġġ² hodnoty OP100 oproti Temptation, 

kterĨ mŊl nejvyġġ² hodnotu VSD, tj. nejvŊtġ² dehydrataci listovĨch pletiv. Z hlediska 

fotosyntetickĨch charakteristik sucho vedlo u kultivarŢ Goya a Chagall k vĨznamn®mu poklesu 

Śady sledovanĨch charakteristik: fluorescenļn² parametr maxim§ln² fotochemick§ ¼ļinnost 

fotosyst®mu II Fv/Fm, rychlost ļist® fotosynt®zy A, rychlost transpirace TR, stomat§ln² 

vodivost SC. Naopak sucho vede k vĨznamn®mu n§rŢstu ¼ļinnosti vyuģit² vody (WUE) a tzv. 

vnitŚn² ¼ļinnosti vyuģit² vody (WUEi) u kultivarŢ Goya a Chagall, nikoliv vġak u kultivaru 

Temptation. Đļinnost vyuģit² vody WUE, definovan§ jako hmotnost vody spotŚebovan® 

rostlinou pro vytvoŚen² jednoho gramu suġiny pŚedstavuje vĨznamnĨ polygennŊ zaloģenĨ znak, 

kterĨ lze povaģovat za ukazatel suchovzdornosti rostlin (Richards et al. 2002) a kterĨ lze vyuģ²t 

pŚi ġlechtŊn² zemŊdŊlskĨch plodin na zvĨġenou suchovzdornost (Cattivelli et al. 2008; Rebetzke 

et al. 2002). Z hlediska WUE a WUEi lze jako suchovzdorn® popsat kultivary Goya a Chagall, 

zat²mco kultivar Temptation m§ vĨznamnŊ niģġ² suchovzdornost. Hodnoty WUE a WUEi 

mohou, ale nemusej² korelovat s vĨnosem plodiny za sucha, pŚiļemģ se ukazuje, ģe ļ²m je sucho 

delġ² a intenzivnŊjġ², t²m je korelace mezi WUE a vĨnosem plodiny vĨznamnŊjġ², a WUE lze 

pouģ²t jako vĨznamnĨ indik§tor vĨnosu (Condon et al. 2004). 
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Z§vŊr 

Srovn§n² jednotlivĨch variant pomoc² klastrov® analĨzy vĨznamnŊ rozliġilo dvŊ hlavn² skupiny 

vzorkŢ, vzorky vystaven® suchu a ostatn², tj. kontroln² a regenerovan® varianty, coģ ukazuje na 

vĨznamnĨ vliv sucha a na ¼spŊġnou regeneraci studovanĨch kultivarŢ Śepky. U suchĨch variant 

byly rovnŊģ zjiġtŊny vĨznamn® rozd²ly mezi kultivary, kdy kultivary Goya a Chagall mŊly 

vĨznamnŊ niģġ² VSD, vĨznamnŊ vyġġ² OP a OP100 a pŚedevġ²m vĨznamnŊ vyġġ² hodnoty WUE 

a WUEi oproti kultivaru Temptation, coģ ukazuje na jejich vyġġ² suchovzdornost. Hodnocen² 

souboru morfofyziologickĨch charakteristik tak pŚedstavuje relativnŊ jednoduchĨ, rychlĨ a 

levnĨ n§stroj vyuģitelnĨ pro screening rostlinnĨch materi§lŢ vyznaļuj²c²ch se zvĨġenou 

odolnost² vŢļi suchu. 
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Abstrakt  

V letech 2019 a 2020 byl hodnocen soubor 564 genotypŢ poln²ho a dŚeŔov®ho hrachu. Na 

z§kladŊ asociaļn² analĨzy (GWAS) a DArTseq analĨzy sekvenov§n² knihoven DNA 

s redukovanou komplexitou byly identifikov§ny SNP (Single-Nucleotide Polymorfisms; 

jednonukleotidovĨ polymorfismus) markery spojen® s agronomickĨmi znaky.  

C²lem t®to pr§ce bylo pŚev®st identifikovan® SNP markery spojen® s odolnost² vŢļi PEMV 

(virus enaļn² mozaiky hrachu) a padl² (Erysiphe pisi) na markery ve form§tu CAPS (Cleaved 

Amplified Polymorphic Sequences; ġtŊpen® amplifikovan® polymorfn² sekvence) vhodn® pro 

selekci a ġlechtŊn². Ty mohou bĨt n§slednŊ vyuģity jako ¼ļinnĨ n§stroj pro zpŚesnŊn², zrychlen² 

a finanļn² zefektivnŊn² procesu selekce a tvorbu kvalitativnŊ novĨch a konkurenceschopnĨch 

odrŢd hrachu. 

Kl²ļov§ slova: hr§ch, Pisum sativum, agronomick® znaky, SNP, CAPS markery, genomick§ 

selekce 

 

Abstract  

In 2019 and 2020, a set of 564 genotypes of field and canning pea was evaluated. SNP (Single-

Nucleotide Polymorphisms) markers associated with agronomic traits were identified based on 

association analysis (GWAS) and DArTseq sequencing analysis of DNA libraries with reduced 

complexity. The aim of this work was to convert the identified SNP markers associated with 

resistance to PEMV (pea enation mosaic virus) and powdery mildew (Erysiphe pisi) into CAPS 

(Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) markers suitable for selection and breeding. 

These can subsequently be used as an effective tool for the refinement, acceleration and 

financial efficiency of the selection process and the creation of qualitatively new and 

competitive pea varieties. 

Keywords: pea, Pisum sativum, agronomic traits, SNP, CAPS markers, genomic selection 

 

Đvod 

Hr§ch patŚ² mezi nejrozġ²ŚenŊjġ² druhy luskovin, pŊstuje se v cel®m m²rn®m p§smu pŚev§ģnŊ 

jako jarn² plodina pro lidskou vĨģivu a krmivo pro hospod§Śsk§ zv²Śata. Je pŊstov§n pŚedevġ²m 

pro semena, kter§ maj² vysokĨ obsah b²lkovin (21ï24 % hrubĨch b²lkovin), kterĨ je asi 2 x 

vyġġ² neģ u obilovin. Skladba aminokyselin je rovnŊģ pŚ²znivŊjġ² neģ u obilovin, neboŠ m§ v²ce 

nepostradatelnĨch (sirnĨch) aminokyselin, vyġġ² obsah vitaminŢ i miner§ln²ch l§tek.  

Virus vĨrŢstkov® mozaiky hrachu (PEMV ï Pea enation mosaic virus) je celosvŊtovŊ 

oznaļov§n za nejnebezpeļnŊjġ² a ekonomicky nejz§vaģnŊjġ² chorobu hrachu. Je pŚenosnĨ 

mġicemi a k pŚenosu doch§z² jiģ po kr§tk® dobŊ s§n². Mezi typick® a nezamŊniteln® projevy na 

rostlin§ch hrachu, kromŊ vĨrŢstkŢ, patŚ² i mozaika pŚech§zej²c² v typick® ĂdvŢrkyñ. PozdŊji 

vznikaj² deformace luskŢ, sniģuje se HTS (Hull, 1981). DŊdiļnost rezistence proti vir·ze 

PEMV zajiġŠuje dominantn² gen En (Schroeder a Barton, 1959), dle literatury lokalizovanĨ ve 
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tŚet² vazebn® skupinŊ LGIII (Marx et al., 1985; Yu et al., 1995, Randhawa a Weeden, 2009). 

Virus mŢģe zpŢsobovat vĨznamn® vĨnosov® ztr§ty od 10 aģ do 100 % (Hull, 1981; Jain et al., 

2013). 

Padl² hrachu (Erysiphe pisi DC., Ascomycetes) je specializovan§ forma E.pisi f. sp. pisi 

(Hammarl) Boerema, schopn§ patogeneze pouze na hrachu. V teplejġ²ch a suġġ²ch pŊstitelskĨch 

oblastech zpŢsobuje kaģdoroļnŊ vĨnosov® ztr§ty v rozmez² 10ï60 % (Nagaraju a Pal, 1990; 

Heringa et al., 1969; Tivari et al., 1997).     
Prakticky veġker® odrŢdy poln²ho a dŚeŔov®ho hrachu v dosavadn² historii ġlechtŊn² t®to 

plodiny byly vytvoŚeny dvŊma klasickĨmi postupy, (1) dŚ²vŊjġ² hybridizac² rodiļovskĨch 

genotypŢ a (2) pozdŊjġ² mutagenez² (chemomutageneze a radiomutageneze; cca od 50. let 

minul®ho stolet²; Blixt, 1972; Jaranowski, 1976) vŊtġinou n§sledovanou pozitivn²m vĨbŊrem 

v r§mci rŢznĨch ġlechtitelskĨch sch®mat. CelĨ proces byl znaļnŊ zdlouhavĨ n§roļnĨ na 

pŊstebn² plochy, pr§ci a finance.  

Polymorfismy nukleovĨch kyselin se vyznaļuj² pŚ²tomnost² variabiln²ch pozic v DNA, v nichģ 

se vyskytuj² dvŊ nebo v²ce variant alel, kter® jsou v populaci zastoupeny v urļit® frekvenci. 

JednonukleotidovĨ polymorfismus (SNP) oznaļuje variabiln² stav pouze v jedin®m nukleotidu 

na konkr®tn²m m²stŊ v genomu. SNP se mohou vyskytovat napŚ²ļ celĨm genomem. V 

k·duj²c²ch nebo regulaļn²ch sekvenc²ch DNA mohou ovlivnit vĨslednĨ fenotyp dan®ho 

jedince, avġak jejich ļastŊjġ² vĨskyt je zaznamen§n v nek·duj²c²ch oblastech DNA, kde vġak 

mohou bĨt ve vazbŊ s geny ovlivŔuj²c²mi fenotypovĨ projev zkouman®ho znaku. GenetickĨ 

marker je detekovatelnĨ gen nebo variabiln² sekvence DNA, u kter® je zn§mo jej² um²stŊn² na 

chromozomu nebo kontigu. Lze je rozdŊlit na markery fenotypov®, jejichģ projevem je 

pozorovatelnĨ rozd²l ve fenotypov®m projevu alel, biochemick®, u nichģ je moģno detekovat 

vznik rozd²lnĨch proteinovĨch produktŢ (izoenzymŢ), a DNA markery, kter® se liġ² na ¼rovni 

sekvenc² nukleotidŢ. Mezi poslednŊ jmenovan® patŚ² markery zaloģen® na d®lkov®m 

polymorfismu fragmentŢ DNA vzniklĨch restrikļn²m ġtŊpen²m (RFLP), analĨza polymorfn²ch 

segmentŢ DNA zaloģen§ na PCR a celogenomov® markery zaloģen® na sekvenaci DNA, ke 

kterĨm se Śad² i detekce a analĨza SNP. 

PrudkĨ rozvoj molekul§rn² genetiky, funkļn² genomiky a vysoce vĨkonn®ho celogenomov®ho 

sekvenov§n² (DArtSeq) umoģŔuje v ide§ln²m pŚ²padŊ pŚ²mo identifikaci a lokalizaci genŢ na 

jednotlivĨch chromozomech v r§mci vazebnĨch skupin, respektive molekul§rn²ch DNA 

markerŢ s pŚedmŊtnĨmi geny tŊsnŊ sv§zanĨch. Tomu mus² pŚedch§zet detailn² fenotypov§n², 

tedy popis vybranĨch kvalitativn²ch ļi kvantitativn²ch znakŢ dle klasifik§toru dan® plodiny a 

jejich pŚiŚazen² k datŢm genotypovĨm n§stroji bioinformatiky (GWAS analĨza). Kombinace 

metod molekul§rn² genetiky (vļetnŊ recentn²ho ĂpŚeļten²ñ kompletn²ho genomu hrachu) a 

bioinformatiky d§v§ ġlechtitelŢm hrachu k dispozici ¼ļinnĨ n§stroj pro zpŚesnŊn², zrychlen² a 

finanļn² zefektivnŊn² procesu selekce a tvorbu kvalitativnŊ novĨch a konkurenceschopnĨch 

odrŢd hrachu (Dost§lov§ et al., 2020). 

 

Metodika 

Za ¼ļelem identifikace DNA markerŢ spojenĨch s agronomickĨmi znaky (d®lka rostliny, poļet 

vŊtv², typ olistŊn², tvar a barva semene, poļet a hmotnost semen, HTS, odolnost vŢļi padl² a 

PEMV) a kvalitativn²mi znaky semen (obsah N-l§tek a ġkrobu) byla provedena asociaļn² 

analĨza (GWAS) u hrachu set®ho (Pisum sativum L.). Soubor 564 genotypŢ poln²ho a 

dŚeŔov®ho hrachu byl hodnocen v letech 2019 a 2020 na tŚech lokalit§ch (Ġumperk, Olomouc, 

Smrģice). Vybran® genotypy hrachu poch§z² z registrovanĨch komerļn²ch odrŢd rodu Pisum, 

zdrojŢ rezistence k houbovĨm a virovĨm patogenŢm vyuģ²vanĨch ve ġlechtŊn², odrŢd/lini² 

z kolekce z Ruska (z²skanĨch v projektu KONTAKT), planĨch druhŢ/forem rodu Pisum, 

vlastn²ho novoġlechtŊn² poln²ho a dŚeŔov®ho hrachu spoleļnost² Agritec a SEMO a mutantn²ch 
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lini² s n²zkĨm obsahem kyseliny fytov®. VĨbŊr byl proveden tak, aby pokrĨval genetickou 

diverzitu druhu a z§roveŔ obsahoval ġlechtitelskĨ materi§l selektovanĨ ve vybranĨch znac²ch. 

Pro zjiġtŊn² SNP variant byla pouģita metoda DArTseq analĨzy sekvenov§n² knihoven DNA 

s redukovanou komplexitou. K redukci komplexity je vyuģ²v§n syst®m kombinace dvou 

restrikļn²ch enzymŢ, z nichģ jeden je metylaļnŊ sensitivn². V porovn§n² s jinĨmi metodami 

redukce komplexity genomu se DArTseq zamŊŚuje na unik§tn² oblasti v genomu, kter® jsou 

ļasto typick® pro genov® oblasti s vysokou informativn² hodnotou. VĨsledky byly 

bioinformaticky zpracov§ny, pŚiļemģ detekov§ny byly zejm®na jednonukleotidov® 

polymorfismy napŚ²ļ celĨm genomem. VĨsledky celogenomov®ho genotypov§n² byly n§slednŊ 

propojeny s pozorovanĨmi fenotypovĨmi daty pŚi celogenomov® asociaļn² studii (GWAS), 

jej²mģ vĨsledkem byla identifikace konkr®tn²ch SNP markerŢ asociovanĨch s danĨmi 

fenotypovĨmi projevy. 

Asociaļn² analĨzou byla z²sk§na sada 376 SNP markerŢ spojenĨch s vĨġe uvedenĨmi 

vlastnostmi, jejichģ pozice na jednotlivĨch chromozomech byla urļena na z§kladŊ referenļn² 

sekvence hrachu. Pro detekci SNP je uvedena 69 bp dlouh§ sekvence pŚil®haj²c² k 

asociovanĨm SNP. Vybran® SNP pouģit® pro dalġ² pr§ci jsou shrnuty v tabulk§ch 1 a 2. Na 

z§kladŊ referenļn² sekvence (https://urgi.versailles.inra.fr/Species/Pisum/Pea-Genome-project) 

byly navrģeny primery pro amplifikaci dan® oblasti a dle kontr®tn²ch SNP markerŢ vybr§ny 

restrikļn² enzymy umoģŔuj²c² snadn® testov§n² pŚ²tomnosti referenļn²/alternativn² alely. 

Test primerŢ a test n§sledn® restrikce byly provedeny se souborem 49 vzorkŢ se zn§mĨmi 

fenotypy (32 ġlechtitelskĨch lini² z Agritecu, 8 registrovanĨch odrŢd rezistentn²ch k padl², 8 

lini² s deklarovanou rezistenc² k padl² a vir·z§m z kolekce genovĨch zdrojŢ a 1 plan§ forma 

hrachu). Pro detekci mutac² byla nejprve izolov§na DNA z rostlinn®ho materi§lu. Listy rostlin 

byly homogenizov§ny v kapaln®m dus²ku a pomoc² Isolate II Genomic DNA Kit (Bioline 

Meridian Bioscience) z nich byla izolov§na genomov§ DNA dle protokolu vĨrobce. DNA 

z²skan§ z pŚibliģnŊ 100 mg materi§lu byla rozpuġtŊna ve 200 Õl eluļn²ho pufru a zamraģena. 

Vyizolov§n§ DNA byla pouģita pro PCR amplifikaci a restrikļn² reakci s pouģit²m 

odpov²daj²c²ho restrikļn²ho enzymu (tabulka 3). Sloģen² reakļn² smŊsi pro PCR bylo: 20ï50 ng 

DNA, 1x Dream Taq PCR buffer, 100 ɛM kaģd®ho nukleotidu, 0,4 ɛM kaģd®ho primeru a 1 U 

Dream Taq polymer§zy (Thermo Scientific). Produkty PCR reakce byly rozdŊleny na 1,5% 

agar·zov®m gelu barven®m ethidium bromidem, nasv²ceny UV svŊtlem a nasn²m§ny. Teplotn² 

profil PCR reakc² u markerŢ 74, 76, 78 a 81 byl 94 ÁC /10 min + 35x (94 ÁC /30 s, 55 ÁC /30 

min, 72 ÁC /60 s) se z§vŊreļnou elongac² 72 ÁC /5 min. Pro PCR reakci u markeru 83 byl pouģit 

teplotn² profil 94 ÁC /4 min + 35x (94 ÁC /30 s, 65 ÁC /30 min, 72 ÁC /40 s) se z§vŊreļnou 

elongac² 72 ÁC /10 min. 10 ɛl vzorku po PCR reakci bylo pro kontrolu naneseno na agar·zovĨ 

gel. ZbylĨch 5 ɛl bylo ġtŊpeno pomoc² pŚ²sluġn®ho restrikļn²ho enzymu a rovnŊģ naneseno na 

gel. D®lky fragmentŢ po restrikci spolu s odpov²daj²c²m genotypem (S-senzitivn², R- 

rezistentn²) jsou uvedeny rovnŊģ v tabulce 3. 

 

Tab. 1: SNP markery spojen® s odolnost² vŢļi padl² pouģit® pro tvorbu CAPS markerŢ  

PoŚad² 

SNP 
SNP ID Chromozom 

Alely 

(referenļn²/ 

alternativn²) 

Pozice 

SNP 
PŚilehl§ sekvence 

74. 
4661881|F|0-

12:T>C-12:T>C 
5 T/C 12 

TGCAGAAGGGATTGGTATCTCCGATTTATGATGA

TGTTGTCGTCATGCCCAATTATGACGATGAATCA

A 

76. 

5934728|F|0-

24:A>G-

24:A>G 

2 A/G 24 

TGCAGTATGTCTATGACCATTTTGATCAAAAATT

GAACCTCCAACCTTAGTCCCATAAACATGATCAT

A 

 

Tab. 2: SNP markery spojen® s odolnost² vŢļi PEMV pouģit® pro tvorbu CAPS markerŢ  

https://urgi.versailles.inra.fr/Species/Pisum/Pea-Genome-project
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PoŚad² SNP SNP ID 
Chrom

ozom 

Alely 

(referenļn²/ 

alternativn²) 

Pozice 

SNP 
PŚilehl§ sekvence 

78. 

3541931|F|0-

16:G>A-

16:G>A 1 G/A 16 

TGCAGGATTGTATACTGATCCTTTCCTTGTATAA

TTTACAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGC

C 

81. 

3549708|F|0-

34:T>C-34:T>C 1 T/C 34 

TGCAGCACCGACACCTATGAAAAATGTGTGTCCG

TGTAAATGTCTGAAAGTGACACCGAAGTTTGTGA

T 

83. 

19221983|F|0-

23:C>T-23:C>T 1 C/T 23 

TGCAGATACATTGCTTCAATGCACGCGGTACTTA

TTTATTTTGCTTCAAATTTTTTGCCCTTGCATTC

T 

 

Tab. 3: Primery a restrikt§zy pro testov§n² jednotlivĨch SNP/CAPS markerŢ (genotypy: S-

senzitivn², R- rezistentn²) 

SNP Primery pro PCR PCR 

produkt 

(bp) 

Pouģit§ 

restrikļn² 

endonukle§za 

Fragmenty 

po restrikci (bp) 

Genotyp na 

z§kladŊ 

restrikce 

 

74. 

F: CTCCTTCCACTCCACCTTCA 

R: ATATGGTCTCGCGTATGGGG  

 

555 MboI 196, 297 a 62 

359 a 196 

R 

S 

 

76. 

F: TCCAGAAGATCAGCTGCAGT 

R: GTTGGGATGGAAAGCTGGTG 

223 MboI 147 a 76 

223 

S 

R 

78. 

F: CCTCTGCTCACACTTTCAACA 

R: CAGAAACTGGTGTAGGTAGATCA 

422 

 
MboI 206 a 216 

422 

R 

S 

81. 

F: AGTGGTTGAGCTAAGGTTTTGA 

R: ATCTCTGAAGCACGGACACT 

409 BstUI (Bsh1236I) 114 a 296  

409 

R 

S 

83. 

F: GGATAATCTTCCGCAACCCA 

R: GACAGCACTGAACCTCAACA 

483 Hin1II (NIaIII)  158, 222 a 103 

158 a 325 

R 

S 

 

VĨsledky a diskuze 

Na z§kladŊ hodnocen² souboru 564 genotypŢ poln²ho a dŚeŔov®ho hrachu prostŚednictv²m 

asociaļn² analĨzy (GWAS) a DArTseq analĨzy byly identifikov§ny SNP markery spojen® 

s agronomickĨmi znaky (mimo jin® odolnost vŢļi padl² a PEMV) a kvalitativn²mi znaky semen. 

Pro detekci SNP byla v uģitn®m vzoru (viz zdroje) uvedena 69 bp dlouh§ sekvence pŚil®haj²c² 

k asociovanĨm SNP. S vyuģit²m t®to pŚilehl® sekvence byly na z§kladŊ referenļn² sekvence 

(https://urgi.versailles.inra.fr/Species/Pisum/Pea-Genome-project) navrģeny primery pro 
amplifikaci dan® oblasti.  Vybr§ny byly SNP markery, u kterĨch je moģn® detekovat pŚ²tomnost 

referenļn²/alternativn² alely na z§kladŊ pouģit² restrikļn²ho enzymu (jsou vyuģiteln® pro 

metodu CAPS). Na z§kladŊ vhodnosti vyuģit² pro metodu CAPS byly vybr§ny 2 markery 

spojen® s odolnost² k padl² a 3 spojen® s odolnost² k PEMV. 

 

S navrģenĨmi primery byla provedena PCR, v pŚ²padŊ potŚeby byla provedena optimalizace 

teplot (u markeru 83 bylo pro dosaģen² specifick®ho produktu potŚeba vĨraznŊ zvĨġit teplotu 

pro nased§n² primerŢ, coģ je uvedeno v metodice). VĨsledky amplifikace a restikce pro 

jednotliv® markery jsou uvedeny na obr§zc²ch 1 aģ 10. U vġech markerŢ se podaŚilo pomoc² 

PCR naamplikovat fragment o oļek§van® d®lce. PŚi n§slednĨch restrikc²ch byla u vġech 

https://urgi.versailles.inra.fr/Species/Pisum/Pea-Genome-project
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markerŢ v souboru patrn§ variabilita ve vĨskytu alel. VĨjimkou byl pouze marker 76, kde doġlo 

ve vġech vzorc²ch (s kontrastn²mi fenotypy) ke ġtŊpen² alely.  

V dŚ²vŊjġ²ch studi²ch byl lokus rezistence k PEMV En mapov§n ve vazebn® skupinŊ LGIII, jeģ 

v referenļn² sekvenci odpov²d§ chromozomu 5 (Marx et al., 1985; Randhawa a Weeden, 2009; 

Jain et al., 2013). Mapov§n² vyuģ²vaj²c² porovn§n² genu rezistence En dvou rodiļŢ rezistentn² 

odrŢdy Lifter a n§chyln® odrŢdy Radley (Jain et al., 2013) pomoc² genotypov§n² SSR markerŢ 

u RILs mapovac² populace poskytuje markery pro ġlechtŊn² za pŚedpokladu, ģe ġlechtitel uģije 

tento konkr®tn² gen rezistence En. Avġak s vyuģit²m GWAS mapovac² populace u souboru 

jedincŢ s ġirokou genetickou z§kladnou je zŚejm®, ģe hlavn² variabilita rezistence k PEMV 

v n§mi analyzovan® populaci hrachu je zprostŚedkov§na skrze geny na chromozomu 1 (vazebn§ 

skupina LGVI). Rozd²ln® vĨsledky mapov§n² mohou bĨt d§ny odliġnĨm genetickĨm 

mechanismem rezistence k PEMV v mapovac²ch populac²ch obou studi² nebo i odliġnĨmi 

kmeny viru PEMV vyuģitĨmi k infekci v provedenĨch testech. VĨhodou dosaģenĨch vĨsledkŢ 

GWAS studie je, ģe lze jako donora genŢ rezistence vyuģ²t vyġġ² poļet pŢvodŢ hrachu a 

pŚ²padnŊ lze do ġlechtitelsk®ho z§mŊru zahrnout a vz§jemnŊ kombinovat i vyġġ² poļet lokusŢ 

s niģġ²m efektem na znak rezistence k PEMV. 

Padl² hrachu (Erysiphe pisi DC., Ascomycetes) je specializovan§ forma E.pisi f. sp. pisi, 

schopn§ patogeneze pouze na hrachu. Genetick® zdroje rezistence hrachu proti padl² byly 

objeveny jednak v peru§nskĨch populac²ch hrachu (Harland, 1948), a jednak v komerļn² 

odrŢdŊ dŚeŔov®ho hrachu Stratagem, odvozen® z mexick® populace Mexique 4 (Pierce, 1948; 

Cousin, 1965). Dosud byly u hrachu identifikov§ny tŚi geny rezistence k padl², jmenovitŊ er1 

(Janila et al., 2004), er2 (Tiwari et al., 1999) a Er3 (Cobos et al., 2018), um²stŊn® na vazebnĨch 

skupin§ch LGVI, III a IV. Studie prok§zaly, ģe gen er1 je homologem lokusu ĂOñ(MLO) 

(Pavan et al., 2011). N§sledn® analĨzy identifikovaly celkem jeden§ct alel (er1ï1 aģ er1ï11; 

Devi et al., 2022), z nichģ er1-1 a er1-2 jsou vyuģ²v§ny ġlechtiteli. 

Na z§kladŊ vyuģit² GWAS mapovac² populace u souboru jedincŢ s ġirokou genetickou 

z§kladnou je hlavn² variabilita rezistence k PEMV v n§mi analyzovan® populaci hrachu 

zprostŚedkov§na zejm®na skrze geny lokalizovan® na chromozomu 1 (vazebn§ skupina LGVI), 

d§le pak na chromozomu 2, 4 a 5. Markery lokalizovan® na chromozomu 1 se nejevily jako 

vhodn® pro vyuģit² restrikce. Testovan® markery (74 a 76) leģ² na chromozomech 5 a 2, 

odpov²daj²c² vazebnĨm skupin§m LGIII a LGI.  

 

    

 
 

1       2     3       4       5       6        7       8        9     10     11     

12     
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NahoŚe Obr. 1: VĨsledek PCR amplifikace pro marker 74 (odolnost k padl²). Vlevo 100 bp Plus DNA 

Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. ï 12.  amplifikovan® vzorky (555 bp) 

Dole Obr. 2: VĨsledek restrikļn² analĨzy pro marker 74. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo 

Fisher Scientific), 1. ï 12. vzorky po restrikci (297,196 a 62/ 359 a 196 bp) 

 

  

 
NahoŚe Obr. 3: VĨsledek PCR amplifikace pro marker 76 (odolnost k padl²). Vlevo 100 bp Plus DNA 

Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. ï 16.  amplifikovan® vzorky (223 bp) 

Dole Obr. 4: VĨsledek restrikļn² analĨzy pro marker 76. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder 

(Thermo Fisher Scientific), 1. ï 16. vzorky po restrikci (147 a 76 bp) 

 

             

 
NahoŚe Obr. 5: VĨsledek PCR amplifikace pro marker 78 (odolnost k PEMV). Vlevo 100 bp Plus 

DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. ï 17.  amplifikovan® vzorky (422 bp) 

Dole Obr. 6: VĨsledek restrikļn² analĨzy pro marker 78. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo 

Fisher Scientific), 1. ï 17. amplifikovan® vzorky po restrikci (206 a 216/ 422 bp 

1   2    3     4     5     6     7     8     9    10  11  12   13  14   15   16 

1    2     3     4     5    6    7     8    9    10   11  12  13   14  15  16 
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NahoŚe Obr. 7: VĨsledek PCR amplifikace pro marker 81 (odolnost k PEMV). Vlevo 100 bp Plus 

DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. ï 13.  amplifikovan® vzorky (409 bp) 

Dole Obr. 8: VĨsledek restrikļn² analĨzy pro marker 81. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo 

Fisher Scientific), 1. ï 13. amplifikovan® vzorky po restrikci (296 a 114/ 409 bp) 

 

  

 
 
NahoŚe Obr. 9: VĨsledek PCR amplifikace pro marker 83 (odolnost k PEMV). Vlevo 100 bp Plus 

DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. ï 12.  amplifikovan® vzorky (483 bp) 

Dole Obr. 10: VĨsledek restrikļn² analĨzy pro marker 83. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo 

Fisher Scientific), 1. ï 12. amplifikovan® vzorky po restrikci (222, 158 a 103/ 325 a 158 bp) 
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Z§vŊr 

C²lem t®to pr§ce bylo pŚev®st SNP markery identifikovan® na z§kladŊ celogenomov® 

bioinformatick® analĨzy na markery ve form§tu CAPS vyuģiteln® pro selekci a ġlechtŊn² 

hrachu. Vybr§ny byly SNP markery spojen® s odolnost² vŢļi PEMV a padl². 

Na z§kladŊ referenļn² sekvence a pŚilehlĨch sekvenc² byly navrģeny CAPS markery pro 

snadnou a rychlou molekul§rn² identifikaci referenļn²/alternativn² alely ve vzorku. PCR 

fragmenty byly na z§kladŊ navrģenĨch primerŢ ¼spŊġnŊ naamplifikov§ny, bŊhem n§sledn® 

restrikļn² analĨzy byly detekov§ny ġtŊpen® i neġtŊpen® alely v odpov²daj²c²ch d®lk§ch. Dalġ²m 

krokem testov§n² bude ovŊŚen² ¼ļinnosti tŊchto molekul§rn²ch markerŢ a potvrzen² asociace 

jednotlivĨch alel s konkr®tn²m fenotypem na ġirġ²m souboru vzorkŢ. Identifikovan® markery 

mohou bĨt vyuģity pro efektivn² ġlechtŊn² hrachu ï selekci s vyuģit²m markerŢ (MAS = Marker-

Assisted Selection). 
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Transformace hrachu s vyuģit²m CRISPR/Cas9 za ¼ļelem vytvoŚen² 

n²zkofyt§tovĨch lini² 

Pea transformation with the use of CRISPR/Cas9 for the creation of low-phytic 

pea lines  

Ludv²kov§ M., SmĨkalov§, I.  

 Agritec Plant Research s.r.o., Ġumperk 

 

 

Abstrakt  

Pr§ce popisuje tvorbu a pouģit² vektorovĨch konstruktŢ obsahuj²c²ch expresn² kazetu pro 

CRISPR/Cas9 pro transformaci hrachu set®ho (Pisum sativum L.) za ¼ļelem z²sk§n² 

n²zkofyt§tovĨch lini². C²lem pro transformaci byl gen pro myo-inositol 3 fosf§t synt§zu (mips), 

kterĨ m§ kl²ļovou roli v synt®ze kyseliny fytov®. Byly vytvoŚeny 3 rŢzn® konstruky s c²lem 

dos§hnout indukovan® mutace v tomto genu. Konstrukty byly n§slednŊ pouģity pro 

agrobakteri§ln² transformaci nod§ln²ch segmentŢ z nakl²ļenĨch semen hrachu, zahrnuj²c²ch 

axil§rn² merist®my. Z regenerantŢ rostouc²ch na selekļn²ch m®di²ch byly odeb²r§ny vzorky pro 

PCR detekci selekļn²ho genu a oblasti virG a souļasnŊ pro detekci indukovan® mutace 

prostŚednictv²m metody PCR a n§sledn® restrikce. PodaŚilo se prok§zat vznik 

transformovanĨch rostlin obsahuj²c²ch report®rovĨ gen uidA, nicm®nŊ doposud nebyl zachycen 

vzorek s ¼spŊġnŊ indukovanou mutac². 

Kl²ļov§ slova: hr§ch, transformace, kyselina fytov§, CRISPR/Cas9, Agrobacterium 

tumefaciens 

 

Abstract  

This work describes the creation and use of vector constructs containing an expression cassette 

for CRISPR/Cas9 for the transformation of pea (Pisum sativum L.) in order to obtain low-

phytate lines. The target for transformation was the gene for myo-inositol 3 phosphate synthase 

(mips), which plays a key role in the synthesis of phytic acid. 3 different constructs were 

developed and used to induce mutations in the mips gene in peas. These constructs were used 

for agrobacterial transformation of pea nodal explants. Samples were taken from the 

regenerants growing on the selection media for PCR detection of the selection gene and the 

virG region and at the same time for detection of the induced mutation by the PCR method and 

subsequent restriction. The emergence of transformed plants containing the uidA reporter gene 

has been demonstrated, however, a sample with a successfully induced mutation has not been 

captured yet. 

Key words: pea, transformation, phytic acid, CRISPR/Cas9, Agrobacterium tumefaciens 

 

Đvod 

Hr§ch je povaģov§n za jednu z prvn²ch domestikovanĨch rostlin na svŊtŊ spolu s ļoļkou (Lens 

culinaris Medik.), cizrnou (Cicer arietinum L.), vikv² hoŚkou (Vicia ervilia (L.) Willd.) a 

nŊkolika druhy obilovin (Zohary a Hopf, 2000). Studie fylogeografie vyuģ²vaj²c² kombinaci 

plastidovĨch a jadernĨch markerŢ naznaļila, ģe se planĨ hr§ch rozġ²Śil z m²sta sv®ho pŢvodu, 

tedy StŚedn²ho vĨchodu, na vĨchod na Kavkaz, do ĉr§nu a Afgh§nist§nu a na z§pad do 

StŚedomoŚ² (SmĨkal et al., 2011). 

Hr§ch zŢst§v§ jednou z nejdŢleģitŊjġ²ch luġtŊnin m²rn®ho p§sma. Hr§ch zahradn² (P. sativum 

var. sativum) se pŊstuje pŚedevġ²m pro lidskou spotŚebu, hr§ch poln² (P. sativum var. arvense 
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(L.) Poiret) se tradiļnŊ pouģ²v§ pro hospod§Śsk§ zv²Śata a jako zelen® hnojen². Rod Pisum je 

velmi malĨ, v souļasn® dobŊ zahrnuje pouze dva druhy, P. sativum L. a P. fulvum Sibth. & Sm. 

Kyselina fytov§ je antinutriļn² faktor zpŢsobuj²c² sn²ģenou biologickou dostupnost miner§ln²ch 

prvkŢ, neefektivn² vyuģit² krmiva a zvĨġenĨ obsah fosf§tŢ v exkrementech.  Je esterem myo-

inositolu a kyseliny fosforeļn® a pouģ²v§ se pro ni tak® n§zev fyt§t nebo inositol-hexakisfosf§t 

(IP6). Je hlavn² formou z§sobn²ho fosforu v semenech rostlin: pŚedstavuje 50ï85 % fosforu v 

semenech obilovin, olejnin a luġtŊnin (Irvine, 2005). V m²stech s vysokou intenzitou ģivoļiġn® 

vĨroby je IP6 hlavn² pŚ²ļinou zneļiġtŊn² povrchovĨch vod fosf§ty. U zv²Śat s jednoduchĨm 

ģaludkem nen² vŊtġina kyseliny fytov® str§vena, s vĨkaly odch§z² do kejdy a teprve tam podl®h§ 

mikrobi§ln²mu rozkladu za uvolnŊn² fosf§tŢ. Z toho dŢvodu se do krmiva prasat a drŢbeģe ļasto 

pŚid§v§ fytasa (Vohra a Satyanarayana, 2003). 

Agrobakteri§ln² transformace je nejpouģ²vanŊjġ² metodou pro pŚenos genetick® informace do 

hrachu. Prvn² ¼spŊġn® pokusy o genetickou transformaci u hrachu byly uļinŊny v roce 1990 

(Puonti-Kaerlas et al., 1990; de Kathen a Jacobsen, 1990). O dva roky pozdŊji byla publikov§na 

analĨza pŚenesen® DNA v potomstvu tŊchto rostlin (Puonti-Kaerlas et al., 1992). Na vĨġe 

uveden® prŢkopnick® pr§ce pozdŊji nav§zaly protokoly optimalizuj²c² transformaci hrachu a 

tak® publikace tĨkaj²c² se modifikace genomu hrachu ĂuģiteļnĨmiñ transgeny, umoģŔuj²c²mi 

toleranci vŢļi herbicidŢm nebo odolnost vŢļi hmyzu a virŢm (Shade et al., 1994; Schrºeder et 

al., 1995; Chowrira et al., 1998 a dalġ²). 

Navzdory vĨznamn®mu pokroku dosaģen®mu v agrobakteri§ln² transformaci hrachu a mnoha 

popsanĨm metodologickĨm ¼prav§m, dostupn® protokoly nepŚedstavuj² zcela rutinn² 

technologii. K nejdŢleģitŊjġ²m pŚedpokladŢm ¼spŊġn® genetick® transformace patŚ² robustn² 

reprodukovatelnĨ a ¼ļinnĨ syst®m regenerace rostlin (Ludv²kov§ a Griga, 2022). 

V posledn²ch letech se u rostlin rozġ²Śilo vyuģit² technik tzv. c²len® modifikace genomu, za 

pomoc² kterĨch je moģn® modifikovat genom na specifick®m m²stŊ a zabr§nit n§hodn® inzerci 

transgenu, coģ je odliġuje od tradiļn²ch metod transgenoze. Tyto pŚ²stupy (nejļastŊji CRISPR - 

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated genes, 

TALENs - Transcription Activator-Like Effector Nucleases nebo ZFNs - Zinc Finger 

Nucleases) jsou proto ļasto skloŔov§ny jako alternativa k metod§m klasick®ho ġlechtŊn² rostlin 

a dŚ²ve uģ²vanĨm metod§m transgenoze a mŢģeme nad§le pŚedpokl§dat expanzi v jejich vyuģit². 

Materi§l a metody 

Pro pr§ci byly pouģity dostupn® sekvence genu mips u hrachu (Shunmugam et al., 2015). 

N§sledovalo navrģen² primerŢ, amplifikace a osekvenov§n² genu mips u odrŢd, kter® by 

n§slednŊ mŊly bĨt pouģity pro transformaci. 

Konstrukty byly vytvoŚeny formou sluģby dr. Hudzieczekem na Biofyzik§ln²m ¼stavu 

AV ĻR, v.v.i. v BrnŊ. Obsahuj² v T-DNA CRISPR kazetu, report®rovĨ gen uidA a selekļn² gen 

nptII pod kontrolou 35S promotoru pro selekci transformovanĨch rostlin za pouģit² 

kanamycinu. 

Byly vytvoŚeny tŚi rŢzn® konstrukty vhodn® pro technologii ¼pravy genomu CRISPR/Cas9 

(konstrukt pVO106, pVO107 pVO108), pŚiļemģ kaģdĨ z nich c²l² na jinou oblast genu myo-

inositol-3-fosf§t synt§zy (mips) (v tabulce 2 jsou uvedeny primery pro detekci mutac² pŚi pouģit² 

jednotlivĨch konstruktŢ). 

Vznikl® kontrukty byly elektroporov§ny do Agrobacterium tumefaciens kmenŢ EHA105 a 

GV3101 a pouģity k transformaci hrachu. PŚi transformaci bylo postupov§no dle metodiky 

agrobakteri§ln² genetick® transformace hrachu vytvoŚen® ve firmŊ Agritec (Ġv§bov§, 2008). 

PŢvodn² metodika byla v prŢbŊhu pr§ce dle potŚeby modifikov§na. 

Screening transformantŢ byl proveden bŊhem ļtyŚ selekļn²ch cyklŢ na z§kladŊ selekļn²ho genu 

nptII (rezistence vŢļi kanamycinu). Rezistentn² explant§ty byly testov§ny pomoc² 

histochemick®ho GUS barven². Vzorky GUS pozitivn² (obr. 3 a 4) byly pouģity pro izolaci 

DNA (pomoc² kitu ISOLATE II Plant DNA Kit, Bioline, Meridian Bioscience). N§slednŊ byly 
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prostŚednictv²m PCR testov§ny na pŚ²tomnost genu uidA. Za pomoc² amplifikace oblasti virG 

byla vylouļena pŚ²padn§ agrobakteri§ln² kontaminace. Sekvence primerŢ pro amplifikaci genu 

uidA a oblasti virG jsou uvedeny v tabulce 1. 

 

 

 

Tab. 1: Primery pro PCR testov§n² vzorkŢ po transformaci hrachu  

N§zev primeru Sekvence (5'-3') 

GUS F CTGATAGCGCGTGACAAAAA 

GGCACAGCACATCAAAGAGA GUS R 

Vir -G-F AGGCGATCTCCTTAATCAATAG 

GATAAGAAGAACGTGTTTCAAC Vir -G-R 

Teplotn² profil PCR byl pro obŊ reakce: 94 ÁC /3 min + 35x (94 ÁC /30 s, 55 ÁC /1 min, 72 ÁC 

/60 s) se z§vŊreļnou elongac² 72 ÁC /10 min. 

Vyizolov§n§ DNA byla pouģita d§le pro PCR amplifikaci a restrikļn² reakci s restrikļn²m 

enzymem odpov²daj²c²m pouģit®mu konstruktu (tabulka 2). 

Tab. 2: Primery a restrikt§zy pro detekci mutac² indukovanĨch jednotlivĨmi konstrukty 

konstrukt  primery  pouģit§ restrikt§za 

pVO106 F: ACGAAACCACTGAACTTGTTCA 

R: CGTTGCCCATGAAATACCCC 

BshTI 

pVO107 F: GGAAATTCATGCTCCCTTCA 

R: AACACAAGCAATGCCAAACA  

Sau96I (Cfr13I) 

pVO108 F: GGAAATTCATGCTCCCTTCA 

R: GATAGCGTTGCTGTTGACCA 

PstI 

 

Na z§kladŊ amplifikace pŚ²sluġn® oblasti genu mips a n§sledn® restrikce byla zjiġŠov§na 

pŚ²tomnost mutace navozen® metodou CRISPR/Cas9. 

Teplotn² profil PCR pŚi pouģit² konstruktu pVO106 a pVO107 byl: 94 ÁC /7 min + 34x (94 ÁC 

/30 s, 55 ÁC /30 min, 72 ÁC /40 s) se z§vŊreļnou elongac² 72 ÁC /5 min. Teplotn² profil PCR pŚi 

pouģit² konstruktu pVO108 byl: 95 ÁC /5 min + 35x (95 ÁC /30 s, 55 ÁC /30 min, 72 ÁC /60 s) 

se z§vŊreļnou elongac² 72 ÁC /10 min.  

 

 

VĨsledky 

Byly vytvoŚeny 3 konstrukty: pVO106, pVO107 pVO108 (obr.1) pro indukci mutace v genu 

mips u hrachu. Bylo provedeno celkem 5 s®ri² transformac², ve kterĨch byly postupnŊ pouģity 

jednotliv® konstrukty a odrŢdy Eso, Protecta a Trendy. Konstrukty byly pro transformaci 

pouģity jak jednotlivŊ, tak ve smŊs²ch. V kaģd® pokusn® s®rii se pracovalo s 250 explant§ty. 

Na z§kladŊ pozorovan® transientn² exprese report®rov®ho genu uidA v transformovanĨch 

explant§tech testovanĨch odrŢd hrachu byly pro dalġ² transformace vybr§ny odrŢda Eso a 

konstrukt pVO108 (s pouģit²m dvou agrobakteri§ln²ch kmenŢ - EHA105 a GV3101).  

Selekce ¼spŊġnŊ transformovanĨch explant§tŢ prob²hala na z§kladŊ genu nptII. Kultura in vitro 

regenerantŢ byla udrģov§na na m®diu s kanamycinem (obr.2) pro vylouļen² netransgenn²ch 
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sektorŢ. BŊhem pas§ģov§n² byly odeb²r§ny vzorky pro GUS barven² (obr. 3 a 4) a PCR 

testov§n². 

U vzorkŢ GUS pozitivn²ch byla provedena PCR detekce genu uidA. Oļek§van§ d®lka 

amplifikovan®ho fragmentu byla 211 bp (obr. 5). Pokud u vzorkŢ DNA vyġel PCR test na 

pŚ²tomnost genu uidA pozitivnŊ, byl prov§dŊn tak® PCR test kontaminace agrobakteriem. 

Pouģity byly primery amplifikuj²c² fragment o velikosti 270 bp v oblasti virG. Vzorky GUS 

pozitivn² byly tak® testov§ny pro detekci indukovan® mutace prostŚednictv²m metody PCR a 

n§sledn® restrikce. DNA byla po amplifikaci pŚ²sluġn® oblasti genu mips podrobena restrikci 

odpov²daj²c²m enzymem dle konstruktu pouģit®ho k transformaci. 

V pŚ²padŊ ¼spŊġn® indukce mutace mŊly bĨt na gelu patrn® neġtŊpen® fragmenty. V pŚ²padŊ, ģe 

jsou na gelu patrn® ġtŊpen® fragmenty, nedoġlo k indukci vzniku mutace v c²lov®m genu.   

Indukovan® mutace v genu mips nebyly objeveny navzdory tomu, ģe PCR detekce potvrdila 

v rostlin§ch pŚ²tomnost report®rov®ho genu uidA. 

 

 
Obr 1. Konstrukt pVO108 
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Obr. 2 Explant§ty na selekļn²m m®diu 

 

  
Obr.3 a 4 GUS barven² explant§tŢ rostouc²ch na selekļn²ch m®di²ch 

 

 
Obr. 5: VĨsledek PCR analĨzy pro gen uidA. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher 

Scientific), 1. - 7. vzorky gus pozitivn² na z§kladŊ PCR, K-negativn² kontrola 

 
Obr. 6: Detekce mutace indukovan® konstruktem pVO108: 1. krok: PCR amplifikace genu mips. 

Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1ï10 analyzovan® vzorky 

       1     2      3      4       5       6       7      8       9    

10 
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Ì 

Obr. 7: Detekce mutace indukovan® konstruktem pVO108: 2. krok ï restrikce amplifikovanĨch 

fragmentŢ enzymem PstI. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1ï10 

analyzovan® vzorky 

 

  
Obr. 8: Detekce mutace indukovan® konstruktem pVO106: 1. krok: PCR amplifikace genu mips. 

Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1ï7 analyzovan® vzorky 

 
Obr. 9: Detekce mutace indukovan® konstruktem pVO106: 2. krok ï restrikce amplifikovanĨch 

fragmentŢ enzymem BshTI. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1ï7 

analyzovan® vzorky 

 

Diskuze 

V minulosti bylo pops§no z²sk§n² n²zkofyt§tovĨch genotypŢ na z§kladŊ RNA interference genu 

mips napŚ. u s·ji (Nunes et al., 2006) a rĨģe (Kuwano et al., 2009). V naġ² pr§ci bylo vyuģito 

progresivn²ch metod ï tzv. Ătargeted genome editingñ nebo tak® ĂNew Breeding Technologies 

ï NBTñ, pomoc² kterĨch je moģn® upravit gen z§jmu na specifick®m m²stŊ v genomu. VĨhoda 

metod Ătargeted genome editingñ oproti klasick® transgenozi spoļ²v§ v tom, ģe nedoch§z² k 

n§hodnĨm inzerc²m transgenŢ. V pr§ci byla konkr®tnŊ pouģita technika CRISPR/Cas9.  

1      2      3      4       5      6      7 
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U hrachu bylo doposud jej² pouģit² pops§no pouze v jedin® publikaci (Li et al., 2022). Tento 

fakt by vĨznamnŊ zvyġoval publikovatelnost vĨsledkŢ, a to i v pŚ²padŊ, pokud by byla objevena 

mutace indukovan§ konstruktem, kter§ by nemŊla vliv na fenotyp. V publikaci Li et al. (2022) 

autoŚi popisuj² dosaģen² stabiln² transformace za pouģit² Agrobacterium rhizogenes. Indukovali 

vznik mutace v genu pro fytoen desatur§zu (PsPDS) zpŢsobuj²c² albinismus. Pro naġi pr§ci byl 

pouģit kmen Agrobacterium tumefaciens. 

Na z§kladŊ sekvence genu mips u hrachu byly navrģeny vektorov® konstrukty obsahuj²c² kazetu 

pro CRISPR/Cas9. U jednotlivĨch konstruktŢ byla pŚedpokl§d§na rŢzn§ m²ra ¼ļinnosti kazety, 

proto byly pro transformaci pouģity tŚi rŢzn® varianty konstruktŢ, kter® maj² rŢzn§ rozpozn§vac² 

m²sta. Pouģit² vŊtġ²ho mnoģstv² konstruktŢ mŢģe v®st k zaj²mav®mu srovn§n² ¼ļinnosti 

jednotlivĨch konstruktŢ pro indukci mutac², ale tak® srovn§n² efektu tŊchto indukovanĨch 

mutac² pŚi fenotypov®m projevu. 

V pŚ²padŊ funkļnosti konstruktŢ by po ¼spŊġn® transformaci hrachu mŊla vzniknout v genu 

mips mutace, ļ²mģ by mŊla bĨt zmŊnŊna jeho funkļnost a tud²ģ i tvorba kyseliny fytov®.  

Navzdory snaze Ăzmenġitñ oblast T-DNA (coģ vede ke snadnŊjġ²mu vytvoŚen² Ătransgene freeñ 

rostlin), byl vedle selekļn²ho genu gen nptII pouģit i report®rovĨ gen uidA (pro GUS). 

PŚ²tomnost report®rov®ho genu dle naġich dosavadn²ch zkuġenost² zvyġuje pravdŊpodobnost a 

rychlost z²sk§n² transformantŢ. Moģnost z²sk§n² rostlin s kĨģenou mutac², nicm®nŊ beze stop 

Ăciz²ñ DNA v genomu, vede k ¼vah§m nad zmŊnou legislativy pro pouģit² technologi² 

programovatelnĨch nukleas. 

 

Z§vŊr 

V r§mci t®to pr§ce byly vytvoŚeny a pro transformaci hrachu pouģity konstrukty CRISPR/Cas9. 

Jedn§ se o programovateln® nukleasy, ¼ļinnou skupinu chim®rickĨch enzymŢ, pouģ²vanĨch u 

cel® Śady organismŢ k indukci dvouŚetŊzcovĨch zlomŢ. Po ¼spŊġn® transformaci mŊla dle 

pŚedpokladu vzniknout v genu mips mutace, pŚiļemģ mŊl bĨt zkoum§n jej² vliv na funkļnost 

genu.  

Pro agrobakteri§ln² transformaci hrachu byly pouģity tŚi rŢzn® konstrukty, c²l²c² na odliġn® 

oblasti genu mips u hrachu. Byly z²sk§ny transformovan® explant§ty obsahuj²c² report®rovĨ gen 

uidA, nicm®nŊ dle vĨsledkŢ restrikce ģ§dnĨ z doposud testovanĨch vzorkŢ neobsahoval mutaci 

indukovanou v genu mips.  

Optimalizac² jednotlivĨch krokŢ byl z²sk§n protokol pro ¼spŊġnou agrobakteri§ln² transformaci 

hrachu odrŢdy Eso. Naġ²m c²lem je vytvoŚit transgenn² n²zkofyt§tov® (lpa) linie hrachu, coģ 

vġak z§vis² na ¼spŊġn® selekci v kultuŚe in vitro. 
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Abstrakt  

Gregor Johann Mendel se svĨm rozs§hlĨm vŊdeckĨm b§d§n²m zapsal do dŊjin vŊdy nejen 

objevem genetickĨch z§konitost², ale tak® aktivitami v dalġ²ch oborech, zvl§ġtŊ v meteorologii. 

Meteorologick§ mŊŚen² vedl nejdŚ²ve jako pomocn²k dr. Olex²ka, v are§lu nemocnice u sv. 

Anny. Sv§ mŊŚen² samostatnŊ prov§dŊl v are§lu Opatstv² na Star®m BrnŊ.  Byl nejen 

pozorovatelem rakousk® meteorologick® sluģby, ale svĨch znalosti fyziky, kter® z²skal bŊhem 

svĨch studii na v²deŔsk® univerzitŊ, vyuģil pŚi zpracov§n² meteorologickĨch dat a v hodnocen² 

meteorologickĨch procesŢ. Zaslouģil se tak® o rozġ²Śen² meteorologickĨch stanic na MoravŊ. 

Snaģil se o pŚedpovŊdi poļas² a jejich specifikaci pro zemŊdŊlce. Z jeho uv§dŊnĨch 13 publikac² 

je 9 vŊnov§no meteorologii. Byl tak® aktivn² v odbornĨch spolc²ch.   

Kl²ļov§ slova: meteorologick§ pozorov§n², pŚedpovŊŅ poļas², vŊtrn§ smrġŠ, zpracov§n² dat 

 

Abstract  

With his extensive scientific research, Gregor Johann Mendel made a mark not only with the 

discovery of genetic laws, but also with his activities in other fields, especially in meteorology. 

Meteorological measurements were first conducted as an assistant to dr. Olex²ka, in the area of 

the hospital near St. Anne. He carried out his measurements independently in the premises of 

the Abbey in Star® Brno. He was not only an observer of the Austrian Meteorological Service, 

but he used the knowledge of physics he acquired during his studies at the University of Vienna 

in the processing of meteorological data and in the evaluation of meteorological processes. He 

was also responsible for the expansion of meteorological stations in Moravia. He worked on 

weather forecasting and its specification for farmers. Of his reported 13 publications, 9 are 

devoted to meteorology. He was also active in professional associations. 

Keywords: meteorological observations, weather forecast, wind storm, data processing 

 

 

Đvod 

Mezi svŊtovŊ uzn§van® vŊdce patŚ² jednoznaļnŊ Gregor Johann Mendel, kter®ho se zvl§ġtn² 

pozornost² vzpom²n§me v letoġn²m roce. Je to d§no t²m, ģe 20. ļervence ubŊhlo 200 let od jeho 

narozen². G. Mendel se zapsal do dŊjin vŊdy jako geni§ln² genetik. Nejen v m²stŊ jeho objevŢ 

a celoģivotn² ļinnosti, tedy v  BrnŊ, ale v mnoha m²stech ve svŊtŊ se toto vĨroļ² vzpom²nalo 

formou pŚedn§ġek, vĨstav, konferenc² a dalġ²ch akc² vŊnovanĨch genetice. Ovġem st§le velkĨ 

¼div a pŚekvapen² vyvol§v§ konstatov§n², ģe se tento brnŊnskĨ opat augustini§nsk®ho kl§ġtera 

v dobŊ sv®ho plodn®ho vŊdeck®ho b§d§n² oznaļoval za meteorologa. Tuto skuteļnost dokl§daj² 

z§znamy jeho meteorologickĨch pozorov§n², kter® vlastnoruļnŊ nejen zapisoval, ale tak® 

vyhodnocoval a publikoval. S ohledem na rozsah jeho meteorologick® ļinnosti, mŢģeme zcela 

odpovŊdnŊ Ś²ci, ģe meteorologii vŊnoval vĨznamnou ļ§st ze vġech svĨch dalġ²ch vŊdeckĨch 

aktivit. C²lem tohoto ļl§nku je pŚipomenout si ļinnosti tohoto geni§ln²ho vŊdce v meteorologii, 

kter® se v podstatŊ vŊnoval kr§tce po pŚ²chodu do Brna. 

SouļasnŊ je nutn® zdŢraznit, ģe cel§ jeho vŊdeck§ ļinnost prob²hala v augustini§nsk®m Ś§du, 

ģe byl mnich a opat. Je logick®, ģe se zamŊŚujeme na vŊdeck® aktivity G. J. Mendela, ale mŊli 

bychom vidŊt celou jeho osobnost. Tedy ļlovŊka, kterĨ usiloval o vzdŊl§n², byl pracovitĨ, 
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c²levŊdomĨ, mŊl organizaļn² schopnosti. Moģn§ bych mohl dneġn²m slovn²kem Ś²ci, ģe byl 

dobrĨ manaģer, ģe pŚes svou vŊdeckou aktivitu vn²mal tak® oblast finanļn², kdy se jako opat 

velmi dŢraznŊ stavŊl proti tlaku v²deŔsk®ho dvora, aby kl§ġtery platily danŊ.   

St§le vġak mus²me m²t na pamŊti, ģe byl vŊŚ²c² kŚesŠan. Jeho ģivot i d²lo tak pŚedstavuje 

bezkonfliktn² propojen² v²ry a vŊdy. PŚipom²n§m tuto skuteļnost proto, abychom pŚi hodnocen² 

odkazu G. J. Mendela dneġn² dobŊ na ni pamatovali.  

 

VzdŊl§n² 

VŊtġinou se do popisu vzdŊl§n² n§vġtŊva z§kladn² ġkoly neuv§d², ale u G. J. Mendela je to 

vhodn®. Jeho uļitel Thomas Makitta a far§Ś z Doln²ho Vraģn®ho, Jan Schreiber, ve vĨuce 

vŊnovali zvl§ġtn² pozornost pŚ²rodopisu, vyuģ²vali ve vĨuce ġkoln² ovocnou zahradu a vļel²n, 

kter® ģ§ka Johanna Mendela zaujaly. V letech 1833-1834 absolvoval piaristickou ġkolu 

v Lipn²ku nad Beļvou, kde prokazoval velk® teoretick® znalosti. Potom absolvoval ġest tŚ²d 

na gymn§ziu v OpavŊ, a to s vynikaj²c²m prospŊchem. Ale jeho otec se v roce 1838 pŚi robotŊ 

v lese v§ģnŊ zranil a rodina nemŊla dost penŊz na platby studi². Ale G. J. Mendel se rozhodl 

pokraļovat ve  studi²ch. Finance na studium si zajiġŠoval douļov§n²m. Ovġem tuto z§tŊģ jeho 

zdrav² nevydrģelo, a tak d²ky celkov®mu vyļerp§n² v§ģnŊ onemocnŊl a musel studium pŚeruġit. 

PŚesto v roce 1840 ukonļil gymn§zium s nejlepġ²m prospŊchem a zapsal se ke studiu 

na Filozofick®m ¼stavu olomouck® univerzity. Ale znovu se pŚipomnŊlo jeho slabġ² zdrav² a 

studium pro nemoc pŚeruġil. Ale hned v n§sleduj²c²m roce se opŊt ke studiu vr§til s t²m, ģe si 

na nŊj musel pŚivydŊl§vat. Pomohla mu t®ģ jeho mladġ² sestra Terezie, kter§ se zŚekla ļ§sti 

sv®ho vŊna v jeho prospŊch.  Ale i tak finanļn² probl®my pokraļovaly, takģe po poradŊ 

s profesorem fyziky, Friedrichem Franzem, vstoupil do Augustini§nsk®ho kl§ġtera v BrnŊ. Jako 

novic pŚijal jm®no Gregor. A od t® doby se podepisoval uģ jen jako Gregor Mendel. D²ky 

podpoŚe od opata Nappa, kterĨ si ho velmi obl²bil, mŊl v kl§ġteŚe pŚ²zniv® podm²nky pro sv® 

vŊdeck® aktivity a rozvoj sv®ho talentu. V roce 1845 G. J. Mendel zah§jil studia na brnŊnsk® 

Teologick® fakultŊ, ale tak® navġtŊvoval pŚedn§ġky o pŊstov§n² ovoce a o vinaŚstv². PŚedn§ġky 

vedl profesor Franz Diebl, kterĨ psal o ġlechtŊn² rostlin. Ve ļtvrt®m roļn²ku navġtŊvoval 

pŚen§ġky o zemŊdŊlstv². V roce 1847 byl vysvŊcen na knŊze a v ļervnu n§sleduj²c²ho roku 

absolvoval fakultu a zaļ§tkem srpna se stal duchovn²m v nemocnici U sv. Anny. Sluģbu u 

nemocnĨch, ļasto um²raj²c²ch, G. J. Mendel velmi tŊģce nesl, takģe se opŊt pŚihl§sily zdravotn² 

probl®my. Opat Napp  ho zprostil t®to sluģby a nab²dl mu uļitelsk® m²sto na gymn§ziu ve 

ZnojmŊ. Zde G. J. Mendel, vyuļoval Śeļtinu, latinu, nŊmļinu a matematiku.  Po roce mu Śeditel 

ġkoly doporuļil, aby na univerzitŊ ve V²dni sloģil uļitelskou zkouġku, a mohl tak m²t trval® 

uļitelsk® m²sto.  

Jako dom§c² p²semn§ pr§ce z fyziky mu bylo zad§no t®ma meteorologick® s n§zvem "Uk§zat 

mechanick® a chemick® vlastnosti atmosf®rick®ho vzduchu a z nich vysvŊtlit vznik vŊtrŢ". 

P²semnou pr§ci odevzdal v ļervenci 1850 a byla hodnocena kladnŊ. Ovġem neprospŊl u 

zkouġky z pŚ²rodopisu. Navzdory ne¼spŊchu pŚi zkouġce ve V²dni byl na jaŚe povol§n na dva 

mŊs²ce suplovat pŚedn§ġky z pŚ²rodn²ch vŊd na  brnŊnsk®m Technick®m uļiliġti 

za onemocnŊl®ho profesora Jana Helceleta. I zde byl jako uļitel velmi ¼spŊġnĨ. Opat F. C. Napp 

nad§le podporoval Mendela v ¼sil² o dosaģen² dalġ²ho odborn®ho vzdŊl§n², a tak v roce 1851 

opŊt nastoupil na v²deŔskou univerzitu, kde se mimo jin® sezn§mil s kombinatorikou, kter® 

potom vyuģil pŚi vyhodnocen² svĨch pokusŢ s kŚ²ģen²m. Studium ukonļil v roce 1853. Pot® 

jako supluj²c² uļitel pŚ²rodopisu a fyziky pŢsobil na tehdejġ² nŊmeck® vyġġ² re§lce v BrnŊ, kde 

bylo oceŔov§no jeho mimoŚ§dnŊ dobr® pedagogick® pŢsoben². 

 

Meteorologick§ mŊŚen² 

Na petici PŚ²rodovŊdeck®ho spolku v BrnŊ z r. 1870 pŚi n§vrhu na zŚ²zen² moravsk® univerzity 

m§ Mendel jako odbornost uvedeno meteorolog (KŚ²ģeneckĨ, 1965). Zcela re§lnŊ mŢģeme 
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uv®st, ģe na rozd²l od svĨch genetickĨch pozn§n², kde se za ģivota nedoļkal uzn§n², byly jeho 

meteorologick® podklady a studie zn§my a jeho n§zory byly vyģadov§ny. 

Na ot§zku jak® byly Mendelovy aktivity v meteorologii, mŢģeme odpovŊdŊt, ģe bohat®, 

odpov²daj²c² jeho stylu vŊdeck® pr§ce, tedy od z§kladn²ho pozorov§n² a mŊŚen², pŚes zpracov§n² 

dat po publikov§n² vĨsledkŢ (Seiner, 1965). V archivu Ļesk®ho hydrometeorologick®ho ¼stavu 

na brnŊnsk®m pracoviġti jsou jeho rukou psan® z§znamy z meteorologickĨch mŊŚen².  

Tyto jsou souļ§st² souvislĨch meteorologickĨch pozorov§n² a mŊŚen² brnŊnsk® Śady (ĠtŊp§nek 

1998). Na naġem ¼zem² je nejdelġ² doba meteorologickĨch mŊŚen² v praģsk®m Klementinu, 

kter® m§ souvislou teplotn² Śadu od roku 1775. V BrnŊ jsou souvisl§ meteorologick§ data  od 

1. ledna 1848 d²ky meteorologickĨm mŊŚen²m, kter§ vedl dr. Paul Olex²k ve vġeobecn® 

nemocnici sv. Anny (Vit§sek, 1952). G. J. Mendel byl bl²zkĨm pŚ²telem dr. Olex²ka a s 

meteorologickĨmi mŊŚen²mi mu na jeho stanici vypom§hal. PŚedpokl§d§ se, ģe G. J. Mendel 

jiģ bŊhem spolupr§ce s dr. Olex²kem prov§dŊl soubŊģn§ mŊŚen² v kl§ġteŚe, podle nŊkterĨch 

n§zorŢ jiģ od roku 1857 (Orel, 1965). Mendelova samostatn§ mŊŚen² jsou od 1. ledna 1879 do 

ļervence 1883 (Liznar, 1886). Tento posledn² mŊs²ļn² vĨkaz je na Obr. 1.  MŢģeme Ś²ci, ģe G. 

J. Mendel mŊŚil takŚka do konce sv®ho ģivota.  

 

 
Obr. 1 Posledn² mŊs²ļn² vĨkaz meteorlogick®ho pozoorv§n² (ļervenec1883) psanĨ G. J. 

Mendelem 

 

Podle vġeho m§me tak® dochovanou plechovou meteorologickou budku a teplomŊry z obdob² 

jeho mŊŚen². PŚi ¼prav§ch v are§lu Opatstv² byla nalezena z ļ§sti poniļen§ budka, ve kter® se 

zachovaly rtuŠov® teplomŊry, kter® byly nav²c nepoġkozeny, a sloupec rtuti byl zcela jasnĨ, 

tedy kapil§ra nebyla rtut² zneļiġtŊna, jak je po delġ²m uģ²v§n² u meteorologickĨch teplomŊrŢ 

bŊģn® (Obr. 2).  
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Obr. 2 MeteorologickĨ teplomŊr od firmy Kappeller 

 

Ve znaleck®m posudku odborn®ho pracovn²ka Technick®ho muzea v BrnŊ, Jaroslava Pipota, se 

uv§d², ģe obdobn® teplomŊry, jako byl jeden z hodnocenĨch teplomŊrŢ, v²deŔsk§ firma 

Kappeller vyr§bŊla jiģ v roce 1854 a odhaduje se, ģe tento teplomŊr poch§z² z druh® poloviny 

19. stolet².. PŚitom od firmy Kappeller pouģ²val teplomŊry jiģ dr. Olex²k (Kopec, 1970). Tyto 

mŊly teplotn² stupnici podle R®aumura. Tato jiģ nepouģ²van§ teplotn² stupnice byla sestavena 

R®aumurem v roce 1730 tak, ģe bod varu vody byl pŚi hodnotŊ 80 ÁR. Takģe srovn§n² se stupnici 

Celsiovou plat², ģe t (ÁR) = 4/5 t (ÁC) a naopak t (ÁC) =5/4 t (ÁR). Opraven§ plechov§ budka s 

uvedenĨmi teplomŊry je souļ§st² sb²rky Mendelova muzea Masarykovy univerzity.   

Jiģ bylo uvedeno, ģe bŊhem sv®ho ģivota publikoval Mendel 13 prac², z nichģ 9 je vŊnov§no 

meteorologii. Je doloģeno, ģe G. J. Mendel z mŊŚen² dr.  Olex²ka sestavil pŚehledn® mŊs²ļn² 

tabulky a grafy tep1oty a tlaku, kter® dr. Olex²k  pŚikl§dal ke svĨm odes²lanĨm vĨkazŢm 

pozorov§n². 

Ve vĨroļn² zpr§vŊ pro rok 1862 PŚ²rodovŊdeck®ho spolku v BrnŊ uv§d² publikaci 

"Bemerkungen zu der graphisch-tabellarischen Ubersicht der meteorologischen Verhaltnisse 

von Br¿nn" (Pozn§mky ke graficko-tabel§rn²mu pŚehledu meteorologickĨch pomŊrŢ Brna). 

VĨznamn§ je jeho pozn§mka, ģe v centru mŊsta jsou vyġġ² teploty vzduchu neģ na jeho okraj²ch. 

Jde o upozornŊn² na jev, kterĨ dnes rozs§hle studujeme a nazĨv§me ho odbornŊ tepelnĨ ostrov 

mŊst¦. Aģ po v²ce jak dvaceti letech se tento poznatek st§v§ pŚedmŊtem z§jmu meteorologŢ a 

klimatologŢ (DobrovolnĨ et al. 2012, Litschmann a RoģnovskĨ, 2012).  

Od roku 1863 publikuje vĨsledky zpracovanĨch meteorologickĨch mŊŚen² v jednotlivĨch letech 

jako Meteorologick§ pozorov§n² z Moravy a Slezska postupnŊ pro roky 1863, 1864. 1865, 

1866, 1869 (Meteorologische Beobachtungen aus Mªhren und Schlesien f¿r das Jahr 1863 atd.). 

Na MendelŢv popud byly jiģ roku 1865 v ļinnosti meteorologick® stanice v TŊġ²nŊ, 

Hukvaldech, Hranic²ch, BystŚici pod HostĨnem, KromŊŚ²ģi, Ġumperku a Daļic²ch.  

Z jeho vydanĨch 13 publikac² je 9 s meteorologickou t®matikou, kter® jsou n§slednŊ uvedeny: 

1) Bemerkungen zu der graphisch-tabellarischen Uebersicht der meteorologischen 

Verhªltnisse von Br¿nn: Verh. naturforsch. Ver. Br¿nn 1, 1862 (1863) Abh. S. 246-249. 

2) Meteorologische Beobachtungen aus Mªhren und Schlesien f¿r das Jahr 1863: Ebenda 
2, 1863 (1864) Abh. S. 99-121. 

3) Meteorologische Beobachtungen aus Mªhren und Schlesien f¿r das Jahr 1864: Ebenda 
3, 1864 (1865) Abh. S. 209-220. 

4) Meteorologische Beobachtungen aus Mªhren und Sch1esien f¿r das Jahr 1865: Ebenda 

4, 1865 (1866) Abh. S. 318-330. 
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5) Meteorologische Beobachtungen aus Mªhren und Schlesien f¿r das Jahr 1866: Ebenda 
5, .1866 (1867) Abh. S. 160-172. 

6) Meteorologische Beobachtungen aus Mªhren und Sch1esien f¿r das Jahr 1869: Ebenda 

8, 1869 (1B70) Abh. S. 131-143. 

7) Die Windhose vom 13. October 1870: Ebenda 9, 1870 (1871) Abh. S. 229 bis 246. -

Nochmals: Ebenda 49, 1910 (1911) Abh. S. 54-71. 

8) Regenfall und Gewitter zu Br¿nn im Juni 1879: Z. ºsterr. Ges. Meteorol. 14 (1879) S. 

315-316. 

9) Gewitter in Br¿nn und Blansko am 15. August: Ebenda 17 (1882) S. 407 bis 408. 

 

VŊtrn§ smrġŠ 

Brnem se 13. 10. 1870 pŚehnala vŊtrn§ smrġŠ, kter§ poġkodila i ļ§st kl§ġtera. G. J. Mendel se 

jej²mu vĨskytu a podstatŊ podrobnŊ vŊnoval. O sv® analĨze smrġti nejdŚ²ve pŚedn§ġel 9.11. 

1870 na zased§n² PŚ²rodovŊdeck®ho spolku. N§slednŊ sv® poznatky podrobnŊ popsal v pr§ci 

Die Windhose vom 13. October 1870 (VŊtrn§ smrġŠ z 13. 10. 1870). Odborn²ky je tato pr§ce 

vysoce hodnocena (Nalivkin, 1969), protoģe je uv§dŊna velmi kvalifikovan§ analĨza fyzik§ln² 

podstaty a projevŢ smrġti, kter§ se vyskytla jednak ve velmi neobvyklou dobu a nav²c zanechala 

velmi rozs§hl® n§sledky. V publikaci je mimo projevŢ smrġtŊ vŊnov§na pozornost i elektrickĨm 

projevŢm. Nen² nads§zkou, ģe obdobnŊ jsou tyto vlastnosti popisov§ny i v souļasnĨch 

fyzik§ln²ch analĨz§ch (Bedn§Ś a Zikmunda, 1985). Pro pŚibl²ģen² je uveden vĨŔatek z ļl§nku: 

ĂĠ²Śka dr§hy, kterou tromba urazila, se d§ docela dobŚe odhadnout podle zpŢsobenĨch ġkod. 

PŚedevġ²m je zaj²mav®, ģe tato ġ²Śe (prŢmŊr tromby) se postupnŊ zvŊtġovala. Asi 100 m od 

mlĨnsk®ho n§honu v Pis§rk§ch, kde tromba zanechala prvn² stopy, se d§ jej² z§bŊr lehce urļit, 

protoģe postupovala napŚ²ļ stromoŚad²m, kter® lemuje oba bŚehy Śeky Svratky. Jej² prŢmŊr zde 

neļinil ani 170 m. U starobrnŊnsk®ho kl§ġtera vġak jiģ dos§hl asi 190 aģ 200 m a u n§draģ² 

dokonce asi 210 aģ 220 m. Shora zm²nŊnĨ ġestimetrovĨ pruh se nach§z² pŚesnŊ uprostŚed dr§hy. 

Rychlost jej²ho postupu nad budovou kl§ġtera se d§ pŚibliģnŊ odhadnout. PonŊvadģ zde jej² 

prŢmŊr ļinil asi 190 m a jej² trv§n² je odhadnuto na 4 aģ 5 sekund, vyplĨv§ z toho postup asi 40 

aģ 45 m/s, neboli pŚibliģnŊ 135 aģ 170 km/h, tedy rychlost t®mŊŚ tŚikr§t vŊtġ² neģ rychlost naġich 

ģeleznic, rovn§ rychlosti naġich nejprudġ²ch vichŚic. 

Pro urļen² rychlosti rotace tromby mi chyb² spolehliv® vod²tko. V jej² viditeln® ļ§sti vġak 

rozhodnŊ nebyla pŚ²liġ velk§, ponŊvadģ bylo patrn®, ģe pŚedmŊty vrģen® do spodn²ho kuģele 

vystupovaly ve velmi protaģenĨch spir§l§ch. To bylo velmi zŚetelnŊ vidŊt na stŚ²davŊ svŊtle a 

tmavŊ zbarvenĨch mas§ch prachu, kter® byly vytaģeny aģ do ġpiļky. Ve srovn§n² s okrajem 

vġak musela bĨt naopak dosti velk§, ponŊvadģ pŚedmŊty vyzdviģen® v²rem do vĨġky byly 

velkou silou vrģeny pryļ. Z t®to okolnosti soud²m, ģe rychlost rotace byla menġ² neģ rychlost 

postupu a pro okrajov® ļ§sti bych ji odhadoval na 20 aģ 27 m/sñ, konec citace. PŚevzato z 

publikace Munzar (1998).    

Z hlediska spoleļensk®ho je nutn® ocenit, ģe se k vĨrokŢm o smrġti jako d²le Ņ§bla vyj§dŚil ve 

smyslu, ģe tito lid® neznaj² fyziku. Coģ bylo na tehdejġ² dobu velmi odv§ģn®. V urļit®m pohledu 

lze Ś²ci, ģe jako v pŚ²padŊ geni§ln²ho objevu z§konitosti kŚ²ģen² i popis smrġtŊ zŢstal bez 

povġimnut² odborn²kŢ.  

  

Pokusy s pŚedpovŊd² poļas²  

G. J. Mendel byl aktivn²m meteorologem, mŊl fyzik§ln² vzdŊl§n², takģe znal podstatu mnohĨch 

procesŢ v atmosf®Śe. Ale tak® vn²mal vliv prŢbŊhu poļas² na pŚ²rodu a vzhledem ke svĨm 

zemŊdŊlskĨm koŚenŢm si byl vŊdom vĨznamu pŚedpovŊdi poļas². To, co st§le plat² i v  dneġn² 

dobŊ - naġe snaha o vyuģit² poznatkŢ meteorologie pro rŢzn® obory lidsk® ļinnosti, vļetnŊ vlivŢ 

na lidsk® zdrav². Je tedy logick®, ģe G. J. Mendel to vġe vn²mal a o moģnost pŚedpovŊd² se nejen 

zaj²mal, ale s§m se snaģil pŚedpovŊdi vyd§vat. Byl si vŊdom vĨznamu poļas² pro zemŊdŊlstv² 
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a podporoval vyd§v§n² pŚedpovŊd² poļas² pro zemŊdŊlce. Proto podpoŚil vyd§v§n² 

kr§tkodobĨch pŚedpovŊd² poļas² tehdejġ²m ĐstŚedn²m ¼stavem pro meteorologii a zemskĨ 

magnetismus ve V²dni. Tyto pŚedpovŊdi byly rozġiŚov§ny telegrafem pŚedplatitelŢm, kteŚ² je 

potom pŚed§vali dalġ²m z§jemcŢm. Tehdejġ² ministerstvo orby zŚ²dilo jakĨsi institut m²stn²ch 

vykladaļŢ, kteŚ² obecnou pŚedpovŊŅ upravovali a rozes²lali ve formŊ telegramŢ jednotlivĨm 

z§jemcŢm V obc²ch byla zavedena jednoduch§ signalizace, napŚ. vyvŊġov§n²m vlajek nebo 

koġŢ. G. Mendel se snaģil sestavit vlastn² pŚedpovŊdi poļas² na tŚi dny, ale v podstatŊ 

ne¼spŊġnŊ. Kdyģ si pŚedstav²me, jak® mŊl k dispozici informace, a srovn§me s dneġn²mi, tak 

jde o velkĨ nepomŊr. PŚi hodnocen² t®to ļinnosti si mus²me uvŊdomit, ģe mu byla jasn§ 

fyzik§ln² podstata pŚedpovŊdi poļas², ģe si uvŊdomoval rozsah a vĨznam t®to novŊ se rod²c² 

ļ§sti meteorologie, kterou dnes nazĨv§me synoptikou.    

 

Odborn® aktivity  

Jak bylo uvedeno, meteorologick§ ļinnost G. J. Mendela byla rozs§hl§.  MŊl tak® z§jem o 

vyuģit² meteorologie v dalġ²ch oborech, jak dokl§daj² jeho aktivity v odbornĨch spoleļnostech. 

Jiģ v roce 1851 vstupuje 23. 7. do pŚ²rodovŊdeck® sekce Moravskoslezsk® spoleļnosti pro 

zvelebov§n² orby, pŚ²rodoznalstv² a vlastivŊdy (zkr§cenŊ Moravskoslezsk§ hospod§Śsk§ 

spoleļnost). O rok pozdŊji se st§v§ ļlenem ovocnicko-vinaŚsk® a zahradnick® sekce t®to 

spoleļnosti. O jeho v§ģenosti svŊdļ², ģe v roce 1871 byl zvolen do vĨboru Moravskoslezsk® 

hospod§Śsk® spoleļnosti a v roce 1882 byl navrģen na funkci pŚedsedy. Za ļlena Zoologicko-

botanick®ho spolku ve V²dni byl pŚijat 5. 1.1853. Je spoluzakladatelem PŚ²rodovŊdeck®ho 

spolku v BrnŊ, kterĨ vznik§ 21. 12. 1861, v nŊmģ se pŚedstavuje jako meteorolog. Zn§m§ je 

jeho aktivita ve VļelaŚsk®m spolku v BrnŊ, ve kter®m pozdŊji zast§val funkci m²stostarosty a 

byl navrģen na funkci starosty. Ovġem G. J. Mendel patŚil k vĨznamnĨm osobnostem tehdejġ² 

rakousko-uhersk® meteorologie. Byl zakl§daj²c²m ļlenem Rakousk® meteorologick® 

spoleļnosti ve V²dni. 

Osobnost G. J. Mendela je uzn§v§na celosvŊtovŊ, jeho jm®no nese antarktick§ stanice 

Masarykovy univerzity. Jeho d²lo tvoŚ² sice z§klady genetiky, ale sehr§v§ t®ģ vĨznamnou roli 

v meteorologii. Z mnoha jeho odkazŢ nejen souļasnĨm vŊdcŢm je nutn® uv®st, ģe svou 

vŊdeckou aktivitu G. J. Mendel spojoval vģdy s dalġ²mi odbornostmi, dnes bychom Śekli, ģe 

spolupracoval s prax².  

 

Z§vŊr 

Meteorologick® ļinnosti Gregora Johanna Mendela vĨznamnŊ pŚispŊly k rozvoji meteorologie 

v nŊkolika smŊrech. Jeho osobn² mŊŚen² se stala souļ§st² dlouhodob® Śady meteorologickĨch 

dat z ¼zem² mŊsta Brna. Zaslouģil se o rozvoj meteorologickĨch pozorov§n² na dalġ²ch m²stech 

na ¼zem² Moravy. Doloģil sv® znalosti meteorologickĨch procesŢ odbornŊ uzn§vanou studi² o 

smrġti na ¼zem² mŊsta Brna 13. 10. 1870.  

Nejen, ģe podpoŚil rozvoj pŚedpovŊd² poļas², ale s§m se pokouġel o jejich sestaven², byŠ 

ne¼spŊġnŊ. UvŊdomoval si vĨznam pŚedpovŊd² pro zemŊdŊlstv², kter® t®ģ studoval. Sv® znalosti 

pŚed§val nejen v r§mci odbornĨch aktivit, ale tak® jako stŚedoġkolskĨ profesor. Podle dokladŢ 

byl uzn§vanĨm pedagogem.  

PŚi hodnocen² jeho odkazu si mus²me vģdy uvŊdomovat, ģe byl opatem augustini§nsk®ho Ś§du, 

tedy souļasnŊ vŊdcem a kŚesŠanem. Jako pŚedstavitel Ś§dŢ a vŊdec dok§zal sv® nejen Ś²d²c², ale 

tak finanļn² schopnosti. Dokladem je, ģe byl mimo jin® t®ģ pŚedsedou bankovn² rady.   

Odkaz G. J. Mendela vġak nen² jen v odbornĨch aktivit§ch, ale v celkov®m pŚ²stupu k vŊdŊ. 

PŚesto, ģe neuspŊl u zkouġky na v²deŔsk® univerzitŊ, jsou doloģiteln® doklady o jeho studijn²m 

¼sil² jak na stŚedn² ġkole, tak na univerzitŊ. Pro dneġn² vŊdu, kter§ m§ k dispozici zcela 

nesrovnatelnŊ vyspŊlou techniku, vġak st§le plat² MendelŢv odkaz vn²m§n² procesŢ v pŚ²rodŊ 

jako celku, jako sloģit®mu syst®mu propojen² mezi jednotlivĨmi poznatky a vŊdn²mi obory . 
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Abychom na Mendelovu meteorologickou ļinnost nezapom²nali, byla mimo akc² k jeho 

vĨznamnĨm vĨroļ²m zajiġtŊna meteorologick§ mŊŚen² v are§lu Opatstv². Doklady o jeho 

meteorologickĨch mŊŚen²ch jsou tak® souļ§st² expozice v MendelovŊ muzeu. SvĨm zpŢsobem 

je st§lou pŚipom²nkou jeho meteorologickĨch aktivit pojmenov§n² ļesk® antarktick® stanice 

jeho jm®nem.  
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Stanoven² diverzity genetickĨch zdrojŢ hoŚļice na z§kladŊ  

analĨzy mikrosatelitŢ 

Assessment of the diversity of mustard genetic resources based  

on microsatellite analysis  

Stehl²kov§ D., Jozov§ E., Ļurn V. 

Jihoļesk§ univerzita Ļesk® BudŊjovice  

 

Abstrakt   

Brassica nigra je zdrojem uģiteļnĨch vlastnost² pro ġlechtitele plodin rodu Brassica. O rozsahu 

a rozloģen² genetick® variability u B. nigra je vġak zn§mo jen m§lo a bylo vyvinuto jen m§lo 

markerŢ, kter® by tuto variabilitu popisovaly. PŚi poļ§teļn²m prŢzkumu variability u B. nigra 

jsme pouģili 13 markerŢ amplifikovanĨch fragmentŢ DNA zaloģenĨch na SSR. Obs§hl§ 

kolekce genetickĨch zdrojŢ pŚedstavovala 28 registrovanĨch odrŢd, krajovĨch odrŢd a 

ġlechtitelskĨch materi§lŢ. Mikrosatelity generovaly 51 polymorfn²ch alel. Na z§kladŊ PCO 

analĨzy byly tŚi odrŢdy vzd§len® od hlavn²ho clusteru. Tento vĨsledek naznaļuje, ģe odrŢdy s 

rŢznĨmi alelami mohou bĨt buŅ taxonomicky chybnŊ zaŚazen® nebo sm²ġen® odrŢdy. 

Kl²ļov§ slova: mikrosatelitov® markery, ġlechtŊn² rostlin, Brassica nigra 

 

Abstract 

Brassica nigra is a source of useful traits for breeders of major Brassica crops. However, little 

is known about the extent and distribution of genetic variation in B. nigra, and few markers 

have been developed to describe this variation. In an initial survey of variation in B. nigra, we 

used 13 amplified DNA fragment markers based on SSR. The comprehensive collection of 

genetic resources represented 28 registered varieties, landraces, and breeding materials. 

Microsatellites generated 51 polymorphic alleles. Based on PCO analysis three varieties were 

distant from main cluster. This result suggests that varieties with different alleles may be either 

misclassified taxonomically or mixed varieties. 

Keywords: Microsatellite markers, plant breeding, Brassica nigra 

 

Đvod 

HoŚļice je v souļasn® dobŊ celosvŊtovŊ tŚet² nejrozġ²ŚenŊjġ² olejninou. Semena hoŚļice 

poskytuj² olej pro prŢmyslov® i kuchyŔsk® ¼ļely.  Pokrutiny po lisov§n² oleje obsahuj² vysokĨ 

obsah b²lkovin (37 %) a dalġ²ch nutriļnŊ cennĨch l§tek, kter® jsou velmi chutn® pro 

hospod§Śsk§ zv²Śata. HoŚļice je nejen vĨznamnou olejninou, ale patŚ² i mezi nejstarġ² a 

nejobl²benŊjġ² pochutiny na svŊtŊ. I vzhledem ke sv®mu vĨznamu je hoŚļice intenzivnŊ 

ġlechtŊna. A pr§vŊ v dŢsledku zamŊŚen² ġlechtŊn² na vĨnos, biomasy, oleje a jeho kvalitativn² 

parametry doch§z² i u hoŚļice k zuģov§n² genetick® variability (Iqbal et al. 2015; Raza, 2020). 

Aby se pŚedeġlo probl®mŢm vyplĨvaj²c²m z n²zk® ¼rovnŊ genetick® variability a byla 

zachov§na genetick§ rozmanitost genetickĨch zdrojŢ tohoto druhu je ve ġlechtŊn² nutnĨ spr§vnĨ 

management genetickĨch zdrojŢ rostlin a je nutnĨ i vhodnĨ vĨbŊr genotypŢ hoŚļice do 

ġlechtitelskĨch programŢ. Hodnocen² diverzity v markerovĨch lokusech je v souļasn® dobŊ 

nejproveditelnŊjġ² strategi² pro charakteristiku diverzity mezi hoŚļicemi. Molekul§rn² markery 

nab²zej² nejlepġ² odhad genetick® diverzity, protoģe jsou nez§visl® na vlivu environment§ln²ch 

faktorŢ. Pro pochopen² pŢvodu a evoluce druhu Brassica nigra byly pouģity markery s 

jednoduchĨmi sekvenļn²mi opakov§n²mi (SSR) (Havl²ļkov§ et al. 2014). 

C²lem t®to studie bylo prov®st analĨzu molekul§rn²ch markerŢ (SSR) v kolekci genetickĨch 

zdrojŢ hoŚļice ļern®, B. nigra, vyhodnotit m²ru genetick® diverzity mezi vybranĨmi vzorky 

B. nigra a posoudit stabilitu a vyrovnanost analyzovanĨch genetickĨch zdrojŢ. 
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Materi§l a metodika 

Pro hodnocen² genetick® diverzity bylo celkem analyzov§no 28 genetickĨch zdrojŢ druhu 

B. nigra (hoŚļice ļern§). Jednalo o star® krajov® odrŢdy, ale i odrŢdy modern² a novoġlechtŊn², 

poch§zej²c²ch z rŢznĨch oblast², zejm®na pak Evropy. Seznam pouģitĨch genetickĨch zdrojŢ je 

uveden v Tabulce 1.  

Z vysuġenĨch vzorkŢ dŊloģn²ch listŢ byla extrahov§na DNA pomoc² modifikovan® CTAB 

metody (Doyle 1991), dle metodiky standardnŊ vyuģ²van® na pracoviġti Katedry genetiky a 

biotechnologi², FZT, JU v ĻeskĨch BudŊjovic²ch. Kvalita a koncentrace DNA byla stanovena 

pomoc² spektrofotometru BiospecNano (Shimadzu) a d§le upravena tak, aby vġechny vzorky 

DNA mŊly hodnotu 200 ng/Õl.  

 

Tabulka 3: Seznam pouģitĨch vzorkŢ genetickĨch zdrojŢ hoŚļice ļern® 

ļ²slo lab ECN n§zev pŢvod 

159 15O0600001 Alsaska - 

160 15O0600002 Balkan 1942:511 - 

161 15O0600004 Hneda DEN 

162 15O0600006 Primus - 

163 15O0600007 Rumunsk§ - 

164 15O0600008 Sizaja SSSR 

165 15O0600009 BRSCHW 22531 - 

166 15O0600010 BRSCHW 22533 - 

167 15O0600011 BRSCHW 22537 GER 

168 15O0600012 BRSCHW 22530 - 

169 15O0600013 BRSCHW 22538 - 

170 15O0600014 BRSCHW 22539 - 

171 15O0600016 N 26A95 - 

172 15O0600017 N 13A95 - 

173 15O0600018 N 28A94 - 

174 15O0600019 N 2A94 - 

175 15O0600020 N 39A94 - 

176 15O0600021 N 2A95 - 

177 15O0600022 Junius GER 

178 15O0600023 RCAT 040343 FIN 

179 15O0600024 RCAT 040344 GER 

180 15O0600025 RCAT 040347 NED 

181 15O0600026 RCAT 040348 POL 

182 15O0600027 RCAT 069393 GER 

183 15O0600028 BGRC 34177 GREECE 

184 15O0600030 Lu De No 2 - 

185 15O0600031 Dirk - 

186 15O0600032 BGRC 34253 - 

 

Jako molekul§rn² markery pouģiteln® pro odhad m²ry genetick® diverzity byly zvoleny 

mikrosatelity (SSR), kter® maj² vysokou vypov²dac² schopnost a vĨsledky analĨz jsou 

opakovateln®. Analyzovan® markery byly pŚevzaty dle metodik Louarn a kol. (2007) a Cui a 

kol. (2008). Tyto markery jsou specifick® pro rod Brassica a vykazuj² dostateļnou m²ru 
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polymorfismu, pomoc² ļehoģ je moģn® odliġit nejen jednotliv® druhy, ale tak® jednotliv® 

odrŢdy. Celkem bylo pouģito 11 mikrosatelitovĨch markerŢ: BoREM1b, BoIAB19TF, 

BoPC34, P381, D3, D12, D11, P7, P9, P30 a P35. Do kaģd® PCR reakce byly pouģity tŚi 

primery. KlasickĨ reverse primer, znaļenĨ univerz§ln² primer a forward primer prodlouģenĨ o 

sekvenci znaļen®ho primeru. Reakce prob²hala za tŊchto podm²nek: celkovĨ objem reakce byl 

10 Õl; sloģen² reakļn² smŊsi: 1x reakļn² pufr (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 2), 0,5 

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

DNA. Amplifikace probŊhla na termocycleru Biometra TProfessional pŚi n§sleduj²c²m 

teplotn²m profilu: poļ§teļn² denaturace 5 min pŚi 94 ÁC, 31 cyklŢ 1 min 95 ÁC, 1 min 52-59 ÁC 

(dle pouģit®ho primeru), 1 min 72 ÁC a koneļn§ elongace 5 min 72 ÁC. CelkovĨ ļas reakce byl 

2 hod a 15 min. Pro zobrazen² vĨsledkŢ bylo vyuģito fragmentaļn² analĨzy, kter§ prob²hala 

v automatick®m analyz§toru ABI 3500 (Applied Biosystems). Vyhodnocen² vĨsledkŢ bylo 

provedeno v programu GeneMapperTM (Applied Biosystems), pŚ²tomnost ļi nepŚ²tomnost alel 

byla zaznamen§na formou bin§rn² matice.  

 

VĨsledky  

Z vĨsledkŢ analĨzy bylo zjiġtŊno, ģe u vġech jeden§cti pouģitĨch markerŢ doġlo k amplifikaci 

alel, jejich poļet se pohyboval od 1 alely (marker P7), aģ do 7 alel (markery BoIAB19TF a 

D12). Vġechny markery byly polymorfn². CelkovĨ poļet vġech alel byl 51. V jednom pŚ²padŊ 

(marker D3) doġlo k nased§n² primerŢ na nŊkolika m²stech genomu, tyto markery jsou 

oznaļeny A, B a C. Charakteristiky pro jednotliv® markery jsou uvedeny v Tabulce 2.  

 

Tabulka 4: Vyhodnocen² mikrosatelitovĨch markerŢ 

Primer  TA poļet alel velikost (bp) 

BoREM1b 59 ÁC 2 186-190 

BoIAB19TF 59 ÁC 7 311-318 

BoPC34 59 ÁC 3 149-151 

P381 52 ÁC 2 213-229 

D3_A 52 ÁC 6 176-184 

D3_B 52 ÁC 3 185-188 

D3_C 52 ÁC 2 194-198 

D12 52 ÁC 7 342-374 

D11 52 ÁC 4 174-186 

P7 52 ÁC 1 146 

P9 52 ÁC 6 130-138 

P30 56 ÁC 4 166-217 

P35 52 ÁC 4 149-195 

celkem  51  

 

VĨsledky fragmentaļn² analĨzy byly pŚevedeny do bin§rn² matice. VĨpoļty matice podobnosti 

a PCO analĨzy (Obr§zek 1 a 2) byly provedeny v programu MVSP. Pro vĨpoļty koeficientu 
genetick® podobnosti byla pouģita metoda Gower General Similarity Coeficient, tedy 

algoritmus bŊģnŊ pouģ²vanĨ u tohoto typu dat.  
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Obr§zek 2: VĨsledek PCO analĨzy pro analyzovan® genetick® zdroje druhu Brassica nigra 

Po proveden² PCO analĨzy byla u ļtyŚ vzorkŢ (Alsaska ï ļ. 159, BRSCHW 22537 ï ļ. 167, 

RCAT 040347 ï ļ. 180 a BGRC 34253 ï ļ. 186) zaznamen§na vĨraznŊ vyġġ² odliġnost od 

ostatn²ch genetickĨch zdrojŢ, kdy tyto vzorky byly mimo hlavn² cluster. Proto byla u tŊchto 

vzorkŢ/genetickĨch zdrojŢ jeġtŊ testov§na rŢzn§ roļn²kov§ opakov§n². Pro porovn§n² byly 

analyzov§ny jeġtŊ kontroln² vzorky druhu Sinapis alba a Brassica juncea. Pro tento soubor byla 

provedena nov§ PCO analĨza, jej²ģ vĨsledek je uveden na Obr§zku 2. 

 
Obr§zek 3: VĨsledek PCO analĨzy s kontroln²mi vzorky druhŢ Sinapis alba a Brassica juncea 

U vĨġe uveden® analĨzy, do kter® byla pŚid§na jak roļn²kov§ opakov§n² odliġnĨch vzorkŢ, tak 

i referenļn² odrŢdy dalġ²ch druhŢ hoŚļice pŊstovanĨch u n§s je patrn®, ģe doġlo k oddŊlen² 

clusteru, kterĨ obsahuje pouze odrŢdy druhu B. nigra a d§le cluster, ve kter®m jsou pouze tŚi 
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referenļn² odrŢdy druhu S. alba. TŚet² cluster obsahuje odrŢdy s odliġnĨm spektrem alel dle 

pasportu Śazen® k druhu B. nigra a referenļn² odrŢdy druhu B. juncea. Tento vĨsledek 

naznaļuje, ģe odrŢdy s odliġnĨm spektrem alel mohou bĨt buŅ chybnŊ taxonomicky zaŚazeny 

nebo se jedn§ o odrŢdy smŊsn®, tedy takov®, kdy osivo obsahuje jak semena druhu B. nigra, 

tak i semena druhu B. juncea. Tento fakt mŢģe naznaļovat i to, ģe roļn²kov§ opakov§n² odrŢd 

nevykazuj² 100 % shodu. 

Pro upŚesnŊn² vĨsledkŢ a porovn§n² pŚ²buznosti analyzovanĨch genetickĨch zdrojŢ byla d§le 

za pomoci programu MVSP vypoļtena matice podobnosti (Obr§zek 3).  

 

 
Obr§zek 4: Matice podobnosti pro soubor analyzovanĨch genetickĨch zdrojŢ B. nigra 

Hodnoty uveden® v matici podobnosti na Obr§zku 3 ukazuj² 100 % shodu pouze v pŚ²padŊ 

odrŢd ĂHnedañ (161) a ĂPrimusñ (162). U ostatn²ch odrŢd doġlo k jejich jednoznaļn®mu 

odliġen². OdrŢdy Alsaska, BRSCHW 22537, RCAT 040347 a BGRC 34253 maj² oproti 

ostatn²m odrŢd§m vŊtġ² odliġnost, kter§ je zn§zornŊna odst²ny ļerven® barvy. U odrŢd 

s roļn²kovĨm opakov§n²m jsou vĨsledky n§sleduj²c². U odrŢdy ĂAlsaskañ je podobnost pouze 

z 89 %, u odrŢdy BRSCHW 22537 je shoda 92,6 %, u odrŢdy RCAT 040347 je v r§mci 

roļn²kovĨch opakov§n² shoda 95,6 ï 98,5 %, coģ je rozd²l minim§ln² a pouze ve 3 alel§ch. U 

odrŢdy BGRC 34253 je shoda na 97,8-99,3 %, zde je tak® rozd²l pouze minim§ln². To mŢģe 

ukazovat buŅ na nehomogenitu odrŢdy, kter§ mohla v prŢbŊhu let vy¼stit v zastoupen² jinĨch 

genotypŢ v r§mci odrŢdy a zmŊnu spektra mikrosatelitŢ, nebo na kontaminaci jinou odrŢdou, 

v dŢsledku mechanick® pŚ²mŊsi ļi cizospr§ġen². Jelikoģ pro kaģdou odrŢdu bylo pouģito 

k analĨze pŚibliģnŊ 40 individu§ln²ch semen, resp. dŊloģn²ch l²stkŢ tŊchto rostlin, je moģn®, ģe 

pŚ²ļina je pr§vŊ v kontaminaci jinĨm genotypem. To by bylo moģn® odhalit i individu§ln²m 

rozborem jednotlivĨch rostlin a daly by se jednoznaļnŊ oddŊlit rostliny odliġn®ho genotypu a 

ty d§le vylouļit ze ġlechtŊn².  

 

Diskuze 

Vzhledem k dostateļn® prostudovanosti molekul§rn²ch markerŢ v r§mci druhŢ Brassica spp., 

byla tato pr§ce zamŊŚena pouze na genetickou diverzitu u souboru genetickĨch zdrojŢ hoŚļice 

ļern®. Molekul§rn² markery pouģit® v t®to studii byly rovnŊģ pouģity jako ¼ļinn® n§stroje pro 

poskytov§n² molekul§rn²ch ¼dajŢ a hodnocen² genetickĨch vztahŢ i v jinĨch studi²ch, byŠ 

nezahrnovaly tak rozmanit® genetick® zdroje (Sobotka et al. 2004; Li et al. 2011; Abdelmigid 

2012). 
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Z vĨsledkŢ je patrnĨ vysokĨ polymorfismus mikrosatelitŢ, coģ rovnŊģ zjistili Mishra et al. 

(2011), Prajapat et al. (2014) a Baghel (2020) s m²rou 50-72 % polymorfismu v r§mci druhŢ 

Brassica spp. Mezidruhov§ pŚenositelnost SSR byla zaznamen§na jiģ dŚ²ve v mnoha 

studi²ch,  napŚ. z Pennisetum glaucum na P. purpureum, z Brassica spp. na B. tournefortii, B. 

fruticulosa a B. spinescens (Singh et al. 2012). PŚenositelnost SSR markerŢ mezi genomy A a 

C rodu Brassica druhŢ hodnotili Saal et al. (2001), coģ odpov²dalo jiģ dŚ²ve zjiġtŊnĨm 

vĨsledkŢm evoluļn²ch vztahŢ. RovnŊģ byl zaznamen§n znaļnĨ rozsah v poļtu 

amplifikovanĨch alel studovanĨch mikrosatelitŢ, napŚ. Parida et al. (2010) zaznamenali u 

hoŚļice sareptsk® analĨzou SSR pouze 2 alely na lokus.  

DŚ²ve se jako molekul§rn² markery pouģ²valy z§sobn² proteiny, avġak nyn² se vyuģ²vaj² markery 

zaloģen® na DNA (Ļurn 1995). Pro charakterizaci a hodnocen² odrŢd brukvovitĨch olejnin byla 

pouģita Śada metod a markerovac²ch syst®mŢ, jako je RFLP (Diers & Osborn 1994), RAPD 

(Shiran et.al. 2006), AFLP (Yu et al. 2007), SSR (Hasan et al. 2006), cpSSR (Zamani-Nour et 

al. 2013), RAMP (Wei et al. 2005), SNP (Hayward et al. 2012).  Velmi ļastĨm markerem jsou 

pr§vŊ mikrosatelity a pro genotypy rodu Brassica bylo vyvinuto nŊkolik stovek SSR markerŢ 

(Kumar et al. 2016). 

V r§mci analyzovanĨch genetickĨch zdrojŢ byl zjiġtŊn jak znaļnĨ polymorfimus a rŢzn® poļty 

amplifikovanĨch alel u jednotlivĨch mikrosatelitŢ, tak i pomŊrnŊ vysok§ m²ra odliġnosti mezi 

jednotlivĨmi genotypy. NapŚ. u kolekce B. napus nebyly mikrosatelity tak polymorfn² a m²ra 

podobnosti byla rovnŊģ vysok§ (Havl²ļkov§ et al. 2014). Tato pomŊrnŊ vysok§ genetick§ 

diverzita mŢģe bĨt zapŚ²ļinŊna niģġ² proġlechtŊnost² tohoto druhu. 

 

 

Z§vŊr 

Mikrosatelitov® markery se jev² jako vhodnĨ n§stroj k hodnocen² genetick® diverzity nejen na 

¼rovni druhov®, ale tak® na ¼rovni odrŢdov® vzhledem k jejich specifiļnosti. Z§roveŔ bylo 

pomoc² tŊchto markerŢ moģn® zhodnotit ļistotu osiva jednotlivĨch odrŢd vzhledem k rŢznĨm 

roļn²kovĨm opakov§n²m a spr§vnosti zaŚazen². Mikrosatelitov® markery mohou bĨt dobrĨm 

pomocn²kem pŚi hodnocen² odrŢd nejen pro ġlechtitele, ale tak® napŚ. pro kontroln² ¼Śady. PŚi 

kombinaci s fenotypovĨmi vlastnostmi mohou odhalit odchylky v odrŢd§ch a pomoci zachovat 

genetickou rozmanitost odrŢd a zachov§n² ģ§danĨch znakŢ aŠ uģ z hlediska pŊstebn²ho, tak i 

z hlediska nutriļn²ho. Komplexn² zkoum§n² genetick® diverzity na molekul§rn² ¼rovni n§slednŊ 

poskytuje n§stroje pro Ś§dnĨ management genetickĨch zdrojŢ a soubor nejrozmanitŊjġ²ch 

genotypŢ pro pouģit² v liniovĨch a hybridn²ch ġlechtitelskĨch programech. 
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Heterogeneity of low temperature sensitivity of selected garlic clones  
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Abstrakt  

Pro studium nukleace ledu v rostlin§ch a org§nech ļesneku pŊti vybranĨch klonŢ byla pouģita 

infraļerven§ analĨza. Nejvyġġ² teplotu ledov® nukleace mŊl klon `Morano`, poch§zej²c² ze 

ĠpanŊlska a nejniģġ² `Duk§t`. Nejvyġġ² teplota ledov® nukleace byla u strouģkŢ, koŚenŢ, pochev 

listŢ a nejniģġ² u nejmladġ²ch listŢ, u kterĨch se nach§zela ļasto nukleace ledu nez§visle na 

ġ²Ś²c² se ledov® z·nŊ. Nukleace ledu u strouģkŢ v ļesnekov® cibuli byla nejvyġġ² u nejdŚ²ve 

zaloģenĨch strouģkŢ a pokraļovala po ontogenetick® spir§le k nejmladġ²m strouģkŢm. 

Genotypov® rozd²ly v nukleaci ledu nebyly nalezeny u strouģkŢ tŚ² klonŢ ani u jejich pacibulek. 

Poġkozen² zkoumanĨch org§nŢ ļi pletiv bude slouģit pro urļen² kritick®ho org§nu pŚi poġkozen² 

ļesneku n²zkĨmi teplotami. 

Kl²ļov§ slova: ļesnek kuchyŔskĨ, termick§ analĨza, nukleace ledu, poġkozen² mrazem 

 

Abstract 

Infrared analysis was used to study ice nucleation in garlic plants and organs of five selected 

clones. The `Morano  ̀clone, originating from Spain, had the highest ice nucleation temperature 

and the ̀Duk§t` the lowest. The highest temperature of ice nucleation was in cloves, then roots, 

sheath of leaves, and the lowest in the youngest leaves, in which ice nucleation was often found 

regardless of the spreading ice zone. Ice nucleation in cloves in garlic bulb was highest in the 

earliest occurred cloves and continued along the ontogenetic spiral. No genotypic differences 

in ice nucleation were found in cloves or in their bulbs of the three clones. Damage to the 

examined organs or tissues will indicate a critical organ or tissue of garlic damage caused by 

low temperatures. 

Key words: garlic, thermal analysis, ice nucleation, frost damage 

 

Đvod 

Ļesnek se pŊstuje hlavnŊ jako ozim§ forma, tj. je vysazov§n na podzim a bŊhem zimy. MŢģe 
vzej²t na podzim, nebo aģ na jaŚe. Zimu tedy pŚeļk§v§ v rŢzn®m ontogenetick®m stadiu, v 

rŢzn®m stavu naraġen² strouģkŢ aģ po rostliny s vyvinutĨmi listy. V poln²ch podm²nk§ch je 

ļasto poġkozov§n mrazy. M²rn§ poġkozen² jsou patrn§ podle nekr·z na listech, mŢģe doj²t aģ 

k ¼hynu celĨch rostlin vlivem n²zk® teploty. K tot§ln²mu vymrznut² ļesnekŢ doġlo na nŊkterĨch 

lokalit§ch napŚ²klad v zimŊ 2011/2012. PŚ²ļina poġkozen² mrazem je nukleace ledovĨch 

krystalkŢ, kter® se vŊtġinou tvoŚ² uvnitŚ bunŊk, nebo k nim dosahuje ledov§ fronta a je vģdy 

let§ln².  

Infraļerven§ (IR) termografie je cennou technikou pro pozorov§n² tvorby a ġ²Śen² ledu v 

rostlin§ch a byla k tomuto ¼ļelu pouģita u mnoha druhŢ (Fuller a Wisniewski, 1998; Livingston 

et al., 2022). Zejm®na teplota listŢ je cennĨm ukazatelem fyziologick®ho stavu rostlin, reaguj²c² 

na biotick® i abiotick® stresory. 

Kdyģ dojde ke krystalizaci ledu, dojde k odpov²daj²c²mu zvĨġen² teploty, k adiabatick®mu 

entalpick®mu skoku z teploty podchlazen² do teploty mrznut² (vlivem uvolnŊn² latentn²ho tepla 

krystalizace ledu) (Cox a Moore, 1997). Bod, ve kter®m doch§z² k heterogenn² nukleaci ledu je 

iniciov§n nukleaļn²m j§drem a mŢģe bĨt oznaļov§n jako bod nukleace ledu nebo metastabiln² 

mezn² teplota (Cox a Moore, 1997).  
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C²lem t®to pr§ce bylo pomoc² infraļerven® analĨzy detekce a vizualizace nukleace ledu 

v rostlin§ch ļesneku a jejich ļ§st², oznaļit kritickĨ org§n, nebo pletivo s nejvŊtġ² citlivost² k 

n²zkĨm teplot§m.  

 

Materi§l a metody 

Rostliny ļesneku byly pŚedpŊstov§ny v semi-steriln²ch podm²nk§ch v klimatizovanĨch boxech. 

Teplota 22 ÁC, vlhkost 55 %, oz§Śen², d®lka dne 12/8 po dobu 4-5 tĨdnŢ podle velikosti 

narostlĨch rostlin. Rostliny byly pŚedpŊstov§ny v truhl²ku, v paŚeniġtn² zeminŊ, pot® byly 

rostliny otuģov§ny pŚi n²zk® teplotŊ: 2-3 ÁC a kr§tk®m dni 8/16 hod. Cibule ļesneku byly 

z loŔsk® skliznŊ. Pacibulky byly sb²r§ny v pln® zralosti z palic ļesnekŢ. 

Pro vizualizaci prŢbŊhu nukleace ledu byly pouģity v celkov®m poļtu prŢmŊrnŊ 20 jedincŢ. 

Materi§l byl um²stŊn na filtraļn² pap²r, poloģenĨ na mŊdŊn® podloģce um²stŊn® v pultov®m 

mrazic²m boxu s poļ²taļem Ś²zenĨm regul§torem s poklesem teploty pŚibliģnŊ 3 ÁC min-1. 

PŚesn§ teplota na mŊdŊn® podloģce byla kontrolnŊ zaznamen§v§na pomoc² digit§ln²ho 

teplomŊru. Po um²stŊn² rostlinn®ho materi§lu do mrazic²ho boxu bylo spuġtŊno infraļerven® 

sn²m§n² pomoc² stacion§rn² LWIR termovizn² IR kamery Workswell WIC 640 (rozliġen² 

640x512px, vzorkovac² frekvence 30 fps). Pomoc² SW Workswell CorePlayer Beta byl pot® 

vyhodnocen z§znam IR kamery. NamŊŚen§ data teploty nukleace ledu, byla pomoc² SW 

vizu§lnŊ odeļtena a zpracov§na pomoc² statistick®ho software Statistica 7.0 (StatSoft). 

 

VĨsledky a diskuze 

 

U celĨch rostlin byla sledovan§ nukleace ledu pomoc² IR kamery. Na obr§zku (Obr. 1a) jsou 

hodnoty nukleace ledu jednotlivĨch ļ§st² tak, jak postupnŊ nast§valy pŚi poklesu teploty 

rychlost² 3 ÁC min-1. NejdŚ²ve doch§zelo k nukleaci ledu ve strouģc²ch -6,9 aģ do -9,6 ÁC, pak 

s vĨjimkou klonu `Dģambul`, (u kter®ho byla nukleace ledu niģġ² u koŚenŢ neģ u strouģku) 

doch§zelo k nukleaci koŚenŢ v oblasti, kde vyrŢstaj² z podpuļ² od -6,2 ÁC (`Dģambul`) aģ do-

13,5 ÁC (`Duk§t`). D§le se led ġ²Śil v nadzemn²ch ļ§stech, kdy nejdŚ²ve byla pozorovan§ 

nukleace ledu v pochv§ch listŢ, aģ pak doch§zelo k nukleaci ledu v ļepel²ch nejstarġ²ch listŢ. U 

nejmladġ²ch listŢ byla nalezena nejvyġġ² teplota nukleace ledu od -12,2 ÁC (`Morano`) aģ do -

14,6 ÁC (Duk§t). Hodnoty nukleace ledu jsou sp²ġe pro porovn§n² m²sta nukleace ledu, neģ pro 

jejich absolutn² hodnoty, ovlivnŊn® stochastickĨmi vlastnostmi nukleace ledu. Klon `Morano` 

poch§z² ze ĠpanŊlska, a tak se d§ pŚedpokl§dat, ģe bude n§chylnŊjġ² na teploty klesaj²c² pod bod 

mrazu, neģ napŚ²klad klon Duk§t, kterĨ poch§z² z ļeskĨch podm²nek. 

Mrznut² jednotlivĨch strouģkŢ v cibuli ļesneku prob²halo podle ontogenetick® spir§ly (Obr. 

1b). Nejprve mrzly nejdŚ²ve zaloģen® strouģky a pak postupnŊ mladġ² aģ nejmladġ². Po odt§t² 

bylo patrn®, ģe nezmrzlĨ strouģek, ve stavu podchlazen², nebyl poġkozen n²zkou teplotou (Obr. 

1c). Zhodnocen² teploty nukleace ledu jednotlivĨch strouģkŢ a pacibulek je prezentov§no ve 

sloupcov®m grafu (Obr. 3). U tŚ² klonŢ byly sledov§ny u strouģkŢ a pacibulek teploty nukleace 

ledu. Nukleace ledu byla nalezena u strouģkŢ pŚi vyġġ² teplotŊ neģ nukleace ledu u pacibulek. 

Nebyly nalezeny statistick® rozd²ly v nukleaci ledu mezi genotypy u strouģkŢ ani u pacibulek. 

Rozmez² nukleace ledu u strouģkŢ (Obr. 3) bylo ve shodŊ s publikovanĨmi hodnotami -7,7 aģ 
-14,6 ÁC (James et al. 2009). Hodnoty nukleace ledu u pacibulek nebyly dosud publikov§ny.  
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Obr. 1. (a) TermografickĨ sn²mek rostlin ļesneku ļtyŚ klonŢ `Morano`, `Duk§t`, `Jovan` a 

`Dģambul`. Teploty nukleace ledu, zjiġtŊn® IR analĨzou jsou uvedeny u jednotlivĨch ļ§st² 

rostliny ve stupn²ch Celsia. (b) Postup mrznut² v pŚ²ļn®m Śezu strouģkŢ ļesnekŢ 

v ontogenetick® spir§le v neloupan® cibuli ļesneku. (c) Stejn§ cibule ļesneku po odt§t². 

Posledn² strouģek (*), u kter®ho neprobŊhla nukleace ledu, pŚi odt§t² nebyl poġkozenĨ, coģ je 

patrn® podle nemŊnn® svŊtl® barvy jako pŚe mrznut²m.  
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Obr. 2. Test nukleace ledu u rŢznŊ velkĨch pacibulek klonŢ `Duk§t`, `Dģambul` a `Karel IV`. 

PŚi nukleaci ledu se v termogramu jednotliv® pacibulky zbarv² svŊtle, coģ odpov²d§ n§slednŊ 

zvĨġen® teplotŊ vlivem uvolnŊn®ho specifick®ho tepla krystalizace.  

 
Obr. 3. Nukleace ledu zmŊŚen§ na z§kladŊ IR spektra. Poļty sledovanĨch strouģkŢ byly 

n=12õ28 a pacibulek n=45õ82. Đseļky vyjadŚuj² standardn² chybu prŢmŊrnĨch hodnot. Mezi 

klony nebyly statisticky vĨznamn® rozd²ly (p<0.01). 

 

Z§vŊr 

ObecnŊ lze shrnout, ģe nejvyġġ² teplotu nukleace ledu mŊl klon `Morano` a nejniģġ² Duk§t. 

VŊtġinou byla nalezena ġ²Ś²c² se ledov§ z·na od podpuļ² k nejmladġ²m listŢm. V m®nŊ ļastĨch 

pŚ²padech byla nalezena m²sta spont§nn² nukleace ledu v ļ§stech rostliny nesouvisej²c² s ġ²Ś²c² 

se ledovou z·nou. Nukleace ledu u strouģkŢ v cibuli ļesneku nastala po ontogenetick® spir§le 

vĨvoje strouģkŢ, pŚi nejvyġġ²ch teplot§ch nastala nukleace ledu u nejdŚ²ve zaloģenĨch strouģkŢ 

aģ po nejmladġ² strouģky. Nebyly nalezeny rozd²ly v nukleaci ledu u strouģkŢ tŚ² klonŢ ani u 

pacibulek, nehledŊ na jejich velikost. Jako kritickĨ org§n lze oznaļit strouģek s nejvyġġ² 

teplotou nukleace, ale strouģek je zpravidla v pŢdŊ 4-10 cm coģ pŚi holomrazech mŢģe bĨt 

kritick®. V jarn²m obdob² mŢģe bĨt kritickĨm org§nem nadzemn² ļ§st ï listy. Poġkozen² ļ§st² 

rostliny, org§nŢ ļi pletiva mŢģe slouģit jako kritickĨ indik§tor poġkozen² ļesneku n²zkĨmi 

teplotami. 
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Porovn§n² citlivosti dvou sad primerŢ ve srovn§n² s mikroskopickou 

metodu pŚi detekci hub rodu Neotyphodium spp.  

Comparison of the sensitivity of two primers sets compared to the 

microscopic method in the detection of fungi Neotyphodium spp.  

Dr§palov§ I.1, Raab S.2 

1 OSEVA vĨvoj a vĨzkum s.r.o, ZubŚ² 
2 OSEVA PRO s.r.o., VĨzkumn§ stanice travin§Śsk§ ZubŚ² 

 

Abstrakt  

U odrŢd j²lku vytrval®ho (Lolium perenne L.) byla porovn§v§na v roce 2022 citlivost dvou sad 

primerŢ ve srovn§n² s klasickou mikroskopickou metodou. Bylo vybr§no celkem 12 planĨch 

populac² a 22 odrŢd. U vġech poloģek bylo nejprve zmŊŚeno procentu§ln² zastoupen² hyf 

v osivu pomoc² svŊteln® mikroskopie a pot® byla z vyizolovan® DNA pŚipravena reakļn² smŊs 

pro PCR reakci. VĨsledkem je pomŊrnŊ vysok§ citlivost obou sad primerŢ, kter§ mŢģe nahradit 

zdlouhavĨ proces detekce pomoc² svŊteln® mikroskopie. 

Kl²ļov§ slova: j²lek vytrvalĨ, primery, PCR, Neotyphodium 

 

Abstract 

The susceptibility of two sets of primers was in the year 2022 compared for perennial ryegrass 

(Lolium perenne L.) varieties in comparison with the classical microscopic method. A total of 

12 wild populations and 22 varieties were selected. For all items, the percentage of hyphae in 

the seed was first measured by light microscopy, and then a reaction mixture for the PCR 

reaction was prepared from the isolated DNA. The result is a relatively high sensitivity of both 

primer sets, which can replace the lengthy light microscopy detection process. 

Keywords: ryegrass, PCR, primers, Neotyphodium 

 

Đvod 

J²lek vytrvalĨ (Lolium perenne L.) je jednou z nejvĨznamnŊjġ²ch p²cn²ch trav. P²ce j²lku 

vytrval®ho je velmi kvalitn², s vysokĨm obsahem vodorozpustnĨch cukrŢ. J²lek vytrvalĨ je 

diploidn² (2n = 2x = 14), jsou vġak vyġlechtŊny i tetraploidn² odrŢdy (2n = 4x = 28). Velikost 

genomu j²lku vytrval®ho je 2,623 Gbp. J²lek vytrvalĨ, stejnŊ jako jin® p²cn² a tr§vn²kov® druhy 

trav ļasto obsahuj² toxick® alkaloidy produkovan® endofytn²mi houbami rodu Neotyphodium 

(KOPECKħ et al., 2013). J²lek vytrvalĨ (Lolium perenne L.) je povaģov§n za ide§ln² travn² 

druh pro pouģit² jako krmivo pro zv²Śata v zemŊdŊlstv² v m²rnĨch klimatickĨch podm²nk§ch. 

J²lek se rychle zakl§d§ a roste, poskytuje hust® porosty, vysoce vĨģivn® a lehce straviteln® 

p²cniny, kterou lze promŊnit ve zdrav® maso a ģivoļiġn® produkty pro lidskou spotŚebu. Jeho 

pouģit² je vġak omezeno, protoģe postr§d§ perzistenci, zejm®na v okrajovĨch oblastech a 

lokalit§ch, kter® jsou vystaveny letn²m a zimn²m stresŢm a stresu ze sucha (YAMADA, 2005). 

Tyto stresy jsou schopn® odbourat endofytn² houby. Jedn§ se o endoparazitick® houby nalezen® 

u vġech rostlinnĨch rodŢ, kde byly z²sk§ny z asymptomatick® tk§nŊ rostlin, vļetnŊ Śas, mechŢ, 

kapradin, jehliļnanŢ a krytosemennĨch rostlin pŊstovanĨch v suchozemskĨch a vodn²ch 

ekosyst®mech, vļetnŊ agroekosyst®mŢ a pŚ²rodn²ch ekosyst®mŢ patŚ²c²ch od tropickĨch, 

subtropickĨch, pouġtn²ch, m²rnĨch oblast² aģ po tundru a arktick® biomy. VŊtġina studi² 

uk§zala, ģe hojnost, rozmanitost a druhov® sloģen² endofytn²ch hub se liġ² podle hostitelskĨch 

druhŢ, typu a st§Ś² pletiv, charakteru lokality, m²stn²ch klimatickĨch podm²nek a 

antropogenn²ch faktorŢ (TORRES et.al., 2011). Pro agronomickou a zootechnickou praxi je 

nejvĨznaļnŊjġ² vĨskyt endofytn²ch hub v pastevn²ch druz²ch trav, pŚedevġ²m v kostŚav§ch a 

j²lc²ch, kde po konzumaci dobytkem a skotem zpŢsobuj² ekonomick® ztr§ty (SCHARDL, 
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MOON, 2003). Identifikace tŊchto hub nen² sloģit§. Lze je identifikovat konzervativn² 

mikroskopickou metodou, nebo pomoc² novĨch molekul§rn²ch metod, jako je polymer§zov§ 

ŚetŊzov§ reakce PCR. Ta je zaloģena na replikaci nukleovĨch kyselin, kter® jsou z§kladn²m 

molekul§rn²m procesem vġech ģivĨch organismŢ. Podstatou PCR je cyklicky se opakuj²c² 

enzymov§ synt®za novĨch ŚetŊzcŢ vybranĨch ¼sekŢ DNA ve smŊru 5Ë-3Ë pomoc² DNA-

polymer§zy. Đsek vybran® nukleotidov® sekvence je vymezen pŚipojen²m dvou primerŢ, kter® 

se v§ģou na protilehl® ŚetŊzce DNA, kdy jejich 5Ë-konce smŊŚuj² proti sobŊ. Aby reakce 

fungovala je zapotŚeb² pŚidat do reakļn² smŊsi DNA-polymer§zu a nukleotidy. Pot® prob²h§ 

synt®za novĨch vl§ken na obou matricovĨch ŚetŊzc²ch protismŊrnŊ. K synt®ze DNA jsou 

pouģ²v§ny termostabiln² polymer§zy, kter® jsou izolov§ny z termostabiln²ch mikroorganismŢ. 

Ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ se pouģ²v§ Taq DNA-polymer§za z²skan§ z Thermus aguaticus, kterĨ 

odol§v§ vysokĨm teplot§m, pŚi kterĨch DNA degraduje. TŚi kroky ï denaturace DNA, pŚipojen² 

primerŢ a synt®za novĨch vl§ken se cyklicky opakuj² 25-35 kr§t (pozn. autora: z§leģ² na dan®m 

protokolu). VĨsledkem je cca 232 syntetizovanĨch molekul produktu. Cel§ reakce prob²h§ ve 

speci§ln²m pŚ²stroji ï termocykleru (ĠMARDA, 2005) Viz. Obr§zek 1.  

V souvislosti s mŊn²c²m se klimatem a ļastŊjġ²m vĨskytem suchĨch obdob² je dŢleģit® hledat 

druhy a odrŢdy trav, kter® jsou schopny odolat tŊmto stresovĨm podm²nk§m. OSEVA PRO 

s.r.o., VĨzkumn§ stanice travin§Śsk§ v ZubŚ² zodpov²d§ v r§mci dotaļn²ho titulu N§rodn² 

program konzervace a vyuģ²v§n² genetickĨch zdrojŢ rostlin a agro-biodiversity za Śeġen² 

genofondov® kolekce travin. Jednou z dŢleģitĨch aktivit pr§ce s genetickĨmi zdroji travin je 

jejich hodnocen² jak v poln²ch, tak i laboratorn²ch podm²nk§ch, kter® je prov§dŊno podle 

Klasifik§toru pro tr§vy (Ġevļ²kov§ et al., 2002). Z²skan§ data jsou pŚed§v§na do n§rodn²ho 

dokumentaļn²ho syst®mu genetickĨch zdrojŢ GRIN Czech, ve kter®m jsou volnŊ dostupn§ 

uģivatelŢm genetickĨch zdrojŢ a ti mohou d§le tyto vĨsledky vyuģ²vat ve ġlechtŊn² a dalġ²ch 

oborech.  
Obr§zek 5 Princip polymer§zov® ŚetŊzov® reakce 

 
Zdroj: microbiologyinfo.com 

 

C²lem t®to pr§ce bylo zjistit, nakolik jsou uveden® primery citliv® na pŚ²tomnost endofytn²ch 

hub a zda by mohly nahradit zdlouhavĨ proces mikroskopov§n². 
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Materi§l a metody  

Pro vĨzkum bylo z²sk§no celkem 34 poloģek j²lku vytrval®ho (Lolium perenne L.), z toho 22 

poloģek byly odrŢdy a 12 poloģek bylo z²sk§no sbŊry z voln® pŚ²rody.  

Pro detekci endofytn²ch hub svŊtelnou mikroskopii bylo osivo nejprve namoļeno na 12 hodin 

v 5% roztoku NaOH. N§slednŊ bylo dŢkladnŊ promĨv§no vlaģnou vodou po dobu pŚibliģnŊ 5 

minut. Po propl§chnut² bylo osivo v kal²ġc²ch s perforovanĨm dnem zalito roztokem 

laktofenolov® modŚi (methylov§ modŚ 50 mg, L(+)-kyselina ml®ļn§ 25 g, fenol 25 g a glycerol 

50 g) a tyto kal²ġky byly um²stŊny do parn²ho hrnce, kde se osivo vaŚilo na m²rn®m ohni po 

dobu 20 minut. Tento krok slouģil ke zmŊknut² osiva a souļasnŊ k obarven² ġkrobovĨch zrn, 

pŚ²padnŊ endofytn²ch hub pro snadnŊjġ² detekci pod mikroskopem. Po uvaŚen² osiva byly 

kal²ġky dŢkladnŊ propl§chnuty pod slabĨm proudem tekouc² vody a pro delġ² uchov§n² zality 

destilovanou vodou. Pro svŊtelnou mikroskopii byl pouģit mikroskop Motic BA 310.  
Obr§zek 6 Osivo v roztoku NaOH      Obr§zek 7 Osivo namoļen® ve smŊsi laktofenolu 

     
 

Pro detekci endofytn²ch hub metodou PCR byla nejprve z lyofilizovan®ho, rozemlet®ho osiva 

vyizolov§na DNA pomoc² Genomic DNA Mini Kit (Plant). Do 1,5 ml mikrozkumavek 

odv§ģeno pŚibliģnŊ 25 mg suġen®ho materi§lu, do kter®ho byl pŚid§n pufr a RNasa A, vġe bylo 

zvortexov§no a inkubov§no pŚi 60 ÁC. Pot® byl lyz§t pŚefiltrov§n, aby se odstranily zbytky 

bunŊk a sraģeniny soli. V pŚ²tomnosti vazebn®ho pufru spojen®ho s chaotropn² sol² se genomov§ 

DNA v lyz§tu v§ģe v kolonŊ na matrici ze sklenŊnĨch vl§ken. Kontaminanty se odstranily 

pomoc² promĨvac²ho pufru (obsahuj²c²ho ethanol) a purifikovan§ genomov§ DNA se eluovala 

eluļn²m pufrem s n²zkĨm obsahem soli. U vyizolovan® DNA byla zmŊŚena koncentrace DNA 

na spektrofotometru a n§slednŊ upravena na koncentraci 10 ng.Õl-1. Takt®ģ dodan® primery byly 

naŚedŊny na pracovn² roztok 10 ÕM. 

Reakļn² smŊs pro PCR byla napipetov§na do 0,2 ml mikrozkumavek n§sledovnŊ: Ready To 

Use PCR MasterMix 10 Õl, Forward primer 0,4 Õl. Reverse primer 0,4 Õl, DNA 1 Õl a doplnŊno 

PCR vodou do objemu 20 ul. Takto rozpipetovan§ smŊs byla vloģena do thermocycleru. Teplota 

annealingu byla optimalizov§na pro kaģdou sadu primerŢ zvl§ġŠ a byla vybr§na nejvhodnŊjġ². 

 

Tabulka 1 PŚehled pouģitĨch primerŢ 

N§zev 

primeru 

Forward 5Ë-3Ë Reverse 5Ë-3Ë Velikost 

vĨsledn®ho 

produktu 

Zdroj Ta 

[ÁC] 

Tub-2 

primers 

GGTGTTGAGC

CCCCCTGATTT 

GTCTCATCTCCG

GGGCGGTAT 

444 bp Doss, R 1998 58 

IS-RS-5Ë GAGCCCCTGA

TTTCGTAC 

  65 
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IS NS-3Ë  TTGAAGTAGACA

CTCATACGCTC 

370 bp Dombrowski, 

J.E. et al, 

2006 

 

VĨsledky a diskuse  

Mikroskopickou metodou byla zjiġtŊna pŚ²tomnost endofytn²ch hub a zaps§na jejich ļetnost v 

% viz. tab. 2 
Tabulka 2 VĨsledky mikroskopick®ho mŊŚen² 

Druh OdrŢda/PF Mnoģstv²  % 

z§chytu 

L. perenne Belatrix 50 semen 0 

L. perenne Crown 50 semen 0 

L. perenne Olaf 50 semen 0 

L. perenne Ahoj 50 semen 0 

L. perenne PF 242/99 50 semen 0 

L. perenne PF 35/05 50 semen 0 

L. perenne PF 197/99 50 semen 0 

L. perenne PF 11/08 50 semen 0 

L. perenne Barolympic 50 semen 0 

L. perenne Mischa 50 semen 0 

L. perenne Harrier 50 semen 24 

L. perenne Propoz 50 semen 0 

L. perenne PF 129/99 50 semen 0,5 

L. perenne PF 37/08 50 semen 0 

L. perenne PF 35/15 50 semen 9 

L. perenne PF 89/08 50 semen 0 

L. perenne Laudon 50 semen 0,5 

L. perenne Pinball 50 semen 80 

L. perenne Trenck 50 semen 0 

L. perenne Presidian 50 semen 0 

L. perenne Vojta 50 semen 10 

L. perenne Aspire 50 semen 40 

L. perenne Bandalore 50 semen 44 

L. perenne Banfield 50 semen 82 

L. perenne Hancock 50 semen 56 

L. perenne Monsieur 50 semen 34 

L. perenne Thrive 50 semen 82 

L. perenne PF 24/15 50 semen 18 

L. perenne PF 15/18 50 semen 66 

L. perenne PF 18/18 50 semen 18 

L. perenne PF 25/18 50 semen 0 

L. perenne ZUSA 01 50 semen 0 

L. perenne ZUMS 03 50 semen 6 

L. perenne ZUMI 02 50 semen 6 
Pozn: PF-plan§ flora 

 



¨ǊƻŘŀ 12/2022, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

115 

 

Z tabulky lze vyļ²st, ģe nejvyġġ² z§chyt endofytn²ch hub konzervativn² mikroskopickou 

metodou byl zaznamen§n u poloģek Banfield a Thrive shodnŊ 82 %, Pinball 80 %, PF 15/18 66 

%, Hancock 56 %, Bandalore 44 %, Monsieur 34 %, Harrier 24 % a poloģky PF 18/18 a PF 

24/15 s 18 % napaden²m. 
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Obr§zek 8 sada primerŢ I 

 
Obr§zek 9 sada primerŢ II 

 

500 bp 

500 bp 
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Obr§zek 4 n§m ukazuje pŚ²tomnost specifickĨch bandŢ o velikosti 444 bp u poloģek Harrier, 

Pinball, Aspire, Bandalore, Banfield, Hancock, Monsieur, Thrive a PF 15/18. Oproti tomu n§m 

obr§zek 5 ukazuje pŚ²tomnost specifickĨch bandŢ o velikosti 370 bp u poloģek Harrier, Pinball, 

Aspire, Bandalore, Banfield, Hancock, Thrive.  

 

Z§vŊr 

ObŊ sady primerŢ vykazuj² t®mŊŚ totoģnou citlivost na pŚ²tomnost DNA endofytn²ch hub. 

Z obr§zku 4 n§m vyplĨv§, ģe Tub 2 primery jsou citlivŊjġ², protoģe jsou schopny zachytit i niģġ² 

koncentraci DNA endofytn²ch hub. Z hodnot vyplĨv§, ģe je tato sada primerŢ schopna 

nasednout pŚi teplotŊ 58 Á C na DNA, kter§ je zastoupena ve vyizolovan® DNA i lehce pod 30 

%. Zat²mco v pŚ²padŊ sady primerŢ IS-RS-5 a IS NS-3Ë nasedaj² za vyġġ²ch teplot kolem 65 ÁC 

a to na DNA endofytn²ch hub, kter§ je vyġġ² neģ 40 %. Vzhledem k vŊtġ² pŚesnosti nased§n² 

sady primerŢ (Tab 2) za pouģit² komerļnŊ pŚipraven®ho Ready To Use PCR MasterMixu, lze 

Ś²ci, ģe pŚi screeningu endofytn²ch hub u odrŢd a ekotypŢ j²lku vytrval®ho je metoda detekce 

mikroskopicky plnŊ nahraditeln§ pomoc² PCR. Metoda PCR je rychlejġ² a naprosto vyhovuj²c², 

vzhledem k tomu, ģe za endofytn² poloģky (tzv. E+) lze povaģovat jen ty, u kterĨch byla 

pŚ²tomnost endofytn²ch hub detekov§na ve v²ce neģ 30 %. SouļasnŊ d²ky RTU MM je 

eliminov§na lidsk§ chyba pŚi nepŚesnosti pipetov§n² Taq polymer§zy, nukleotidŢ a upravov§n² 

pH reakļn² smŊsi. D²ky t®to metodŊ, lze detekov§n² endofytn²ch hub provozovat i komerļnŊ. 
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Ochrana Śepky proti stonkovĨm krytonoscŢm v roce 2022 

The rapeseed stem weevils control in 2022 

Galiġov§ V.1, Seidenglanz M.2, Arbel§ez M. M.2, KolaŚ²k P.3 

1OSEVA vĨvoj a vĨzkum s.r.o., provozovna Opava 
2Agritec Plant Research s.r.o., Ġumperk  

3ZemŊdŊlskĨ vĨzkum Troubsko s.r.o. 

 

Abstrakt  

V roce 2022 byl testov§n vliv kombinace registrovanĨch insekticidŢ a rŢznĨch term²nŢ aplikace 

na stonkov® krytonosce u Śepky. Nejlepġ² bylo oġetŚen² po dosaģen² vrcholu letov® aktivity a 

zaļ§tku kladen² vaj²ļek n§sledovan® dalġ²m oġetŚen²m po dvou tĨdnech. Đļinnost oġetŚen² byla 

nedostateļn§ vlivem vysok®ho poļtu dospŊlcŢ a extr®mnŊ protaģen® letov® aktivity. 

Kl²ļov§ slova: ozim§ Śepka; Ceutorhynchus pallidactylus; Ceutorhynchus napi;  

ochrana proti ġkŢdcŢm 

 

Abstract 

The combination of registered insecticides and treatment terms were tested to rapeseed stem 

weevils. The best were treatments after the reaching of fly activity top and the start of egg laying 

subsequent by the further treatment after two weeks. The pest control was unsufficient for the 

too high imagoes number and too extended fly activity. 

Keywords: winter oilseed rape; Ceutorhynchus pallidactylus; Ceutorhynchus napi;  

pest control 

 

Đvod 

DŢsledky klimatick® zmŊny maj² v posledn²ch letech nepŚ²znivĨ dopad i na ochranu Śepky proti 

ġkŢdcŢm. VĨraznĨm zpŢsobem vzrostl vĨskyt krytonosce ļtyŚzub®ho Ceutorhynchus 

pallidactylus, u kter®ho nav²c doġlo k podstatn®mu roztaģen² letov® aktivity. Severn² Morava 

byla aģ doned§vna oblast s dominanc² krytonosce ļtyŚzub®ho, krytonosec ŚepkovĨ 

Ceutorhynchus napi se zde vyskytoval jen ojedinŊle. V posledn²ch letech vġak tak® jeho vĨskyt 

v porostech narŢst§, doch§z² k pŚekraļov§n² prahŢ ġkodlivosti (nŊkdy velmi vĨraznŊ) a k tomu 

se pŚidaly i z§kazy funkļn²ch ¼ļinnĨch l§tek. C²lem pr§ce bylo proto zjistit, jak® jsou moģnosti 

a ¼ļinnost ochrany proti tŊmto ġkŢdcŢm s pouģit²m registrovanĨch pŚ²pravkŢ, kter® jsou po 

restrikc²ch k dispozici. 

 

Materi§l a metody  

Na tŚech lokalit§ch ï v OpavŊ, Troubsku a Ġumperku bylo dle jednotn® metodiky testov§no 12 

rŢznĨch variant ochrany porostŢ Śepky proti stonkovĨm krytonoscŢm (Tabulka ļ. 1). 

Insekticidy byly aplikov§ny celkem ve tŚech rŢznĨch term²nech. Prvn² term²n ï oġetŚit co 

nejdŚ²ve, bez ohledu na letovou aktivitu. DruhĨ term²n oġetŚen² nastal po splnŊn² pŚekroļen² 

prahu ġkodlivosti a vĨskytu prvn²ch samic se zralĨmi vaj²ļky. TŚet² term²n oġetŚen² byl datov§n 

14 dn² po druh®m oġetŚen². Vzhledem k dominanci krytonosce ļtyŚzub®ho na severn² MoravŊ a 
k nŊkolikatĨdenn²mu odstupu zaļ§tku kladen² vaj²ļek od migrace do porostu (Seidenglanz et 

al. 2013), bylo c²lem prov®st prvn² insekticidn² oġetŚen² v pokusu v dobŊ, kdy po dosaģen² 
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nadprahov® letov® aktivity imag (3 dospŊlci / 1 ģlut§ miska/ 1 den sledov§n²) byly v misk§ch 

poprv® zachyceny samice se zralĨmi vaj²ļky v ovariol§ch, tedy ide§lnŊ tŊsnŊ pŚed zaļ§tkem 

kladen². Vzhledem k tomu, ģe jedno oġetŚen² insekticidem na ochranu Śepky proti krytonoscŢm 

v souļasn® dobŊ kvŢli prodlouģen® letov® aktivitŊ nestaļ² (Havel et al. 2020), dalġ² aplikace 

mŊla bĨt provedena se 14-denn²m odstupem po pŚedchoz² aplikaci. 

Pokusy byly zaloģeny metodou zn§hodnŊnĨch blokŢ ve ļtyŚech opakov§n²ch, oġetŚen§ 

plocha jedn® parcely byla 20 m2. TŚi po sobŊ jdouc² oġetŚen® parcely byly mezi sebou oddŊleny 

neoġetŚenou parcelou o ploġe 10 m2. Term²ny oġetŚen² byly stanoveny podle vĨsledkŢ 

monitoringu letov® aktivity dospŊlcŢ obou druhŢ stonkovĨch krytonoscŢ a stupnŊ vĨvoje 

vaj²ļek u jejich samic. Letov§ aktivita ġkŢdcŢ byla monitorov§na pomoc² vŊtġ²ho mnoģstv² 

prostorovŊ rozm²stŊnĨch ģlutĨch misek, kter® byly na lokalitu um²stŊny po zaznamen§n² 

prvn²ch dn² s teplotn²mi maximy atakuj²c²mi hranici 10ÁC. Za pŚ²zniv®ho poļas² byly z§chyty 

vyhodnocov§ny dvakr§t tĨdnŊ. U krytonoscŢ bylo stanoveno pohlav² a pitvou ovariol stupeŔ 

vĨvoje vaj²ļek u samic. Z²skan® ¼daje slouģily k optimalizaci term²nu oġetŚen² proti 

krytonoscŢm. Z§chyty ve ģlutĨch misk§ch byly sledov§ny aģ do doby kveten² ozim® Śepky. 

N§sledn® poġkozen² rostlin, zpŢsoben® ģ²rem larev, bylo hodnoceno poprv® pŚibliģnŊ tŚi tĨdny 

po posledn² aplikaci, jeġtŊ v dobŊ kveten² porostu. Druh® hodnocen² probŊhlo v polovinŊ 

mŊs²ce ļervna, po odkvŊtu, jeġtŊ pŚed opadem nejstarġ²ch listŢ na rostlin§ch. Po pod®ln®m 

rozŚ²znut² stonku byla zmŊŚena d®lka ģ²rem poġkozen® ļ§sti a byla vypoļtena ¼ļinnost dle 

Abbotta. VĨsledky ze skliznŊ (vĨnos, vlhkost) byly zpracov§ny metodou analĨzy variance. U 

hodnot oznaļenĨch stejnĨm p²smenem nejsou rozd²ly statisticky prŢkazn®. 

 

Tabulka 1 PŚehled oġetŚen² insekticidy a term²nŢ aplikac² 

varianta ļ. 1. term²n aplikace  2. term²n aplikace 3. term²n aplikace 

1 xxx xxx xxx 

2 Karate Zeon (0.125 l/ha)     

3 
Karate + MospilanMizu 

(0.125 l/ha + 0.35 l/ha) 
    

4   Karate Zeon (0.125 l/ha)   

5   
Karate + Mospilan Mizu 

(0.125 l/ha + 0.35 l/ha)   

6   Magma (0.2 l/ha)   

7   Karate Zeon (0.125 l/ha) Mospilan Mizu (0.35 l/ha) 

8   Karate Zeon (0.125 l/ha) Magma (0.2 l/ha) 

9   
Karate + Mospilan Mizu 

(0.125 l/ha + 0.35 l/ha) 
Magma (0.2 l/ha) 

10   Magma (0.2 l/ha) 
Karate + Mospilan Mizu 

(0.125 l/ha + 0.35 l/ha) 

11   Magma (0.2 l/ha) Mospilan Mizu (0.35 l/ha) 

12     
Karate + Mospilan Mizu 

(0.125 l/ha + 0.35 l/ha) 
1V OpavŊ postŚik proveden 21.3. 2022, v Ġumperku 19.3. 2022, v Troubsku 22.3.2022 
2V OpavŊ postŚik proveden 30.3. 2022, v Ġumperku 29.3. 2022, v Troubsku 25.3.2022 
3V OpavŊ postŚik proveden 12.4. 2022, v Ġumperku 15.4. 2022, v Troubsku 7.4.2022 
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VĨsledky 

Opava 

Set² pokusn® plochy probŊhlo v prvn² dek§dŊ z§Ś², opoģdŊnŊ oproti agrotechnick®mu term²nu 

z dŢvodu ļastĨch a vydatnĨch deġŠovĨch sr§ģek. N§slednĨ prŢbŊh poļas² byl pro vzch§zen² a 

rŢst rostlin pŚ²vŊtivĨ, takģe i pozdŊ set® plochy dobŚe vzch§zely a vyv²jely se. ř²jen a listopad 

byly mŊs²ce tepl® a such®, porosty ozim® Śepky vch§zely do zimn²ho obdob² v pomŊrnŊ dobr®m 

stavu. Zima byla m²rn§, vyznaļuj²c² se nadprŢmŊrnĨmi teplotami a podprŢmŊrnĨm mnoģstv²m 

sr§ģek, d²ky ļemuģ nedoġlo k vymrznut² rostlin. BŚezen byl sr§ģkovŊ i teplotnŊ norm§ln², duben 

sr§ģkovŊ norm§ln² a studenĨ. Byla zachov§na dobr§ kondice rostlin, n§stup kveten² datov§n na 

zaļ§tek kvŊtna. Pot® pokraļoval r§z nadprŢmŊrnŊ tepl®ho a such®ho poļas² ï od kvŊtna aģ do 

ļervence, jehoģ dŢsledkem byla vļasn§ a bezprobl®mov§ sklizeŔ pokusu. Porost se po dobu 

veden² pokusu dobŚe vyv²jel, byl vyrovnanĨ, bez defektŢ. 

Vlivem chladn®ho poļas² bylo moģn® ģlut® misky rozm²stit aģ 14.3.2022. Migrace krytonoscŢ 

do porostu zaļala v polovinŊ bŚezna (tabulka ļ. 2), v porovn§n² s rokem 2021 o tŚi tĨdny 

pozdŊji. Prvn² oġetŚen² bylo provedeno 21.3.2022. Hlavn² vlna letov® aktivity krytonoscŢ byla 

na Opavsku 22. ï 24.3., v t® dobŊ doġlo k pŚekroļen² prahu ġkodlivosti. Druh® oġetŚen² bylo 

provedeno 30.3. po n§lezu prvn²ch samic se zralĨmi vaj²ļky. Proveden² tŚet² aplikace 

n§sledovalo 14 dn² pot®. 

 

Tabulka ļ. 2 Letov§ aktivita ġkŢdcŢ Opava 2022, hon ļ. 100  

17.3. 42Ceutqu* 32ǁ10ǀ BV 

21.3. 7Ceutqu 3ǁ4ǀNV 

24.3. 114Ceutqu* 34ǁ80ǀ12 BV/68NV, 10 Phylss, 1 Meliae 

28.3. 23Ceutqu 15ǁ8ǀNV, 1 Psylch,, 10 Phylss, 6Ceutna 

31.3. 33Ceutqu 15ǁ18ǀ12 NV/6 ZV, 1 Psylch, 2 Phylss 

7.4. 17Ceutqu 6ǁ11ǀ4 NV/7 ZV, 6Phylss,  

11.4. 19Ceutqu 10ǁ9ǀ ZV, 1 Psylch,, 10 Phylss 

* - pŚekroļen² prahu ġkodlivosti, BV ï bez vaj²ļek, NV nezral§ vaj²ļka, ZV zral§ vaj²ļka 

Ceutqu ï krytonosec ļtyŚzubĨ, Ceutna ï krytonosec ŚepkovĨ, Psylch ï dŚepļ²k olejkovĨ, Phylss 

ï dŚepļ²ci rodu Phyllotreta, Meliae ï blĨsk§ļek ŚepkovĨ 

 

Tabulka ļ. 3 D®lka ģ²rem poġkozen® ļ§sti stonku, Opava 2022 

Var. Poġkozen² cm Đļinnost % Var. Poġkozen² cm Đļinnost % 

1 16,65a 0 7 10,52ab 36,79 

2 13,92ab 16,39 8 9,67ab 41,89 

3 10,20ab 38,74 9 8,07b 51,50 

4 18,02a -8,26 10 7,62b 54,20 

5 14,57ab 12,46 11 10,50ab 36,94 

6 10,35ab 37,84 12 15,40a 7,51 

 

Tabulka ļ. 4 VĨnos semen Opava 2022 

Var. t/ha % Var. t/ha % 

1 3,93a 100,00 7 4,07a 103,35 

2 4,05a 102,84 8 4,04a 102,70 

3 4,07a 103,25 9 4,28a 108,65 

4 4,03a 102,41 10 4,45a 113,11 

5 4,09a 103,9 11 3,92a 99,73 

6 4,16a 105,58 12 4,12a 104,57 
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 Pro charakterizaci poġkozen² stonku byla d®lka ģ²rem poġkozen® ļ§sti vhodnŊjġ², 

protoģe ke kladen² vaj²ļek doch§zelo po dlouh® obdob². Ve stonku byly larvy rŢzn® velikosti, 

ļ§st z nich uģ stonek opustila, a proto by mohl poļet larev bĨt t²mto zkreslen. Z vĨsledkŢ 

vyplĨv§, ģe jedno oġetŚen² insekticidem (varianty 2 ï 6 a 12) m§ ¼ļinek nedostateļnĨ. Đļinek 

dvou oġetŚen² (varianta 7 ï 11) je lepġ², varianty ļ. 9 a 10 byly prŢkaznŊ lepġ² neģ neoġetŚen§ 

kontrola, ale i zde byla biologick§ ¼ļinnost pomŊrnŊ n²zk§. Varianty ļ. 9 a 10 mŊly i nejvyġġ² 

vĨnos semen (tabulka ļ. 4), vliv oġetŚen² na vĨnos semen byl ale pomŊrnŊ n²zkĨ. 

 

 

 

 

Troubsko 

Tabulka ļ. 5 Letov§ aktivita krytonoscŢ v Troubsku 

21.3. 10 ǁ 2ǀCeutqu 

23.3. 46ǁ 40ǀ Ceutqu*; 2ǁ3ǀ Ceutna 

25.3. 164ǁ209ǀ ZV Ceutqu*; 12ǁ8ǀ ZV Ceutna 

28.3. 5ǁ6ǀ ZV Ceutqu; 1ǀ ZV Ceutna 

30.3. 6ǁ11ǀ ZV Ceutqu 

7.4. 5ǁ10ǀ BV Ceutqu 

14.4. 10ǁ6ǀ BV Ceutqu; 1ǁ1ǀ BV Ceutna 

19.4. 1ǁ1ǀ BV Ceutqu 

25.4. 2ǁ2ǀ ZV Ceutqu 

28.4. 1ǁ1ǀ ZV Ceutqu 

9.5. 1ǁ1ǀ ZV Ceutqu 

13.5. 5ǁ1ǀ BV Ceutqu 

.  

Sledov§n² letov® aktivity bylo zah§jeno 8.2.2022 (tabulka ļ. 5), prvn² vĨskyty byly zjiġtŊny aģ 

v polovinŊ bŚezna s jedn²m vrcholem v posledn² dek§dŊ bŚezna. V tabulce nejsou uvedena 

hodnocen² bez vĨskytu ġkŢdcŢ (14.2. ï 14.3., 4.4., 21.4., 2 ï 5.5. a 16.5.). 

 

Tabulka ļ. 6 Poġkozen² rostlin a sklizeŔ ï Troubsko 2022 

Var. 

13.05.2022 09.06.2022 18.07.2022 

poġkozen² (v cm) % biologick® 

¼ļinnosti 

poġkozen² (v 

cm) 

% biologick® 

¼ļinnosti 

t/ha % 

1 42,17a 0 87,57a 0 2,05a 100 

2 28,83ab 31,62 90,27a -3,08 2,31a 112,79 

3 20,13ab 52,25 86,2a 1,56 2,4a 117,31 

4 17,60ab 58,26 87,5a 0,08 2,32a 113,15 

5 26,83ab 36,36 82,13a 6,2 2,58a 125,91 

6 17,67ab 58,1 67,83a 22,54 2,14a 104,48 

7 19,73ab 53,2 68,5a 20,63 2,24a 109,15 

8 10,07b 76,13 56,5a 35,48 2,48a 121,07 

9 17,43ab 58,66 75,73a 13,51 2,07a 101,01 

10 13,47b 68,06 69,97a 20,1 2,16a 105,42 

11 19,87ab 52,89 81,7a 6,7 2,34a 114,27 

12 21,67ab 48,62 77,63a 11,34 2,19a 106,75 
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PŚi rozborov§n² stonkŢ (tabulka ļ. 6) byl zjiġtŊn prŢkaznĨ rozd²l mezi variantami 8 a 10 a 

ostatn²mi sledovanĨmi v prvn²m term²nu hodnocen². Ve druh®m term²nu hodnocen² vĨraznŊ 

poklesla biologick§ ¼ļinnost, mezi jednotlivĨmi variantami nebyly zjiġtŊny prŢkazn® rozd²ly. 

PŚi sklizŔov®m hodnocen² nebyl zjiġtŊn prŢkaznĨ rozd²l, u vġech oġetŚenĨch variant doġlo ke 

zvĨġen² vĨnosu semen.  

 

Ġumperk 

V Ġumperku byl pokus zaset 28.8. 2021. Porost se v obdob² podzimu vyv²jel pŚ²znivŊ. Do zimy 

vstupoval jako vyrovnanĨ a dobŚe pŚipravenĨ sn§ġet abiotick® stresy (6 ï 7 pravĨch listŢ, 

prŢmŊrn§ tlouġŠka koŚenov®ho krļku 10.5 ï 11.5 mm). Zimu pŚekonal bez vŊtġ²ch probl®mŢ. 

Misky pro monitoring letov® aktivity byly do porostu vloģeny pomŊrnŊ ļasnŊ 15.2. C²lem bylo 

nepromeġkat prvn² letovou aktivitu. zachytit jej² prŢbŊh v jej² kompletn² podobŊ a co nejdŚ²ve 

nav§zat na monitoring letov® aktivity dŚepļ²ka olejkov®ho prov§dŊnĨ na t®to pokusn® lokalitŊ 

aģ do poļ§tku prosince 2021. VĨsledky uveden® v Tabulce 7 tak® potvrzuj², ģe dospŊlci tohoto 

druhu (Psylch) byli tŊmi prvn²mi aktivn²mi z§stupci ġkodliv® hmyz² fauny pŚ²tomnĨmi 

v porostu pomŊrnŊ dlouho pŚed t²m (18.2. 2022), neģ se tam objevili prvn² migranti krytonosce 

ļtyŚzub®ho (Ceutqu) a k. Śepkov®ho (Ceutna 21.3. 2022).Letov§ aktivita byla dvouvrcholov§ 

(24 - 28.3. a 29.4. ï 10.5.) JasnŊ dominoval Ceutqu, avġak ani vĨskyt Ceutna nebyl zcela 

zanedbatelnĨ. Z vĨsledkŢ monitoringu vyplĨv§, ģe letov§ i ovipoziļn² aktivita k. ļtyŚzub®ho i 

k. Śepkov®ho se na pokusn® lokalitŊ prot§hla nejm®nŊ aģ do 20.5., kdy byl monitoring ukonļen. 

 

Tabulka ļ.7 Letov§ aktivita vybranĨch druhŢ ġkŢdcŢ, Ġumperk 2022 (pŚepoļteno na 1 misku) 

18.2. 0.67 Psylch 0.33ǀZV 

9.3. 1.33 Psylch 0.33ǀZV, 0.33 Phyni 

14.3. 1.33 Psylch 0.33ǀZV, 0.67 Phyni 

17.3. 2.00 Psylch 0.33ǀBV 

21.3. 20.33 Ceutqu 5.33ǀBV, 0.67 Ceutna 0.33ǀBV, 1.33 Psylch 0.67ǀBV 

24.3. 168.33 Ceutqu 67.33ǀ 4.33NV, 6.33 Ceutna 3.00ǀ 1NV, 1.67 Psylchǁ 

28.3. 
140.33 Ceutqu 43.33ǀ 10.33NV/ZV, 9.00 Ceutna 2.33ǀ 1NV/ZV, 5.67 Psylch 1ǀBV, 1.33 

Meliae 

31.3. 29.00 Ceutqu 16.33ǀ 0.33ZV, 1.67 Ceutna 0.33ǀZV, 2.00 Psylch ǁ, 5.00 Meliae 

4.4. 0.67 Ceutqu 0.33ǀZV 

7.4. 2.00 Ceutqu 1.33ǀ 0.67ZV, 1.33 Psylch 0.67ǀBV, 1.00 Meliae 

12.4. 4.33 Ceutqu 1.67ǀZV, 0.33 Psylch ǁ 

14.4. 4.67 Ceutqu 2.00ǀZV, 0.67 Psylch 0.33ǀZV, 3.67 Meliae 

19.4. 2.67 Ceutqu 1.00ǀZV, 2.00 Meliae 

22.4. 3.33 Ceutqu 2.33ǀ 1.67ZV, 16.33 Meliae 

26.4. 3.67 Ceutqu 1.33ǀ 1.00ZV, 8.33 Meliae 

29.4. 21.67 Ceutqu 10.67ǀ 9.00ZV, 1.00 Ceutna 0.67ǀ 0.33ZV, 21.67 Meliae 

3.5. 58.00 Ceutqu 27.00ǀ 24.67ZV, 2.67 Ceutna 0.67ǀ 0.33ZV, 52.33 Meliae 

6.5. 41.00 Ceutqu 17.00ǀ 14.33ZV, 2.67 Ceutna 2.00ǀ 1.67ZV, 20.67 Meliae 

10.5. 25.67 Ceutqu 16.00ǀ 10.33ZV, 0.67 Ceutnaǀ 0.33ZV, 21.67 Meliae 

20.5. 9.00 Ceutqu 5.00ǀ 3.50ZV, 0.50 CeutnaǀZV, 15.00 Meliae 

 

Rozvleklost obdob² letov® aktivity a kladen² zŚejmŊ vĨraznŊ ovlivnila zaznamenan® hodnoty 

poġkozen² stonkŢ od larev obou sledovanĨch krytonoscŢ a n²zkou ¼ļinnost porovn§vanĨch 
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insekticidŢ. Z vĨsledkŢ uvedenĨch v Tabulce 8 je zŚejm®, ģe pro z²sk§n² nezkreslen® pŚedstavy 

o re§ln® ¼ļinnosti insekticidn²ch aplikac² zejm®na v podm²nk§ch vysok®ho vĨskytu a dlouh®ho 

obdob² kladen² je tak® dŢleģit®, kdy se prov§d² odbŊr rostlin a kdy se ¼roveŔ poġkozen² stonkŢ 

hodnot², neboŠ ¼roveŔ poġkozen² postupnŊ narŢst§ (viz rozd²ly mezi 1. a 2. hodnocen²m).  

Ze srovn§n² dat v tabulce 8 a 9 (vĨnosy) je patrn®, ģe bez ohledu na zaznamenanou ¼ļinnost 

insekticidŢ na ġkŢdce samotn®ho, se dopad na vĨnos ļasto vŢbec neprojevil. Jako jedna 

z variant, o jej²mģ pozitivn²m pŚ²nosu lze v tomto smyslu pŚeci jen uvaģovat, je aplikace 

etherick®ho pyretroidu etofenprox tŊsnŊ pŚed poļ§tkem kladen² samic krytonoscŢ, n§sledovan§ 

aplikac² kombinace pyretroidu (zde lambda-cyhalothrin) s neonikotinoidem (acetamiprid) 

v nesn²ģenĨch d§vk§ch (var. 10). Zcela bezvĨznamn§ je aplikace pŚedļasn§ (zde term²n I) a 

vlastnŊ jak§koliv aplikace nezdvojen§ (bez ohledu na term²n postŚiku).  

 

Tabulka ļ. 8 D®lka ģ²rem poġkozen® ļ§sti stonku, Ġumperk 2022 

 19.5.2022 6.6.2022 

 cm s. odchylka ¼ļinnost % cm s. odchylka ¼ļinnost % 

1 72,10 10,86 0,00 75,30 15,12 0,00 

2 48,30 18,80 33,01 78,30 25,93 8,78 

3 31,50 11,29 56,31 57,20 24,40 22,01 

4 34,60 12,16 52,01 69,45 32,64 7,77 

5 22,40 14,42 68,93 52,94 28,04 29,7 

6 28,90 16,23 59,92 64,91 31,79 13,79 

7 21,70 13,67 69,90 53,29 29,96 29,23 

8 18,40 10,04 74,48 50,05 28,81 33,53 

9 26,30 11,06 63,62 53,98 23,68 28,32 

10 21,70 12,99 69,90 43,16 28,43 42,68 

11 37,50 15,34 47,99 61,53 28,86 18,29 

12 23,20 10,33 67,82 4856 23,74 35,51 

 

Tabulka ļ. 9 VĨnos semen Ġumperk 2022 

Var. t/ha % Var. t/ha % 

1 4.24a 100.00 7 4.52a 106.67 

2 3.95a 93.21 8 4.04a 95.16 

3 4.26a 100.38 9 4.61a 108.81 

4 4.47a 105.47 10 4.98a 117.42 

5 4.12a 97.17 11 4.03a 95.03 

6 4.48a 105.66 12 4.24a 100.00 

 

Diskuse 

V posledn²ch asi pŊti aģ osmi letech jsou u obou druhŢ stonkovĨch krytonoscŢ ve stŚedn² a 

z§padn² EvropŊ zaznamen§v§ny v porostech Śepky vyġġ² vĨskyty, prvn² z§chyty dospŊlcŢ ve 

ģlutĨch misk§ch se ve vyġġ² frekvenci pŚesouvaj² do dŚ²vŊjġ²ch term²nŢ (¼nor, poļ§tek bŚezna) 

a obdob² kladen² zaļ²n§ dŚ²ve (Junk et al., 2012; Eickermann et al., 2014). To je samo o sobŊ 
dost dŢleģit® z hlediska nutnosti mŊnit pŚ²stup k ochranŊ, ale nen² to vġe. To, co komplikuje 

zemŊdŊlcŢm ochranu porostŢ pŚed tŊmito ġkŢdci jeġtŊ v²ce, je vĨraznŊ rozvleklejġ² prŢbŊh 

migrac² do porostŢ zejm®na u krytonosce ļtyŚzub®ho. Rozvleklost letov® aktivity je pak 

pŚ²ļinou prodlouģen² obdob² kladen² o 2 ï 4 tĨdny. Kombinace vĨrazn®ho n§rŢstu vĨskytŢ a 

prodlouģen² obdob² kladen² jsou zŚejmŊ tŊmi hlavn²mi dŢvody, proļ se ġkod§m pŢsobenĨm 
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larvami zabr§nit nedaŚ² (Eickermann et al., 2020). Je obt²ģn® stanovit vhodnĨ term²n pro 

aplikaci insekticidu a rezidu§ln² ¼ļinnost jedn® aplikace nen² dostateļnŊ dlouh§, aby poskytla 

porostu ochranu po cel® obdob² kladen². VĨsledky publikovan® v tomto pŚ²spŊvku to potvrzuj² 

a jsou v souladu s nŊkolika dalġ²mi studiemi (Milovac et al., 2017; Heimbach & M¿ller, 2013). 

V roce 2020 Havel a kolektiv zjistili, ģe ¼ļinnost jednoho oġetŚen² syntetickĨmi pyretroidy je 

v porovn§n² s organofosf§ty zcela nedostateļn§ a ģe jedno oġetŚen² insekticidem v souļasnosti 

pro ochranu Śepky proti stonkovĨm krytonoscŢm naprosto nestaļ². V roce 2022 se to potvrdilo, 

ale ani dvŊ oġetŚen² insekticidy nedok§zaly Śepku dostateļnŊ ochr§nit proti krytonoscŢm. 

Probl®mem je nedostateļn§ perzistence ¼ļinku u obou hlavn²ch skupin insekticidŢ, pyretroidŢ 

i neonikotinoidŢ. Je to d§no vztahem, kterĨ se postupnŊ mŊn²: d®lka perzistence insekticidŢ se 

relativnŊ sniģuje v z§vislosti na prodluģov§n² d®lek migrac² a kladen². Ochrana porostŢ 

postaven§ na jednom postŚiku proveden®m nŊkdy na zaļ§tku obdob² kladen², a to i za 

pŚedpokladu spr§vn®ho naļasov§n² (tedy tŊsnŊ pŚed zah§jen²m kladen² prvn²ch samic 

v populaci), nemŢģe zajistit, aby zŢstal porost nenapaden. Ze studi² zabĨvaj²c²ch se vlivem 

prob²haj²c² klimatick® zmŊny na chov§n² ŚepkovĨch ġkŢdcŢ vyplĨv§, ģe se u krytonosce 

ļtyŚzub®ho i krytonosce Śepkov®ho bude i nad§le obdob² migrac² (a tedy i kladen²) prodluģovat 

(Junk et al., 2012; Eickermann et al., 2014).  Prvn² zn§mky poklesu citlivosti populac² 

krytonosce Śepkov®ho a krytonosce ļtyŚzub®ho k pyretroidŢm byly v EvropŊ zaznamen§ny jiģ 

pŚed nŊkolika lety (Heimbach & M¿ller, 2013). Tak® v ĻR jiģ byly populace k. ļtyŚzub®ho se 

sn²ģenou citlivost² k pyretroidŢm zaznamen§ny. Poprv® v roce 2019 a po t® opŊt vletech 2020 

i 2021 (Seidenglanz et al., 2021b). Je proto moģn®, ģe nŊkde se uģ rezistence v praxi projevuje. 

Je potŚeba hledat technologie pŊstov§n², kter® jsou m®nŊ z§visl® na pesticidech, zpŚesŔovat 

metody progn·zy a signalizace, coģ je nyn² mnohem dŢleģitŊjġ² neģ dŚ²v (Eickermann et al., 

2020), pŚehodnotit a na dost odliġnĨch z§kladech postavit zpŢsob konstruov§n² tak zvanĨch 

prahŢ ġkodlivosti (Ramsden et al., 2017), intenzivnŊ hledat a re§lnŊ do ġlechtitelskĨch 

programŢ zaŚazovat zdroje tolerance a rezistence (Herv® & Cortessero, 2016), aby bylo moģn® 

v²ce stavŊt na obrannĨch mechanismech rostlin (zvĨġit resilienci a rezistenci agrocen·z proti 

(a)biotickĨm stresŢm) a ovŊŚovat a vyuģ²vat pozitivn² dopady spojen® s odliġnou kompozic² a 

strukturou porostŢ na disperzi a vĨskyt ġkŢdcŢ (Cadoux et al., 2015; Dam et al., 2020). Ot§zkou 

do diskuse je, jestli pŚi tak dlouh® aktivitŊ krytonoscŢ a pŚi tak vĨraznŊ nadprahovĨch 

vĨskytech, jak® byly zaznamen§ny na lokalitŊ Ġumperk, by nemŊla n§sledovat jeġtŊ aplikace 

dalġ² na konci dubna. 

 

Z§vŊr 

V roce 2022 byla letov§ aktivita krytonoscŢ v OpavŊ a Troubsku kratġ² neģ v pŚedchoz²ch 

letech, ale i pŚes to vĨraznŊ delġ² neģ pŚed 10 lety. V Ġumperku byla letov§ aktivita obou druhŢ 

stonkovĨch krytonoscŢ naopak relativnŊ dlouh§ se dvŊma jasnŊ odliġitelnĨmi vrcholy. Situace 

se postupnŊ zhorġuje, protoģe vlivem pŚ²znivĨch zim v²ce ġkŢdcŢ pŚezimuje a nen² k dispozici 

dostateļnŊ ¼ļinn® opatŚen² na jejich potlaļen². PŊstitele jsou stavŊni do situace, kdy se 

souļasnĨmi registrovanĨmi pŚ²pravky nelze Śepku dostateļnŊ ochr§nit a roste riziko vzniku 

rezistence, protoģe tyt®ģ pŚ²pravky jsou registrov§ny i proti dalġ²m jarn²m ġkŢdcŢm, takģe pŚi 

jejich aplikaci s nimi ļ§st krytonoscŢ pŚijde opakovanŊ do styku.  
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Monitoring patogenŢ ve smŊs²ch pro zatravŔov§n² tramvajovĨch trat² 

Monitoring of pathogens in grass mixtures for tram tracks 

Golosna L., Holubec V., Chrpov§ J. 

VĨzkumnĨ ¼stav rostlinn® vĨroby, v.v.i., Praha 6-RuzynŊ 

 

Abstrakt   

V roce 2022 byl proveden monitoring houbovĨch onemocnŊn² u 3 experiment§ln²ch travn²ch 

smŊs² pro ter®nn² ¼pravy ve dvou lokalit§ch v Praze na tramvajovĨch toļn§ch S²dliġtŊ řepy a 

SpoŚilov. VĨsledkem vizu§ln²ho posouzen² a fytopatologick®ho rozboru vybranĨch rostlin v 

laboratoŚi bylo zjiġtŊno, ģe na tr§v§ch v mŊstsk®m prostŚed² byly nalezeny patogeny z rodŢ 

Fusarium, Alternaria a Nigrospora. Na rostlin§ch ļeledi Fabaceae byly zjiġtŊny druhy - 

Erysiphe, Colletotrichum, Fusarium, Ascochyta, Volutela, Alternaria,. Dalġ² druhy 

dvoudŊloģnĨch - Achillea, Plantago, Cichorium byly napadeny houbami z rodŢ Septoria, 

Phomopsis, Fusarium, Alternaria a Colletotrichum. 

Kl²ļov§ slova: zatravŔovac² koberce; tr§vy; byliny; jeteloviny; houbov® choroby 

 

Abstract  

Disease monitoring was carried out on 3 experimental grass mixtures for landscaping in two 

locations of tram turning ends in Prague at the S²dliġtŊ řepy and SpoŚilov in 2022. As a result 

of visual assessment and phytopathological analysis of selected plants in the laboratory, it was 

found that pathogens from the genera Fusarium, Alternaria and Nigrospora were localized on 

grasses in the urban environment. The genera Erysiphe, Colletotrichum, Fusarium, Ascochyta, 

Volutela, Alternaria were found on the plants of the Fabaceae family. Other species of dicots 

- Achillea, Plantago, Cichorium were affected by fungi from the genera Septoria, Phomopsis, 

Fusarium, Alternaria and Colletotrichum. 

Key words: grass carpets; grasses; herbs; clovers; fungal diseases 

 

 

Đvod 

Tramvajov® tratŊ v mnoha evropskĨch mŊstech jsou zatravŔov§ny. Tyto zelen® pruhy poskytuj² 

celou Śadu vĨhod zejm®na sniģov§n² teploty vĨparem a transpirac², umoģŔuj² infiltraci deġŠov® 

vody, absorbuj² zneļiġtŊn² a hluk generovanĨ brouġen²m kovovĨch kol na kolej²ch (Kaushik, 

2013). N§roļn® prostŚed² mŊst n§s nut² vyhled§vat druhy, kter® odol§vaj² suchu, horku i 

vydatnĨm deġŠŢm. V obc²ch se objevuj² louky m²sto klasickĨch sekanĨch tr§vn²kŢ. Jejich 

vĨhodou je, ģe jsou odoln® vŢļi vĨkyvŢm poļas², maj² n²zk® n§klady na ¼drģbu a jsou druhovŊ 

rozmanit® ï je tedy velk§ ġance, ģe v nich pŚeģije vŊtġ² mnoģstv² druhŢ (Zelen§ dom§cnost, 

2022). 

SmŊsi vybran® pro ozeleŔov§n² dopravn²ch staveb by mŊly m²t vlastnosti vhodn® pro rŢst v 

mŊstsk®m prostŚed², nemŊly by vyģadovat dodateļn® zal®v§n² a mŊly by m²t dobrĨ vzhled a 

pŚeģit². Tyto vlastnosti mohou poskytnout plan® druhy rostlin z extr®mn²ch lokalit, kter® jsou 

pŚizpŢsoben® nepŚ²znivĨm faktorŢm. Souļasn® klimatick® zmŊny a poģadavky na ģivotn² 

prostŚed² v s²deln²ch celc²ch a velkĨch prŢmyslovĨch aglomerac²ch vedou k 

nutn®mu pŚehodnocen² souļasnĨch technologi² klasickĨch zelenĨch trat² s pŚ²rodn²mi tr§vn²ky 

a zeminami (Silnice ģeleznice, 2019). V ĻR nen² dostateļnŊ ġirok® spektrum komerļn²ch 

materi§lŢ pro ozeleŔov§n², kter® by byly potŚeba pro z§tŊģov® a speci§ln² podm²nky mŊst a pro 

mŊn²c² se klimatick® podm²nky. V kolekc²ch genov® banky bylo shrom§ģdŊno v prŢbŊhu  

30ti let® expediļn² aktivity v ĻR pŚes tis²c genetickĨch zdrojŢ. Pr§vŊ tyto materi§ly byly vyuģity 

pro speci§ln² osivov® smŊsi v kombinaci s komerļn²mi dom§c²mi kultivary. 

https://ekolist.cz/cz/zelena-domacnost/rady-a-navody/klasicke-travniky-ve-mestech-chradnou.nahradit-je-mohou-louky
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Đdrģba tr§vn²ku hraje z§sadn² roli v jak®mkoli krajinn®m designu, vļetnŊ mŊstsk®ho. Kr§snĨ a 

dobŚe udrģovanĨ tr§vn²k mŢģe zlepġit okoln² krajinu (Harsh et al., 2020). Jedn²m z faktorŢ 

ovlivŔuj²c²ch vzhled tr§vn²kov® smŊsi je odolnost vŢļi rŢznĨm faktorŢm prostŚed². Napaden² 

trav patogeny zhorġuje jejich stav a mŢģe v®st aģ k ¼pln®mu zniļen² tr§vn²ku. 

Jeteloviny pŚ²tomn® v bylinnĨch smŊs²ch tak mohou bĨt zvl§ġtŊ v pozdn²m l®tŊ a na podzim 

silnŊ napadeny padl²m. PŚisp²v§ k tomu seļen², kter® vede k ġ²Śen² infekce. (Kobes, Slachta, 

2011). 

Na trav§ch se nejļastŊji vyskytuj² choroby koŚenov®ho syst®mu, zpŢsoben® houbami z rodŢ 

Fusarium, Rhizoctonia, Pythium. Na listech se bŊhem vegetace bŊģnŊ vyskytuj² rody Septoria, 

Bipolaris, Puccinia, Alternaria aj. Mimo sez·nu trp² tr§vn²k pl²sn² snŊģnou (Monographella 

nivalis, syn.: Microdochium nivale) a  tyful·zou (Typhula incarnata a T. ishikariensis). S 

pŚ²chodem jara doch§z² k vĨrazn®mu rozvoji padl² (Blumeria graminis), zejm®na u Poa 

pratensis (Hsiang, Matsumoto, Millett, 1999; Vargas 1994; Retman, Nychyporuk, Shevchuk, 

2018). 

 

Materi§l a Metody 

Pro ter®nn² ¼pravy v Praze, zejm®na pro pouģit² pod®l tramvajovĨch trat² a na toļn§ch, byly 

vybr§ny 3 smŊsi bylin: 

1. KvŊtnat§ smŊs niģġ²ho vzrŢstu  

2. KvŊtnat§ smŊs vyġġ²ho vzrŢstu  

3. KvŊtnat§ smŊs do sucha 

Kaģd§ varianta byla ruļnŊ vyseta na plochu 30m2. Na kaģd® lokalitŊ bylo tedy oseto 90 m2. 

 

1. KvŊtnat§ smŊs niģġ²ho vzrŢstu obsahuje 11 druhŢ trav (Agrostis capillaris, Anthoxanthum 

odoratum, Festuca rubra trichophylla), Festuca rupicola,  Helictochloa pratensis,  Phleum 

bertolonii, Phleum phleoides, Poa compressa, Poa pratensis, Trisetum flavescens), 14 druhŢ 

bylin (Dianthus carthusianorum, Dianthus deltoides, Echium vulgare, Filipendula vulgaris, 

Leontodon autumnalis, Leontodon hispidus, Linaria vulgaris, Matricaria chamomilla, 

Origanum vulgare, Plantago lanceolata, Plantago media, Sanquisorba minor, Sanquisorba  

officinalis,  Silene vulgaris) a 3 druhy jetelovin (Anthyllis vulneraria,  Trifolium incarnutum a 

Trifolium pratense).  

 

2. KvŊtnat§ smŊs vyġġ²ho vzrŢstu obsahuje 9 druhŢ trav (Brachypodium pinnatum 3x,  Briza 

media, Bromus erectus, Cynosurus cristatus, Koeleria pyramidata, Trisetum flavescens), 4  

jeteloviny  (Astragalus cicer, Medicago sativa, Onobrychis viciifolia, Securigera varia)  a 12 

druhŢ  bylin (Achillea ptarmica, Anchusa officinalis, Artemisia absinthium, Betonica 

officinalis, Carum carvi, Cichorium intybus, Echinops sphaerocephalus, Galium album, Galim 

verum, Hypericum perforatum, Sanguisorba officinalis, Scabiosa ochroleuca). 

 

3. KvŊtnat§ smŊs do sucha zahrnuje 15 z§stupcŢ trav (Agrostis capillaris, Bothriochloa 

ischaemum, Bromus erectus, Festuca filiformis, Festuca pallens, Festuca rupicola 3x, Festuca 

valesiaca, Helictochloa pratensis, Melica transsilvanica, Phleum bertolonphiii, Poa 

compressa, Stipa capillata), 5 druhŢ jetelovin (Anthyllis vulneraria, Lotus corniculatus, 

Medicago lupulina, Trifolium incarnatum, Trifolium repens) a 10 bylin (Achillea millefolium, 

Cichorium intybus, Dianthus carthusianorum, Plantago lanceolata, Plantago media, Potentilla 

argentea Ranunculus bulbosus, Sanquisorba minor, Thymus pulegioides, Tragopogon 

pratensis). 

 

Vybran® smŊsi byly hodnoceny na tramvajovĨch toļn§ch v Praze na dvou lokalit§ch: S²dliġtŊ 

řepy a SpoŚilov. FytopatologickĨ monitoring plodin byl proveden na konci ļervence, v obdob² 
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vysok® prevalence hlavn²ch patogenŢ. Na pozemc²ch byl vizu§lnŊ hodnocen stav porostŢ. 

Rostliny s pŚ²znaky poġkozen² (povlak, skvrny na listech nebo stonc²ch, zmŊna barvy, vadnut² 

atd.) byly vybr§ny pro dalġ² laboratorn² analĨzu. 

FytopatologickĨ rozbor rostlin s pŚ²znaky poġkozen² byl proveden v laboratoŚi tĨmu Genetika 

a ġlechtitelsk® metody ve VĨzkumn®m ¼stavu rostlinn® vĨroby, v.v.i.  v Praze - RuzynŊ. 

Ļ§sti vybranĨch rostlin s pŚ²znaky poġkozen² byly um²stŊny do steriln²ch plastovĨch Petriho 

misek na bramborovo-dextr·zovĨ agar (PDA) s pŚ²davkem antibiotika Gentamicin. Experiment 

byl tak® duplikov§n ve vlhk® komoŚe ve sklenŊnĨch Petriho misk§ch. 

Nejprve byly ļ§sti rostlin sterilizov§ny v 1% roztoku SAVO s pŚ²davkem Twin 20 po dobu 3 

minut. Po sterilizaci byly ļ§sti rostlin 3x promyty ve steriln² vodŊ a vysuġeny na steriln²m 

pap²ru. 

Inkubace byla prov§dŊna po dobu 10 dnŢ pod UV lampou s reģimem 14/10 pŚi teplotŊ 20ÁC. 

Fytopatogeny byly identifikov§ny pomoc² binokul§ru Olympus BX41 a mikroskopu Olympus 

SZ61 na z§kladŊ morfologickĨch charakteristik koloni² na PDA, pŚ²tomnosti a charakteristiky 

plodnic, strukturn²ch a barevnĨch znakŢ konidioforŢ a konidi² hub. 

VĨsledky  

FytopatologickĨ monitoring pokusnĨch ploch, kde byly vysety vybran® smŊsi uk§zal, ģe 

koncem ļervence byly rostliny v dobr® kondici. U vŊtġiny smŊs² nebylo pŚi vizu§ln² kontrole 

zjiġtŊno ģ§dn® vĨznamn® poġkozen². 

Na tramvajov® zast§vce S²dliġtŊ řepy bylo pomŊrnŊ vysok® napaden² Trifolium incarnatum a 

Trifolium pratense padl²m Erysiphe trifolii. Toto onemocnŊn² se projevuje v podobŊ b²l®ho 

pavuļinov®ho povlaku na horn² i spodn² ļ§sti listu. Ġkodlivost choroby spoļ²v§ v poklesu 

asimilaļn²ho povrchu listŢ, poklesu turgoru a pŚedļasn®m odum²r§n², napaden® listy zasychaj² 

a drol² se. VĨvoj onemocnŊn² je pozorov§n ve druh® polovinŊ l®ta, kter® je doprov§zeno 

vĨraznĨmi teplotn²mi rozd²ly, vlhkĨmi a suchĨmi obdob²mi. 

Na ostatn²ch rostlin§ch nebyly pozorov§ny ģ§dn® vĨrazn® vizu§ln² projevy chorob jak na 

lokalitŊ S²dliġtŊ řepy, tak na lokalitŊ SpoŚilov. U nŊkterĨch druhŢ byly na listech a stonc²ch 

nalezeny mal® skvrny. NejļastŊji se objevily na jetelovin§ch (Trifolium repens, Trifolium 

incarnatum, Trifolium pratense, Onobrychis viciifolia, Securigera varia, Medicago sativa, 

Medicago falcata, Medicago lupulina, Lotus corniculatus) jako skvrny na listech a stonc²ch. 

FytopatologickĨm rozborem bylo zjiġtŊno, ģe houby rodu Fusarium byly pŚ²tomny na vġech 

druz²ch rostlin t®to skupiny. PŚ²tomnost hub tohoto rodu za pŚ²znivĨch podm²nek pŚisp²v§ k 

syst®mov®mu poġkozen² rostlin, ucp§n² c®vn²ho syst®mu, hnilobŊ koŚenŢ a vadnut². Rozvoj 

choroby usnadŔuj² zahuġtŊn® porosty, rozd²ly v suchĨch a vlhkĨch obdob²ch (Markov, 2017). 

Skvrnitost listŢ trav byla zpŢsobena vĨvojem patogenŢ z rodŢ Colletotrichum, Ascochyta, 

Volutella, Cymadothea. Na Trifolium sp. byly zjiġtŊny Colletotrichum trifolii Bain, pŢvodce 

antrakn·zy, Cymadothea trifolii a Sphaeria trifolii, pŢvodce ļern® skvrnitosti listŢ. Druhy 

Medicago byly postiģeny pl²sn² Ascochita - Ascochita boltshauseri, antrakn·zou - 

Colletotrichum trifolii a Volutella sp. PŢvodce antrakn·zy Colletotrichum lupini byl nalezen na 

Onobrichus viciifolia a Cymadothea trifolii, ļern§ skvrnitost listŢ (Sphaeria trifolii) byla 

nalezena na Lotus corniculatus. 

Na trav§ch byly bŊhem analĨzy pozorov§ny houby z rodu Fusarium sp., vļetnŊ Fusarim  

sporotrichioides, komplex druhŢ Alternaria a Nigrospora. 

Analyzov§ni byli i dalġ² z§stupci dvoudŊloģnĨch. Na Plantago lanceolata byl zaznamen§n 

vĨvoj patogenu Septoria medicaginis, Phomorsis subordinaria, antrakn·za Colletotrichum sp. 

a Fusarium sp. Na Cichorium intybus byly pŚ²tomny druhy rodu Fusarium a Alternaria. 

Achillea millefolium byla napadena Phomopsis achilleae, d§le houbami rodŢ Alternaria a 

Fusarium. 
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PŚi prov§dŊn² fytopatologick®ho rozboru byl kromŊ patogenn²ch druhŢ identifikov§n vĨznamnĨ 

poļet saprofytickĨch hub, kter® nepŚedstavuj² nebezpeļ² pro rostliny. Jde o z§stupce rodŢ 

Cladosporium, Myrothecium, Acremoniella, Trichoderma, Epicoccum, Stemphyllium, 

Pithomyces, Torula, Mucor, Gliocladium, Trichotecium. Tyto druhy se ļasto pod²lej² na 

rozkladu rostlinnĨch zbytkŢ v pŢdŊ. NŊkter® z nich vġak mohou za pŚ²znivĨch podm²nek 

zpŢsobit i poġkozen² oslabenĨch rostlin. 

Na z§kladŊ z²skanĨch vĨsledkŢ mŢģeme pozorovat ġirokou ġk§lu jak patogenn²ch, tak 

saprofytickĨch druhŢ hub. Nebylo pozorov§no vĨraznŊjġ² poġkozen² vybranĨch smŊs² rostlin 

rŢznĨmi chorobami, coģ svŊdļ² o pŚ²znivĨch podm²nk§ch pro jejich rŢst na stanoviġti. Druhy 

zjiġtŊn® v prŢbŊhu fytopatologick®ho rozboru za pŚ²znivĨch podm²nek pro svŢj rŢst mohou 

zhorġit stav tr§vn²ku, zpŢsobit poġkozen² rostlin, zasych§n² a zhorġov§n² jejich vzhledu. 

Vybran® smŊsi jsou nen§roļn® v mŊstsk®m prostŚed², nevyģaduj² dalġ² z§livku a maj² dobrĨ 

vzhled a schopnost pŚeģit².  

 

Z§vŊr 

S ohledem na klimatick® zmŊny je tŚeba ekologizovat zhorġuj²c² se podm²nky ģivota v 

aglomerac²ch a vyuģ²t dom§c²ch genofondŢ se ġirokou ekologickou amplitudou. VĨsev travn²ch 

smŊs² v mŊstsk®m prostŚed², zejm®na v bl²zkosti tramvajovĨch trat², zlepġuje mikroklima, ļist² 

vzduch, pohlcuje z nŊj ġkodliv® vĨpary a prachov® ļ§stice a pohlcuje hluk. 

V dŢsledku monitoringu bylo zjiġtŊno, ģe na tr§v§ch v mŊstsk®m prostŚed² Prahy byly nalezeny 

patogeny z rodŢ Fusarium, Alternaria a Nigrospora. Na rostlin§ch ļeledi Fabaceae byly 

zjiġtŊny rody Erysiphe, Colletotrichum, Fusarium, Ascochyta, Volutela, Alternaria. Dalġ² druhy 

dvoudŊloģnĨch - Achillea, Plantago, Cichorium byly napadeny houbami z rodŢ Septoria, 

Phomopsis, Alternaria, Fusarium a Colletotrichum. U druhŢ rodu Trifolium bylo pozorov§no 

znaļn® poġkozen² padl²m Erysiphe trifolii, kter® nepŚ²znivŊ ovlivŔuje vzhled tr§vn²ku. 

Tab. 1. VĨsledky fytopatologick® analĨzy rostlin, lokalita řepy 

Rostliny  ZjiġtŊn® druhy hub 

Patogenn² houby  Saprofytick® houby 

1.KvŊtnat§ smŊs niģġ²ho vzrŢstu 

Jetel inkarn§t 

Trifolium 

incarnatum 

jetel luļn² 

Trifolium pratense 

Colletotrichum trifolii  

Fusarium sp.  

Alternaria sp. 

Cladosporium herbarum  

Myrothecium sp.  

Acremoniella atra  

Trichoderma sp. 

2. KvŊtnat§ smŊs vyġġ²ho vzrŢstu 

Ļiļorka pestr§ 

Securigera varia 

Alternaria sp.  

Fusarium sp.  

Stemphyllium sp. 

Myrothecium,  

Epicoccum nigrum  

Trichoderma sp.  

Tolice vojtŊġka 

Medicago sativa 

Ascochita boltshauseri  

Alternaria sp.  

Fusarium spp.  

Stemphyllium sp. 

Epicoccum nigrum 

Pithomyces chartarum  

Trichoderma sp. 

Tr§vy Fusarium sp.  

Nigrospora sp. 

Acremonium sp.  

Myrothecium sp. 

Cladosporium herbarum  

Stemphillium sp. 

Alternaria spp. 

Viļenec ligrus Alternaria spp.,  Torula herbarum  
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Onobrichus 

viciifolia 

Fusarium spp.,  

Colletotrichum lupini  

Mucor sp. 

Acremoniella atra 

Myrothecium sp. 

Trichoderma sp. 

Tolice srpovit§ 

Medicago falcata  

Alternaria sp.,  

Colletotrichum trifolii  

Fusarium spp.  

Stemphyllium sp. 

Mucor sp. 

3. KvŊtnat§ smŊs do sucha 

Tr§vy Alternaria sp.  
Fusarium sp. 

Cladosporium herbarum 

Myrothecium sp. 

Tolice dŊtelov§ 

Medicago lupulina 

Volutella colletotrichoides 

Alternaria sp.  

Fusarium sp.  

Ascochita medicaginicola 

Trichoderma sp. 

řebŚ²ļek obecnĨ 

Achillea millefolium 

Alternaria sp. 

Fusarium sp.  

Phomopsis achilleae  

Trichoderma sp. 

Mucor sp.  

Nigrospora sp. 

Jitrocel kopinatĨ  

Plantago lanceolata 

Alternaria sp.  

Septoria medicaginis  

Cladosporium herbarum 

Stemphillium sp. 

Jetel plazivĨ 

Trifolium repens  

Colletotrichum trifolii,  

Alternaria sp. 

Fusarium sp. 

Myrothecium sp. 

Cladosporium herbarum 

Ļekanka obecn§ 

Cichorium intybus 

Alternaria sp. 

Fusarium sp. 

Trichoderma sp. 

Ġt²rovn²k rŢģkatĨ 

Lotus corniculatus 

Cymadothea trifolii (Sphaeria 

trifolii)   

Alternaria sp.  

Stemphyllium sp.  

Myrothecium sp. 

Cladosporium herbarum 

Gliocladium sp. 

 

Tab. 2. VĨsledky fytopatologick® analĨzy rostlin, lokalita SpoŚilov 

Rostliny ZjiġtŊn® druhy hub 

Patogenn² houby  Saprofytick® houby 

1. KvŊtnat§ smŊs niģġ²ho vzrŢstu 

Jetel inkarn§t 

Trifolium incarnatum 

Jetel luļn² 

Trifolium pratense 

Fusarium sp.  

Alternaria sp.  

Botrytis cinerea  

Stemphyllium sp. 

Epicoccum nigrum  

Acremoniella atra 

Myrothecium sp. 

Cladosporium herbarum 

2. KvŊtnata smes vyġġ²ho vzrŢstu 

Viļenec ligrus 

Onobrychis viciifolia 

Alternaria sp.  

Fusarium sp.  

Bipolaris sorokiniana 

Stemphyllium sp.  

Cladosporium herbarum 

Epicoccum nigrum  

Myrothecium sp. 

Acremoniella atra  

Mucor sp. 

Pithomyces chartarum  

Ļekanka obecn§ 

Cichorium intybus 

Alternaria sp.  

Fusarium sp.  

Cladosporium herbarum  

Epicoccum nigrum 

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwiAsvuXx9_5AhXbIMUKHSYBDUQQFnoECAwQAQ&url=https%3A%2F%2Fbotany.cz%2Fcs%2Fmedicago-falcata%2F&usg=AOvVaw0r7morjhfryvyb2KRIH3TY
http://www.indexfungorum.org/names/NamesRecord.asp?RecordID=293701
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Aureobasidium pullulans  

Trichotecium roseum  

3. Kvetnat§ smŊs do sucha 

Jetel plazivĨ 

Trifolium repens 

Alternaria sp.  

Fusarium sp.  

Cymadothea trifolii (Sphaeria 

trifolii )  

Cladosporium herbarum  

Epicoccum nigrum 

Jitrocel kopinatĨ  

Plantago lanceolata 

Alternaria sp. 

Phomopsis subordinaria  

Fusarium sp.  

Colletotrichum sp. 

Cladosporium herbarum 

Myrothecium sp. 

Stemphillium sp. 

Mucor sp. 
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Colletotrichum trifolii      Nigrospora  

                     
Volutella sp. 

 

            
Epicoccum nigrum                     Myrothecium        Stemphillium  

 

                    
Cymadothea trifolii            Pithomyces chartarum  

(Sphaeria trifolii) 
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Laboratorn² ¼ļinnost komponent silic na bakterie Pectobacterium 

carotovorum subsp. carotovorum a Dickeya solani 

Laboratory efficacy of essential oil components against Pectobacterium 

carotovorum subsp. carotovorum and Dickeya solani  

V²chov§ J.1, J²lkov§ B.1, PokornĨ R.1, Holkov§ L.1, Kmoch M.2 

1Mendelova univerzita v BrnŊ 
2VĨzkumnĨ ¼stav brambor§ŚskĨ Havl²ļkŢv Brod, s.r.o. 

 

Abstrakt  

V laboratorn²ch podm²nk§ch byla testov§na ¼ļinnost vybranĨch komponent silic (carvacrol, 

cinnamaldehyd, menthon, thymol pŚ²rodn² a thymol syntetickĨ) vŢļi bakteri²m Pectobacterium 

carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) a Dickeya solani (Ds). Byla stanovena minim§ln² 

inhibiļn² koncentrace (MIC) a minim§ln² baktericidn² koncentrace (MBC) komponent a d§le 

byl testov§n ¼ļinek komponentu cinnamaldehyd na bakterii Pcc na disc²ch hl²z bramboru.  

U vġech vybranĨch komponent silic byly prok§z§ny antibakteri§ln² ¼ļinky. Bylo zjiġtŊno, ģe na 

bakterie Pcc i Ds byl nej¼ļinnŊjġ² komponent silice cinnamaldehyd ï MIC < 0,5 ɛl/ml a MBC 

1,5 ɛl/ml pro Pcc a 2,5 ɛl/ml pro Ds. Disky hl²z oġetŚen® cinnamaldehydem o koncentraci MIC 

byly po 24 h od inokulace bez zn§mek napaden² Pcc, nicm®nŊ po 48 a 72 h byly jiģ mŊŚiteln® 

skvrny mokr® hniloby. 

Kl²ļov§ slova: biologick§ ochrana, MIC, MBC, pektinolytick® bakterie, Solanum tuberosum 

 

Abstract  

The efficacy of selected essential oil components (carvacrol, cinnamaldehyde, menthone, 

natural thymol and synthetic thymol) against the bacteria Pectobacterium carotovorum subsp. 

carotovorum (Pcc) and Dickeya solani (Ds) was tested in laboratory conditions. The minimum 

inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of the 

components were determined, and the effect of the cinnamaldehyde component on Pcc bacteria 

on potato tuber discs was further tested. All selected components of essential oils were shown 

to have antibacterial effects. It was found that the most effective essential oil component was 

cinnamaldehyde on both Pcc and Ds ï MIC < 0.5 ɛl/ml and MBC 1.5 ɛl/ml for Pcc and 2.5 

ɛl/ml for Ds. Tuber discs treated with MIC concentration of cinnamaldehyde were free of Pcc 

infection after 24 h, however, after 48 and 72 h, soft rot spots were already measurable. 

Keywords: biological control, MIC, MBC, pectinolytic bacteria, Solanum tuberosum 

 

Đvod 

Bakterie rodu Pectobacterium a Dickeya patŚ² k pektinolytickĨm prokaryotn²m organismŢm, 

kter® v porostu bramboru zpŢsobuj² chorobu bakteri§ln² ļern§n² stonku a mŊkkou hnilobu hl²z, 

ļ²mģ vĨraznŊ zhorġuj² kvalitu hl²z bramboru, vĨznamnŊ redukuj² vĨnos a skladovatelnost 

(KŢdela et al., 2002). Typick® pŚ²znaky se objevuj² na b§zi stonkŢ, kter® nad povrchem pŢdy 

ļernaj². Hniloba na hl²z§ch se mŢģe projevit ihned v pŢdŊ, kr§tce po sklizni, nebo aģ v prŢbŊhu 

skladov§n² (Vok§l, 2013). N§slednĨ rozklad hl²z je vŊtġinou doprov§zenĨ silnĨm z§pachem 

(Hausvater a Doleģal, 2014). Bakterie pŚeģ²vaj² a ġ²Ś² se napadenou nebo kontaminovanou 

sadbou, proto je proti bakteri§ln²m patogenŢm velmi dŢleģit§ ochrana hl²z bramboru moŚen²m. 

Jelikoģ v souļasn® dobŊ nejsou povoleny ģ§dn® pŚ²pravky na moŚen² hl²z proti bakteri§ln²m 

patogenŢm, zamŊŚuje se pozornost na studium antagonistick® aktivity bakteri§ln²ch a 

houbovĨch organismŢ (Abd El Khair et al., 2021), nebo na vyuģit² silic z rŢznĨch druhŢ rostlin 

nebo jejich jednotlivĨch purifikovanĨch sloģek (Hajian-Maleki et al., 2021).  
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 Cinnamaldehyd, carvacrol, menthon, thymol pŚ²rodn² a syntetickĨ se jev² jako perspektivn² pro 

moŚen² hl²z bramboru. RovnŊģ silice ze skoŚice m§ silnĨ baktericidn² ¼ļinek (Boģik et al., 

2017b; Bravo Cadena et al., 2018). V silici dobromyslu je thymol obsaģen 27 % (Bakkali et al., 

2007), obsah carvacrolu se uv§d² v rozmez² 30ï67 % (Bakkali et al., 2007, Boģik et al., 2017a). 

Dle Hussain et al. (2011) obsah thymolu, jako hlavn² komponent silice tymi§nu je 54 %. 

Komponent menthon je obsaģen napŚ²klad v silici m§ty peprn® a cinnamaldehyd je hlavn² 

komponent (63 %) silice skoŚicovn²ku cejlonsk®ho (Barceloux, 2009).  

C²lem naġ² studie bylo v laboratorn²ch podm²nk§ch stanovit ¼ļinnost vybranĨch komponentŢ 

silic proti pektinolytickĨm bakteri²m Pcc a Ds.   

 

Materi§l a metody 

Metodika hodnocen² ¼ļinnosti silic a jejich komponentŢ byla pŚevzata od Hajian-Maleki et al. 

(2021) a EUCAST (2003) a vĨznamnŊ modifikov§na dle testovac²ch podm²nek. 

Kultivace bakteri² a pŚ²prava inokula 

Do testŢ hodnocen² ¼ļinnosti proti bakteri²m zpŢsobuj²c² mŊkk® hniloby bylo vybr§no pŊt 

komponent silic: cinnamaldehyd, carvacrol, menthon, thymol pŚ²rodn² a syntetickĨ a jako 

kontrola byla pouģita silice ze skoŚice, kter§ slouģ² jako standard v naġich pokusech (J²lkov§ et 

al., 2021).  

V testech byly pouģity sb²rkov® kmeny z VĐRV Praha-RuzynŊ Pectobacterium carotovorum 

subsp. carotovorum (Pcc), kmen CPPB 56 a Dickeya solani (Ds), kmen CPPB 200, kterĨ je ve 

sb²rce uloģen pod starġ²m n§zvem Dickeya dianthicola. Oba kmeny byly vyizolovan® 

z napadenĨch hl²z bramboru. Pro zajiġtŊn² optim§ln²ho rŢstu byly kmeny Pcc a Ds kultivov§ny 

na King B m®diu pŚi teplotŊ 28 ÁC pro Pcc a pro Ds pŚi teplotŊ 32 ÁC po dobu 48 h. Pot® byla 

v Mueller Hinton Broth (MHB) (HiMedia Lab.) pŚipravena bakteri§ln² suspenze jednotlivĨch 

kmenŢ o koncentraci 1,5.108 CFU/ml, coģ odpov²d§ 0,5 McFarlandovy z§kalov® stupnice.  

Hodnocen² MIC 

Roztoky komponent silic (M&H M²ļa a Haraġta s.r.o., Sigma-Aldrich) byly pŚipraveny 1,1x 

koncentrovanŊjġ² z dŢvodu n§sledn®ho pŚid§n² inokula. Komponenty silic byly ŚedŊny 96% 

ethanolem s pŚid§n²m Tween 20, ļ²mģ byla pŚipravena z§kladn² koncentrace 100 ɛl/ml. Dalġ² 

koncentrace (75, 50, 25, 10, 5, 3, 2,5, 1,5 a 0,5 ɛl/ml) byly pŚipraveny ze z§kladn²ho ŚedŊn² 

pŚid§n²m MHB a Tween 20. Vzhledem k tŊkavosti komponent silic bylo zvoleno testov§n² v 

0,2 ml mikrozkumavk§ch, do kterĨch bylo pipetov§no 135 ɛl roztoku pŚ²rodn² l§tky v danĨch 

koncentrac²ch a 15 ɛl inokula. Destiļka s mikrozkumavkami byla zabalena do folie a 

inkubov§na 24 h pŚi teplotŊ 28 ÁC pro Pcc a pŚi teplotŊ 32 ÁC pro Ds s nepŚetrģitĨm tŚep§n²m 

pŚi rychlosti 100 rpm. Testov§n² prob²halo ve ļtyŚech opakov§n²ch, s kontrolou rŢstu bakterie, 

kontrolou ļistoty m®dia, kontrolou ļistoty komponentu silice v dan® koncentraci bez inokula a 

standardem silice ze skoŚice.  

PŚi hodnocen² MIC byl nejprve z mikrozkumavek odebr§n potŚebnĨ objem pro hodnocen² 

MBC. Do zbyl®ho objemu jednotlivĨch vzorkŢ bylo pipetov§no 15 ɛl 0,01% roztoku barviva 

resazurinu, jehoģ zmŊna zabarven² v roztoku slouģila jako indik§tor ģivĨch bakteri§ln²ch bunŊk. 

Vzorky byly opŊt zabaleny do folie a inkubov§ny dalġ² 2 h pŚi teplotŊ 28 ÁC s nepŚetrģitĨm 

tŚep§n²m pŚi rychlosti 120 rpm. Pot® byly hodnoceny barevn® zmŊny vzorkŢ oproti kontrol§m. 

Fialov® aģ rŢģov® zbarven² testovan®ho vzorku znamenalo pŚ²tomnost ģivĨch bakteri², modr® 

zbarven² znamenalo pŚ²tomnost mrtvĨch bakteri². Posledn² koncentrace, u kter® bylo zjiġtŊno 

modr® zabarven², byla hodnocena jako MIC.  

Hodnocen² MBC 

Ze vzorkŢ pŚipravenĨch pro MIC (viz vĨġe) byl odebr§n objem 10 ɛl, kterĨ byl pipetov§n na 

plotny s Mueller Hinton Agar (HiMedia Lab.). Inkubace prob²hala pŚi teplotŊ 28 ÁC pro Pcc a 

pŚi teplotŊ 32 ÁC pro Ds dalġ²ch 24 h. Prvn² koncentrace, u kter® nebyl zjiġtŊn rŢst bakteri², byla 

hodnocena jako MBC.  
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Hodnocen² ¼ļinnosti silice a komponentu na disc²ch hl²z bramboru 

Na disc²ch hl²z bramboru odrŢdy ËRed AnnaË o tlouġŠce 1 cm byl testov§n ¼ļinek komponentu 

cinnamaldehyd na bakterii Pcc. Metodika byla pŚevzata a upravena od Jiang et al. (2021). 

Koncentraļn² Śada byla zvolena MIC, İ MIC, ı MIC. Testov§n² prob²halo v pŊti opakov§n²ch, 

s kontrolou inokula bez silice, kontrolou steriln² destilovan® vody a kontrolou silice ze skoŚice 

v dan® koncentraļn² ŚadŊ. Roztoky a inokulum byly pŚipraveny a pipetov§ny do 

mikrozkumavek obdobnŊ jako pro test MIC. Mikrozkumavky byly inkubov§ny na tŚepaļce 

(150 rpm) po dobu 1 h pŚi teplotŊ 28 ÁC. Pot® byly pipetov§ny 2 Õl vzorku do stŚedu kaģd®ho 

disku. Disky byly um²stŊny do Petriho misek na navlhļenĨ steriln² filtraļn² pap²r. Inkubace 

prob²hala pŚi teplotŊ 28 ÁC a oblast skvrny onemocnŊn² byla mŊŚena po 24, 48, 72 h.  

 

VĨsledky  

Minim§ln² inhibiļn² koncentrace (MIC) a Minim§ln² baktericidn² koncentrace (MBC) 

Laboratorn²mi testy byl prok§z§n antibakteri§ln² ¼ļinek vġech vybranĨch komponent silic na 

bakterie Pcc a Ds. U obou bakteri² bylo MIC dosaģeno vģdy pŚi niģġ²ch hodnot§ch (Tab. 1) neģ 

byly hodnoty MBC (Tab. 2). MBC byla tedy uk§z§na schopnost bakteri² ļ§steļnŊ se 

zregenerovat z ¼ļinkŢ komponent silic po pŚenosu na ģivnou pŢdu ide§ln² k jejich rŢstu. 

Nejniģġ² hodnota MIC (< 0,5 Õl/ml) byla zjiġtŊna u cinnamaldehydu, a to shodnŊ u obou bakteri² 

(Tab. 1, Obr. 1), naopak nejvyġġ² hodnota MIC byla odeļtena u carvacrolu (5 Õl/ml)  pro Pcc a 

u menthonu (10 Õl/ml) pro Ds (Obr. 2). 

 

Tabulka 1 Hodnoty Minim§ln² inhibiļn² koncentrace komponentŢ silic na bakterie 

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum a Dickeya solani 

 Pectobacterium 

carotovorum 

Dickeya solani 

Komponent silice MIC (Õl/ml) MIC (Õl/ml) 

carvacrol 5 2,5 

cinnamaldehyd < 0,5 < 0,5 

menthon 2,5 10 

thymol pŚ²rodn²  3 2,5 

thymol syntetickĨ 2,5 2,5 

silice ze skoŚice ï kontrola < 0,5 < 0,5 

 

Hodnoty MBC (Tab. 2) byly u obou bakteri² nejniģġ² opŊt u komponentu cinnamaldehyd (Pcc 

1,5 Õl/ml a Ds 2,5 Õl/ml). Pro Pcc byla zjiġtŊna nejvyġġ² MBC u dvou komponent carvacrol a 

menthon, zat²mco pro Ds byla nejvyġġ² MBC pŚi koncentraci 25 Õl/ml. 

 

Tabulka 2 Hodnoty Minim§ln² baktericidn² koncentrace komponentŢ silic na bakterie 

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum a Dickeya solani 

 Pectobacterium 

carotovorum 

Dickeya solani 

Komponent silice MBC (Õl/ml) MBC (Õl/ml) 

carvacrol 10 10 

cinnamaldehyd 1,5 2,5 

menthon 10 25 

thymol pŚ²rodn²  5 5 

thymol syntetickĨ 3 5 

silice ze skoŚice ï kontrola 2,5 1,5 
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Obr§zek 1 Stanoven² MIC pro komponent  

cinnamaldehyd 
Pozn.: vlevo MIC pro Pectobacterium carotovorum  

subsp. carotovorum; vpravo MIC pro Dickeya solani; 

IN ï kontrola inokulum; KO ï kontrola m®dium;  

KK ï kontrola komponentu bez inokula 

 

Obr§zek 2 Stanoven² MIC pro komponent  

menthon 
Pozn.: vlevo MIC pro Pectobacterium carotovorum  

subsp. carotovorum; vpravo MIC pro Dickeya solani; 

IN ï kontrola inokulum; KO ï kontrola m®dium;  

KK ï kontrola komponentu bez inokula 

 

Hodnocen² ¼ļinnosti silice a komponentu na disc²ch hl²z bramboru 

Komponent cinnamaldehyd prok§zal i na disc²ch z hl²z bramboru ¼ļinky na bakterii Pcc (Graf 

1). U diskŢ, kde byla testov§na MIC, nebyly zjiġtŊny po 24 h ģ§dn® pŚ²znaky napaden² 

patogenem, po 48 h byla prŢmŊrn§ plocha skvrn 6,6 mm2 a po 72 h bylo dosaģeno hodnoty 17,3 

mm2. PŚi porovn§n² hodnot komponentu cinnamaldehyd s kontrolou silice ze skoŚice bylo 

zŚejm®, ģe silice ze skoŚice mŊla silnŊjġ² ¼ļinnost na Pcc. Disky s testovanou MIC silice ze 

skoŚice byly ve vġech sledovanĨch ļasovĨch intervalech bez zn§mek napaden² a tato ¼ļinnost 

byl zachov§n jeġtŊ mŊs²c po inokulaci. 

 

Graf 1 Hodnocen² ¼ļinnosti komponentu cinnameldehyd na bakterii Pectobacterium 

carotovorum subsp. carotovorum na disc²ch hl²z bramboru 

 
Pozn.: ļasovĨ interval 24, 48 a 72 h od inokulace patogenem 

 

 

Diskuze 

Nejniģġ² hodnoty jak u minim§ln² inhibiļn², tak i u minim§ln² baktericidn² koncentrace byly 

stanoveny u komponentu cinnamaldehyd (hlavn² sloģka skoŚice). Komponent dos§hl stejn® 

¼ļinnosti jako silice skoŚicovn²ku cejlonsk®ho, kter§ m§ siln® antimikrobi§ln² ¼ļinky a v naġich 
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testech ji pouģ²v§me jako kontrolu (J²lkov§ et al., 2021). PomŊrnŊ n²zk® hodnoty vykazoval i 

thymol pŚ²rodn² i syntetickĨ. Carvacrol mŊl srovnateln® hodnoty pouze v MIC u bakterie Ds, 

v ostatn²ch pŚ²padech dosahoval vyġġ²ch hodnot. Carvacrol a thymol jsou v literatuŚe uv§dŊny 

jako komponenty se silnĨm antimikrobi§ln²m ¼ļinkem obsaģen® v silic²ch dobromysli obecn® 

(Origanum vulgare) a tymi§nu obecn®m (Thymus vulgaris). Carvacrol, jako hlavn² komponent 

v silici tymi§nu (45 %) a oreganu (60 aģ 74 %), je zn§mĨ pro svou antibakteri§ln² aktivitu proti 

ġirok®mu spektru grampozitivn²ch a gramnegativn²ch bakteri² (Raveau et al., 2020). Didry et 

al. (1994) popisuje synergick® pŢsoben² carvacrolu a thymolu, tak® Boģik et al. (2017b) a 

J²lkov§ et al., (2021) potvrzuj² niģġ² ¼ļinnost samostatnĨch komponentŢ carvacrolu a thymolu 

neģ mŊla silice z dobromysli. Podobn® vĨsledky jsme zaznamenali i pŚi hodnocen² pŢsoben² 

silice skoŚice a jej²ho komponentu na Pcc na bramborovĨch disc²ch. Stoprocentn² ¼ļinnost na 

Pcc vykazovala silice ze skoŚice a zachovala si ji po dobu jednoho mŊs²ce, kdeģto jej² hlavn² 

komponent cinnamaldehyd ji jiģ po jednom dnu ļ§steļnŊ ztr§cel. 

 

Z§vŊr 

Vġechny vybran® komponenty silic prok§zaly antibakteri§ln² ¼ļinek na vybran® pektinolytick® 

bakterie, kter® zpŢsobuj² vĨznamn® onemocnŊn² rostlin a hl²z bramboru. Vzhledem k tomu, ģe 

nen² registrov§n ģ§dnĨ preventivn² ļi kurativn² pŚ²pravek, kterĨ by mohl toto onemocnŊn² 

¼ļinnŊ regulovat na hl²z§ch ve skladovac²ch prostor§ch, je vhodn® hledat l§tky na b§zi 

pŚ²rodn²ch komponent, kter® by se mohly vyuģ²t k ochranŊ nejen v konvenļn²m, ale i 

ekologick®m zemŊdŊlstv². Jako vhodn® do dalġ²ch testŢ lze doporuļit komponenty 

cinnamaldehyd, kterĨ je hlavn² sloģkou silice ze skoŚice, a thymol ve formŊ syntetick® a 

pŚ²rodn². Tyto komponenty prok§zaly nejvĨznamnŊjġ² antibakteri§ln² ¼ļinky.  
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Đļinnost vybranĨch esenci§ln²ch olejŢ na Helminthosporium solani 

zpŢsobuj²c² stŚ²bŚitost slupky bramboru 

The efficiency of selected essential oils on Helminthosporium solani  

causing potato silver scurf 

Kmoch M.1, Doleģalov§ M.1, J²lkov§ B.2, V²chov§ J.2 

1VĨzkumnĨ ¼stav brambor§ŚskĨ Havl²ļkŢv Brod, s.r.o. 
2Mendelova univerzita v BrnŊ 

 

Abstrakt  

StŚ²bŚitost slupky bramboru, zpŢsoben§ houbou Helminthosporium solani Durieu & Mont., 

(1849), je v posledn²ch letech dŢleģit§ skl§dkov§ choroba bramboru (Solanum tuberosum L.) 

sniģuj²c² pŚedevġ²m trģn² hodnotu hl²z. Kontrola onemocnŊn² pomoc² fungicidŢ zŢst§v§ obt²ģn§. 

Ekologickou alternativou je vyuģit² esenci§ln²ch olejŢ (EO). C²lem experimentŢ bylo zjiġtŊn² 

vlivu vybranĨch EO (D-carvone (R)-(+)-limonene, carvacrol, cinamaldehyd, L-linalool, 

eucalyptol, L-menthol) na rŢst H. solani pomoc² in vitro testŢ (diskov§ difuzn² metoda). 

Antifung§ln² aktivita byla stanovena pŚi koncentraci 0ï1600 ppm. Vġechny hodnocen® EO 

mŊly vliv na inhibici rŢstu H. solani. Mezi kontrolou a jednotlivĨmi koncentracemi EO byly 

zjiġtŊny vŊtġinou statisticky vĨznamn® rozd²ly. Antifung§ln² aktivita jednotlivĨch EO se vġak 

liġila. NejsilnŊjġ² vliv na inhibici rŢstu mycelia prok§zal carvacrol a cinamaldehyd, d§le potom 

L-linalool, L-menthol a D-carvone, nejniģġ² naopak limonene a eucalyptol. 

Kl²ļov§ slova: Brambory, skl§dkov® choroby, ekologick§ ochrana.  

 

Abstract 

Potato silver scurf caused by the fungus Helminthosporium solani Durieu & Mont., (1849) has 

been an important storage disease of potato (Solanum tuberosum L.) in recent years, especially 

impairing market value of potato tubers. Disease control using fungicides remains difficult. 

Applying essential oils (EOs) is an ecological control alternative. The goal of the experiments 

was the determination of the effect of selected EOs (D-carvone, (R)-(+)-limonene, carvacrol, 

cinamaldehyde, L-linalool, eucalyptol, L-menthol) on H. solani growth using in vitro assays. 

The antifungal activity was determined by disc diffusion method at a concentration of 0-1600 

ppm. All evaluated EOs had an effect on H. solani inhibition. Between control and individual 

EO concentration statistical significant differences were mostly found. However, the antifungal 

activity of individual EOs differed. The highest effect on mycelial growth inhibition was 

recorded for carvacrol and cinamaldehyde, then for L-linalool, L-menthol and D-carovone, on 

contrary, the lowest effect was found in limonene and eucalyptol. 

Keywords: Potatoes, storage diseases, ecological control. 

  

Đvod 

StŚ²bŚitost slupky bramboru vyvolan§ houbou Helminthosporium solani Durieu & Mont., 

(1849) je choroba peridermu hl²z (Gore, 2017; Jellis & Taylor, 1977; Rodriguez et al., 1996). 

Vzhledem k rostouc² popt§vce po pranĨch hl²z§ch sniģuje pŚedevġ²m trģn² hodnotu hl²z (Cullen 

et al., 2001). NezpŢsobuje ztr§ty na vĨnosech v dobŊ skliznŊ, ale mŢģe sniģovat hmotnost 

skladovanĨch hl²z v dŢsledku zvĨġen® ztr§tŊ vody (Secor & Gudmestad, 1999). Hranolky a 

chipsy vyroben® z napadenĨch hl²z mohou m²t hnŊd® okraje (Holley & Kawchuck, 1996). H. 

solani nenapad§ jin® rostliny neģ brambor (Jellis & Taylor, 1974). Houba vytv§Ś² tmav® 

mycelium, stromata a konidiofory s konidiemi (Barnett & Hunter, 1998). Na infikovanĨch 

hl²z§ch se tvoŚ² hnŊd® aģ ġed® l®ze maj²c² za vlhka charakteristickĨ stŚ²bŚitĨ vzhled. Ļasto se 

shlukuj² na stolonov®m konci hl²zy (Jellis & Taylor, 1977; Rodriguez et al., 1996; Cullen et al., 
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2001). StŚ²brn® zbarven² peridermu je zpŢsobeno ztr§tou pigmentu, prostŚednictv²m vysouġen² 

bunŊk a ukl§d§n²m suberinu (Frazier et al., 1998). Pigmentace hl²z je zcela skryta u kultivarŢ 

brambor s ļervenou slupkou (Jellis & Taylor, 1977; Secor, 1994). L®ze zŢst§vaj² po vytvoŚen² 

na hl²z§ch v pŢdŊ mal®, ale bŊhem skladov§n² se zvŊtġuj² (Merida et al., 1994). K infekci hl²z 

mŢģe doj²t bŊhem vegetaļn²ho obdob² z infikovanĨch sadbovĨch hl²z (Secor & Gudmestad, 

1999) a pŢdn²ho inokula (Firman & Allen, 1995) nebo pŚi skladov§n² (Jellis & Taylor, 1977; 

Rodriguez et al., 1996), kdy za pŚ²znivĨch podm²nek doch§z² ke sporulaci houby ļin²c² hl²zy 

sazovit®. Z§vaģnost onemocnŊn² se vĨraznŊ zvyġuje pŚi dlouhodob®m skladov§n² hl²z (Secor & 

Gudmestad, 1999) v dŢsledku postupnĨch cyklŢ sporulace a infekce (Rodriguez et al., 1996). 

Aļkoliv je H. solani povaģov§n za patogena hl²z, mŢģe pŚezimovat v pŢdŊ jako saprofyt na 

rostlinnĨch zbytc²ch (Jellis & Taylor, 1977; Merida et al., 1994). Z§vaģnost onemocnŊn² lze 

sn²ģit oġetŚen²m sadbovĨch hl²z fungicidy nebo dodrģov§n²m osevn²ho sledu (Kutuzova et al., 

2017). OġetŚen² hl²z fungicidy proti H. solani bŊhem skladov§n² je velmi m§lo ¼ļinn® d²ky 

vzniku rezistence (Tennison, 2000). Intenzivn² a nespr§vn® pouģ²v§n² fungicidŢ vedlo nejen k 

vĨvoji rezistence, ale i k toxickĨm ¼ļinkŢm na nec²lov® organismy a k zvĨġen² kontaminace 

pŢdy (Arcury & Quandt 2003; Huang et al., 2012). Evropsk§ unie prosazuje regulaci pouģ²v§n² 

pesticidŢ (Sempere et al., 2021). Vzhledem k vĨġe popsanĨm skuteļnostem je tŚeba hledat 

alternativn² zpŢsoby ochrany pŚed patogeny (Zubrod et al., 2019). Ekologickou alternativou 

syntetickĨch fungicidŢ jsou silice (esenci§ln² oleje, EO) extrahovan® z aromatickĨch rostlin 

(Bahrami et al., 2016; Sempere et al., 2021). EO jsou kvŢli pŚirozen®mu pŢvodu snadno 

biologicky rozloģiteln® (Pavela, 2016) a ġetrn® k ģivotn²mu prostŚed². Proto mŢģe bĨt pouģit² 

EO ekologickĨm pŚ²stupem v ochranŊ rostlin pŚed patogeny (Colmen et al., 2001). EO jsou 

koncentrovan®, hydrofobn² kapaliny obsahuj²c² tŊkav® aromatick® l§tky (Bakkali et al., 2008; 

Bergman et al., 2019). Slouģ² mj. k obranŊ proti bĨloģravĨm ġkŢdcŢm a k pŚil§k§n² opylovaļŢ 

(Tholl, 2006). O nŊkterĨch je zn§mo, ģe maj² antimikrobi§ln² vlastnosti (Maiti et al, 1985; 

Albuquerque et al., 2006). Z²sk§vaj² se z rŢznĨch ļ§st² rostlin, jako jsou kvŊty, pupeny, semena, 

listy, vŊtve, kŢra, dŚevo, plody a koŚeny (Bergman et al., 2019). NŊkter® EO jsou bŊģnŊ 

obchodovan® na trz²ch. Pouģ²vaj² se pro rŢzn® ¼ļely vļetnŊ tradiļn² medic²ny a aromaterapie 

(Maiti et al, 1985; Albuquerque et al., 2006).   

C²lem pokusŢ bylo vyhodnocen² vlivu vybranĨch esenci§ln²ch olejŢ (D-carvone, (R)-(+)-

limonene, carvacrol, cinamaldehyd, L-linalool, eucalyptol a L-menthol) na rŢst H. solani 

pomoc² in vitro testŢ. 

 

Materi§l a Metody 

Houby H. solani potŚebn® pro pokusy byly izolov§ny z hl²z bramboru s typickĨmi pŚ²znaky 

onemocnŊn² (stŚ²bŚitost slupky hl²z) poch§zej²c²ch z Ļesk® republiky. Patogen byl potom 

identifikov§n pomoc² real-time PCR dle Cullen et al. (2001). 

Antifung§ln² aktivita testovanĨch silic byla stanovena za pouģit² techniky inhibice radi§ln²ho 

rŢstu mycelia (diskov§ difuzn² metoda). Pro pokusy byly vybr§ny ļist® pŚ²rodn² EO: (R)-(+)-

limonene (97 %), D-carvone (Ó96%), carvacrol (99%), cinamaldehyd (Ó95%), L-linalool 

(Ó95%), eucalyptol (Ó 99 %) a L-menthol (Ó 99 %) [Sigma-Aldrich, NŊmecko]. Testovan® EO 

byly ŚedŊny 96% etanolem (100 Õl oleje v 1 ml ethanolu) s n§slednĨm pŚid§n²m p§r kapek 

Tweenu 20 [0,01% (v/v)] k dokonal®mu rozptĨlen² v ģivn®m m®diu. PŚ²sluġnĨ objem 

rozpuġtŊn® silice byl pŚid§n do sterilizovan®ho m®dia (Sabouraud Maltose Agar, SMA) o 

teplotŊ 40ï45ÁC pro z²sk§n² koneļn® koncentrace 0ï1600 ppm. Po dostateļn®m prom²ch§n² 

byly vĨsledn® roztoky SMA okamģitŊ nality do Petriho misek (PM) o prŢmŊru 9 cm (20 

ml/PM). Po ztuhnut² ģivn® pŢdy byl pomoc² korkovrtu vykrojen agarovĨ disk z mlad® kultury 

s inokulem houby (o prŢmŊru 6 mm) a um²stŊn do stŚedu PM, kter® byly n§slednŊ utŊsnŊny 

parafilmem. Od kaģd® varianty koncentrace byly pŚipraveny tŚi opakov§n² a PM byly 

inkubov§ny pŚi 25 Ñ 1 Á C po dobu 14 dnŢ. Potom byl zmŊŚen prŢmŊr koloni² jednotlivĨch 
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variant pokusu (v mm) a byly vypoļ²t§ny parametry inhibice rŢstu mycelia. MGI (inhibice rŢstu 

mycelia) byla vypoļ²t§na pomoc² n§sleduj²c²ho vzorce dle Albuquerque et al. (2006): MGI (%) 

= [(DC - DO)/DC] Ĭ 100 

DC: Radi§ln² rŢst mycelia kontroly (mm) ï prŢmŊr kolonie houby neoġetŚen® EO  

DO: Radi§ln² rŢst mycelia (mm) ï prŢmŊr kolonie houby oġetŚen® EO 

Statistick® vyhodnocen² pokusu bylo provedeno pomoc² analĨzy rozptylu (MS Excel) a Tukey-

HSD testu (Ŭ = 0,05; program STATISTICA 7). 

 

VĨsledky a diskuze 

Pro zjiġtŊn² vlivu vybranĨch rostlinnĨch silic na rŢst houby H. solani byly provedeny 

laboratorn² in vitro pokusy a byla vyhodnocena antifung§ln² aktivita pŚi rŢznĨch koncentrac²ch. 

Z vĨsledkŢ pokusŢ vyplĨv§, ģe vġechny hodnocen® silice prok§zaly antifung§ln² aktivitu (obr. 

1). Mezi kontrolou a jednotlivĨmi koncentracemi silic byly zjiġtŊny vĨznamn® rozd²ly. 

Antifung§ln² aktivita jednotlivĨch EO se vġak vĨznamnŊ liġila (obr. 2). Nejvyġġ² antifung§ln² 

aktivita byla zaznamen§na u carvacrolu (obr. 3) a cinamaldehydu, kter® zpŢsobily jiģ pŚi 

koncentraci 100 ppm inhibici rŢstu mycelia H. solani 100 %, respektive 86,9 %. Carvacrol mŊl 

tedy 100% ¼ļinnost pŚi vġech koncentrac²ch. VĨsledky se shoduj² s pr§cemi jinĨch autorŢ. 

Dobrou antifung§ln² aktivitu carvacrolu publikoval Sempere et al. (2021). Carvacrol je 

monoterpenoidn² fenol s vĨraznou antifung§ln² aktivitou, kterĨ byl izolovanĨ napŚ²klad z 

oregana (Origanum vulgare), major§nky (Origanum majorana) a tymi§nu (Thymus sp.) 

[Vincenzi et al., 2004]. Antimykotickou aktivitu cinamaldehydu popsal ve sv® studii Xie et al. 

(2017). Vynikaj²c² inhibiļn² ¼ļinek cinamaldehydu na houby Rhizoctonia solani a Fusarium 

solani publikoval Lee et al. (2005). Podle Shreaz et al. (2016) inhibuje cinnamaldehyd bakterie, 

kvasinky a vl§knit® houby prostŚednictv²m inhibice ATP§z, biosynt®zy bunŊļn® stŊny a zmŊny 

struktury a integrity membr§ny. Cinnamaldehyd je visk·zn² organick§ fenolick§ slouļenina 

poskytuj²c² charakteristickou chuŠ a vŢni skoŚice. Nach§z² se v kŢŚe skoŚicov®ho stromu a 

dalġ²ch druhŢ rodu Cinnamomum. SkoŚicovĨ olej EO mŢģe obsahovat aģ 90 % cinnamaldehydu 

(Guzman, 2014).  

Đļinnost L-linaloolu, L-mentholu a D-carvonu byla oproti carvacrolu a cinamaldehydu niģġ². 

Antifung§ln² ¼ļinek L-carvonu na H. solani publikoval Gorris et al. (1994).  Hartmans et al. 

(1995) prok§zal inhibiļn² ¼ļinek S-carvonu. Nejniģġ² antifung§ln² aktivita byla zaznamen§na u 

limonenu a eukalyptolu (obr. 4). Ļ§steļnou ¼ļinnost L-mentholu na H. solani zjistila Kutuzova 

et al. (2017). RovnŊģ Colmen et al. (2001) prok§zal vliv L-mentholu obsaģen®ho v Mentha 

piperita na inhibici patogenŢ bramboru. Limonene vykazoval pŚi koncentraci 1600 ppm pouze 

51,1% inhibici. KromŊ limonenu, eucalyptolu a L-linaloolu mŊly vġechny hodnocen® silice 

100% antifung§ln² ¼ļinek jiģ pŚi 400 ppm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



¨ǊƻŘŀ 12/2022, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

144 

 

Obr. 1 PrŢmŊrn§ inhibice rŢstu mycelia H. solani pŚi aplikaci EO o koncentraci  0ï1600 ppm  

 
 

Obr. 2 PrŢmŊrn§ inhibice rŢstu mycelia H. solani pŚi aplikaci EO o koncentraci 100 ppm   
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Obr. 3 Inhibice rŢstu mycelia H. solani pŚi aplikaci carvacrolu o koncentraci 0ï1600 ppm 

 

 
Obr. 4 Inhibice rŢstu mycelia H. solani pŚi aplikaci eucalyptolu o koncentraci 0ï1600 ppm 
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Z§vŊr 

V experimentech in vitro byl pomoc² techniky inhibice radi§ln²ho rŢstu mycelia testov§n vliv 

vybranĨch esenci§ln²ch olejŢ (limonene, D-carvone, carvacrol, cinamaldehyd, L-linalool, 

eucalyptol a L-menthol) pŚi rŢznĨch koncentrac²ch (0ï1600 ppm) na houbu H. solani  

zpŢsobuj²c² stŚ²bŚitost slupky bramboru. Vġechny hodnocen® EO mŊly vliv na inhibici rŢstu H. 

solani. Mezi kontrolou a jednotlivĨmi koncentracemi EO byly zjiġtŊny vŊtġinou statisticky 

vĨznamn® rozd²ly. Antifung§ln² aktivita jednotlivĨch EO se vġak vĨznamnŊ liġila. NejsilnŊjġ² 

vliv na inhibici rŢstu mycelia prok§zal carvacrol a cinamaldehyd. Đļinnost L-linaloolu, L-

mentholu a D-carvonu byla oproti carvacrolu a cinamaldehydu niģġ². Nejniģġ² antifung§ln² 

aktivita byla zaznamen§na u limonenu a eucalyptolu. Đļinnost testovanĨch EO je nutn® jeġtŊ 

ovŊŚit v poloprovozn²ch a provozn²ch podm²nk§ch, kde by mohly bĨt pouģity pro oġetŚen² 

sadbovĨch hl²z pŚed vĨsadbou nebo pro oġetŚen² hl²z bŊhem skladov§n².  
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PŚ²spŊvek byl zpracov§n s podporou Ministerstva zemŊdŊlstv² ĻR ï projekt NAZV  
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Citlivosti nosatļ²kŢ rodu Apion k ¼ļinnĨm l§tk§m insekticidŢ  

v letech 2018 ï 2022 

Results of susceptibility of laboratory testing of Apion weevils to the a.i. of 

insecticides in 2018 ï 2022 

KolaŚ²k P., KolaŚ²kov§ K.  

ZemŊdŊlskĨ vĨzkum, spol. s r.o., Troubsko  

 

Abstrakt  

Byla testov§na citlivost populac² nosatļ²kŢ rodu Apion z vybranĨch lokalit Ļesk® republiky k 

lambda-cyhalothrinu (8 populac² v roce 2018, 4 populace v roce 2019, 5 populac² v roce 2020, 

7 populac² v roce 2022), k tau-fluvalinatu (5 populac² v roce 2020, 2 populace v roce 2021), 

pŚ²pravku Biscaya 240 OD (5 populac² v roce 2020) a indoxacarbu (5 populac² v roce 2022) 

metodou IRAC ļ. 011 verze 3 a ļ. 021 a 027. Ve vġech letech pŚevl§daly vysoce citliv® 

populace. VĨraznĨ posun v citlivosti byl zjiġtŊn v roce 2022 u ¼.l. lambda-cyhalothrin a tau-

fluvalinate. Hodnoty LD50, LD90 a LD95 odhadovan® pro testovan® populace se pohybovaly 

v porovn§n² s pŚedchoz²mi lety sledov§n² na mnohem vyġġ² ¼rovni.  

Kl²ļov§ slova: rezistence; hmyz² ġkŢdci; insekticidy; jetel luļn²; nosatļ²ci rodu Apion 

 

Abstract 

The sensitivity of Apion weevil populations from selected locations in the Czech Republic to 

lambda-cyhalothrin (8 populations in 2018, 4 populations in 2019, 5 populations in 2020, 7 

populations in 2022) and tau-fluvalinate (5 populations in 2020, 2 populations in 2022), of 

Biscaya 240 OD (5 populations in 2020) and indoxacarb (5 populations in 2022) by IRAC 

Method No. 011 Version 3 and No. 021 and 027. Highly susceptible populations predominated 

in all years. A significant shift in sensitivity was detected in 2022 at a.i. lambda-cyhalothrin and 

tau-fluvalinate. The LD50, LD90 and LD95 values estimated for the tested populations were at 

a much higher level compared to previous years of monitoring. 

Keyword:  resistence; insect pests; insecticides; red clover; Apion weevils 

 

Đvod 

Nosatļ²ci roku rodu Apion a Protapion jsou uv§dŊni jako nejvĨznamnŊjġ² ġkŢdci u jetele 

luļn²ho (KolaŚ²k et al., 2012; Langer et al., 2008). V porostech mohou zpŢsobit vĨrazn® ztr§ty 

na vĨnosu jetelov®ho semene. Jejich larvy vyģ²raj² baz§ln² ļ§sti jetelovĨch kv²tkŢ. Pro ochranu 

se zde dŚ²ve pouģ²valy pŚedevġ²m pouze pyrethroidn² pŚ²pravky (registrace Karate se Zeon 

technologi² 5 SC, ¼.l. lambda-cyhalothrin). U tohoto ġkŢdce se tak vĨznamnŊ zvyġuje riziko 

vyselektov§n² m®nŊ citliv® (rezistentn²) populace k dan® skupinŊ ¼ļinnĨch l§tek. Na ¼zem² 

Ļesk® republiky se vyskytuj² resistentn² populace blĨsk§ļka Śepkov®ho k pyrethroidŢm 

(Seidenglanz et al, 2021), a mandelinky bramborov® vŢļi pyretroidŢm a organofosf§tŢm 

(Kocourek et al, 2020). U dalġ²ch ¼.l. pak doch§z² k posunu v jejich citlivosti proti hmyz²m 

ġkŢdcŢm.  

VĨznam ploġn®ho monitoringu (u n§s i v okoln²ch zem²ch) je v souļasn® dobŊ velmi dŢleģitĨ 

nejen u druhŢ, u kterĨch jiģ probl®my s rezistenc² zaznamen§ny byly, ale i u druhŢ a insekticidŢ, 

kde dosud (jak v laboratorn²ch, tak v poln²ch podm²nk§ch) ģ§dn® probl®my (zmŊny, posuny) 

zaznamen§ny nebyly. A to z toho dŢvodu, ģe ¼ļinnĨ dopad antirezistentn²ch postupŢ (a 

v dŢsledku toho pŚedejit² praktickĨm probl®mŢm s kontrolou ġkŢdcŢ v poln²ch podm²nk§ch a 

zachov§n² pouģitelnosti insekticidŢ na delġ² dobu) je moģnĨ (vn²m§me-li to i jako moģnost 

zachr§nit nŊjakĨ rezistenc² ohroģenĨ insekticid pro praxi) jen, kdyģ jsou posuny v citlivosti 
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odhaleny vļas. Tedy v dobŊ, kdy je frekvence rezistentn²ch jedincŢ (a tedy i frekvence 

rezistenci udŊluj²c²ch alel) v populac²ch jeġtŊ n²zk§.  

C²lem naġ² pr§ce bylo shrom§ģdit a laboratornŊ otestovat populace hmyz²ch ġkŢdcŢ v²celetĨch 

p²cnin (nosatļ²ci rodu Apion) z rŢznĨch pŊstitelskĨch oblast² Ļesk® republiky pro zjiġtŊn² 

inici§ln²ho vĨvoje stavu citlivost² k vybranĨm ¼ļinnĨm l§tk§m. 

 

Materi§l a metody 

Laboratorn² metodou pouģitou pro hodnocen² citlivosti k insekticidŢm byl lahviļkovĨ test 

(Adult vial test) doporuļovanĨ organizac² Insecticide Resistance Action Committee (IRAC). 

Pro pyrethroidy (lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate) je urļena Metoda ļ. 011 (Met 011, verze 

3, pro pŚ²pravek Biscaya 240 OD (¼.l. thiacloprid) pak metoda ļ. 021. Metody jsou detailnŊ 

pops§ny na str§nk§ch IRAC: http://www.irac-online.org. Roztoky insekticidŢ se aplikuj² do 

sklenŊnĨch lahviļek se zn§mĨm vnitŚn²m povrchem (v naġem pŚ²padŊ: 37,97 cm2) ve velmi 

n²zkĨch koncentrac²ch pomoc² d§vkovac²ch pipet. Jako rozpouġtŊdlo slouģ² aceton. C²lem 

aplikace je dos§hnout rovnomŊrn®ho pokryt² vnitŚn²ch stŊn testovac²ch lahviļek pŚ²sluġnou 

d§vkou ¼ļinn® l§tky: urļit§ d§vka v ɛg ¼.l./cm2 povrchu lahviļky odpov²d§ urļit® hektarov® 

d§vce. Mezi testovanĨmi d§vkami je zaŚazena i kontrola (= 0 ɛg ¼.l./ cm2) a d§vka odpov²daj²c² 

d§vce registrovan®. U lambda-cyhalothrinu bylo testov§no 6 rŢznĨch d§vek, u tau-fluvalinatu 

pak 5 rŢznĨch d§vek. OvŊŚovan§ populace, resp. insekticid, byla kaģd§ d§vka testov§na ve tŚech 

opakov§n²ch (= 3 lahviļky od kaģd® d§vky). 

PŚ²prava lahviļek pŚed vlastn²m testem: do testovac² lahviļky byl z pŚ²sluġn®ho z§sobn²ho 

roztoku pŚenesen 1 ml tekutiny. Lahviļky s roztokem byly bezprostŚednŊ po aplikaci um²stŊny 

na ot§ļej²c² se v§leļky rolleru. Po odpaŚen² acetonu zŢstala na vnitŚn²ch stŊn§ch rovnomŊrnŊ 

rozprostŚen§ vrstva konkr®tn² ¼ļinn® l§tky.  

Do pŚipravenĨch lahviļek se vkl§dali dospŊlci (10 imag/lahviļku) odebran² z urļit® lokality. 

Reakce broukŢ na jednotliv® d§vky ¼ļinn® l§tky byly hodnoceny po 24 hodin§ch. Na z§kladŊ 

charakteru reakc² jsou brouci zaŚazen² do kategorie 1 (ģiv² a aktivn² jedinci) ļi 2 (jedinci 

postiģen² a mrtv² jedinci) 

Pro kaģdou testovac² lahviļku (d§vka a opakov§n²) je vyj§dŚen poļet broukŢ v kategorii 1 a 

poļet broukŢ v kategorii 2. Na z§kladŊ pod²lu broukŢ v kategorii 2 je stanoveno procento 

mortality pro jednotliv® d§vky a opakov§n². Tyto hodnoty jsou vyuģity pro vyj§dŚen² procent 

¼ļinnost² a hodnot let§ln²ch d§vek (LD50, LD90 a LD95). Pro jednotliv® sbŊry (= populace) byly 

stanoveny hodnoty ¼ļinnosti pro jednotliv® testovan® d§vky (dle Abotta; 1925). K vyj§dŚen² 

hodnot let§ln²ch d§vek (LD50-95 v g ¼.l./ha) je vyuģit software Polo Plus (LEORA software; 

metoda probitov§ regrese). V pŚ²padŊ pyrethroidŢ je na z§kladŊ zaznamenanĨch vĨsledkŢ 

populac²m pŚiŚazen urļitĨ stupeŔ rezistence (resp. citlivosti) dle kategorizace uģ²van® v IRAC.  

 

VĨsledky a diskuze 

Odebran® vzorky hmyzu (nosatļ²ci rodu Apion) byly z²sk§ny smĨk§n²m porostu jetele luļn²ho. 

Z ¼ļinnost² dosaģenĨch 100% a 20% d§vkami vyplĨv§, ģe se v ĻR v r§mci testov§n² 

k pyrethroidu lambda-cyhalothrin v roce 2018 nevyskytovaly necitliv® populace. V roce 2019 

a 2020 pak byly zaznamen§ny pouze populace vysoce citliv®. Đļinnost dosahovan§ 

registrovanou d§vkou byla ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ plnŊ dostateļn§ (100 %), hodnoty LD95 jsou pro 

vŊtġinu populac² v obou letech sledov§n² hluboko pod ¼rovn² registrovan® d§vky (7,5 g ¼.l./ha). 

V roce 2022 doġlo v posunu v citlivosti u t®to ¼.l., kdy byly na dvou testovanĨch lokalit§ch 

zjiġtŊny populace stŚednŊ resistentn² a resistentn². Vypoļten® hodnoty LD jsou tak v porovn§n² 

s minulĨmi lety sledov§n² vĨraznŊ vyġġ² i v r§mci ostatn²ch sledovanĨch lokalit. MŢģe tak 

doch§zet k trendu postupn®ho z²sk§n² necitlivosti k t®to ¼.l. tak jako v pŚ²padŊ dalġ²ch hmyz²ch 

ġkŢdcŢ (Seidenglanz et al., 2018; Kocourek et al., 2018; Zimmer & Nauen 2011). Celkem bylo 

k t®to l§tce v roce 2018 otestov§no 8 ļeskĨch populac², v roce 2019 pak 4 ļesk® populace a 

http://www.irac-online.org/
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v roce 2020 5 ļeskĨch populac² a v roce 2022 7 populac². Pod²lov® zastoupen² populac² a LD50, 

LD90 a LD95 jsou zn§zornŊny v tabulce 1 (rok 2018), v tabulce 2 (rok 2019), v tabulce 3 (pro 

rok 2020) a v tabulce 4 (pro rok 2022).  

V r§mci testov§n² k pyrethroidu tau-fluvalinate (tabulka 5) vyplĨv§, ģe se na ¼zem² ĻR citlivost 

k dan® ¼.l. mŊn². V roce 2020 byly zaznamen§ny pouze populace vysoce citliv®. V roce 2022 

pak byla v r§mci testŢ situace odliġn§. Celkem testov§ny 2 populace, z nichģ obŊ dvŊ byly dle 

zaŚazen² v r§mci IRAC resistentn² k dan® ¼.l. (tabulka 7).  Doġlo tak k vĨznamn®mu posunu 

v citlivosti, je ale nutno konstatovat ģe byly testov§ny v r§mci Ļesk® republiky pouze 2 

populace. V roce 2021 nebylo nasb²r§no dostateļn® mnoģstv² jedincŢ nosatļ²kŢ pro sledov§n² 

citlivosti, a proto vĨsledky z dan®ho roku nejsou uvedeny jak pro ¼.l. lambda-cyhalothrin tak i 

pro tau-fluvalinate. U blĨsk§ļka je situace v r§mci monitoringu k t®to ¼.l. podobn§ 

(Seidenglanz et al. 2021). Pro thiacloprid (Biscaya 240 OD) se na ¼zem² ĻR vyskytovala 1 

populace citliv§ a 4 populace vysoce citliv® k dan® ¼.l. Hodnoty LD d§vek se pro danou ¼ļinnou 

l§tku drģ² na velmi n²zk® ¼rovni. Naproti tomu u blĨsk§ļkŢ je patrn®, ģe i v pŚ²padŊ t®to l§tky 

minim§ln² hodnoty LD (LD50, LD90) v prŢbŊhu posledn²ch nŊkolika let rostou (Seidenglanz et 

al., 2014). Do testŢ v roce 2022 byla m²sto dan® ¼.l. resp. pŚ²pravku zaŚazena ¼.l. acetamiprid. 

Dle vĨsledkŢ testŢ jsou dan² jedinci na tuto l§tku pŚ²liġ citliv² a v dalġ²ch letech budou muset 

bĨt zvoleny vhodnŊjġ² pomŊry koncentrac² pro vypoļten² hodnot LD. V r§mci testov§n² byla 

zaŚazena i ¼.l. indoxacarb, kter§ ale nen² pro dan®ho ġkŢdce registrov§na pro jeho minimalizaci 

(Anonymus, 2022). V pŚ²padŊ pouģit² proti blĨsk§ļkŢm je registrov§no 25,5 g/ha. Z naġich 

vĨsledkŢ vyplĨv§ ģe jsou k dan® ¼.l. sp²ġe necitliv² a hodnoty LD90 a LD95 jsou vyġġ². I v pŚ²padŊ 

pouģit² t®to ¼.l. proti blĨsk§ļkŢm se jeho ¼ļinnost v posledn² dobŊ takt®ģ sniģuje (Seidenglanz 

et al. 2022). 

 

Tabulka 1  

VĨsledky testov§n² citlivosti ļeskĨch populac² nosatļ²kŢ rodu Apion na esterickĨ pyrethroid 

lambda-cyhalothrin v roce 2018 
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Tabulka 2  

VĨsledky testov§n² citlivosti ļeskĨch populac² nosatļ²kŢ rodu Apion na esterickĨ pyrethroid 

lambda-cyhalothrin v roce 2019 

 
 

Tabulka 3 

VĨsledky testov§n² citlivosti ļeskĨch populac² nosatļ²kŢ rodu Apion na esterickĨ pyrethroid 

lambda-cyhalothrin v roce 2020 

 
 

 

Tabulka 4 

VĨsledky testov§n² citlivosti ļeskĨch populac² nosatļ²kŢ rodu Apion na esterickĨ pyrethroid 

lambda-cyhalothrin v roce 2022 
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(%)

kontakt. 
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¼ļinnost 
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st. 
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dle IRAC

LD50 (g 

¼.l./ha)
CI (0,95)

LD90 (g 

¼.l./ha)
CI (0,95)

LD95 (g 
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CI (0,95)

1 1NOSNŊmļiļky 
49.0469025N 

16.5149814E
100,00 100,00 1 0,17

0.139-

0.183
0,28

0.236-
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0,33
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0.452

2 2NOSJavŢrek 
49.2513472N 

16.3703139E
100,00 100,00 1 0,19

0.160-

0.226
0,41
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0.626
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0.852
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49.1758586N 

16.5060336E
100,00 100,00 1 0,16

0.139-
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0,30
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0.393
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48.9185539N 

16.1267206E
100,00 100,00 1 0,15

0.114-

0.207
0,75

0.461-

1.995
1,17

0.646-

4.013

prŢmŊr 100,00 100,00 0,17 0,43 0,59

median 100,00 100,00 0,16 0,35 0,43
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CI 

(0,95)

LD90 

(g 
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CI 

(0,95)

LD95 

(g 

¼.l./ha)

CI 

(0,95)

1 1NOS WƝǾƻǾƝ49.4021392N, 

16.0966947E

100,00 100,00 1 0,25 0,186-

0,346

0,65 0,448-

1,263

0,84 0,555-

1,893

2 2NOS .ǌŜȊŜƧŎ49.3461975N, 

16.0937336E

100,00 100,00 1 0,19 0,115-

0,303

0,68 0,395-
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0,99 0,531-

3,560
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100,00 100,00 1 0,25 0,156-
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100,00 100,00 1 0,22 0,161-
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0,39 0,254-

0,940

0

0,49 0,308-

1,439

ǇǊǻƳŠǊ 100,00 100,00 0,21 0,56 0,75

median 100,00 100,00 0,22 0,65 0,84
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Tabulka 5 

VĨsledky testov§n² citlivosti populac² nosatļ²kŢ rodu Apion na esterickĨ neonikotinoid 

thiacloprid (Biscaya 240 OD) v roce 2020 

 
 

Tabulka 6 

VĨsledky testov§n² citlivosti ļeskĨch populac² nosatļ²kŢ rodu Apion na pyrethroid tau-

fluvalinate v roce 2020 
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)
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LD95 (g 
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CI (0,95)
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49.1721536N, 
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0.329 1,34
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20.492
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49.0468944N, 
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3.272 1,53

0.811-

6.201

3 3NOS
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49.4581731N, 

16.2383403E 100,00 60,00 2 0,43
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1.138 5,55
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353.611

4 4NOS
Ostrov nad 
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2.865-
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5 5NOS
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49.3297419N, 

16.1637933E 86,67 73,33 4 0,04
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0.192 8,36

1.1766-

3786.36 39,01
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456204.8

6 6NOS
hƭǑƝ

49.4196078N, 

16.2951381E 100,00 73,33 2 0,17

0.067-

0.320 1,35

0.639-

6.693 2,44

1.015-

18.872

7 7NOS
wŀŘƶƻǾƛŎŜ

49.5628011N, 

16.0092681E 100,00 87,50 2 0,20

0.121-

0.332 0,70

0.413-

2.164 1,00

0.544-

3,959

ǇǊǻƳŠǊ 100,00 84,43 0,29 2,65 5,13

median 100,00 93,30 0,27 1,34 2,41
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26,291 10,42
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41,490
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2

1,93

1,057-

3,197 8,18
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34,060 12,32

6,191-

74,085

ǇǊǻƳŠǊ 100,00 98,67 3,52 7,45 9,45

median 100,00 100,00 2,91 8,15 10,42



¨ǊƻŘŀ 12/2022, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

154 

 

 
Tabulka 7 

VĨsledky testov§n² citlivosti ļeskĨch populac² nosatļ²kŢ rodu Apion na pyrethroid tau-

fluvalinate v roce 2022 

 
 

Tabulka 8 

VĨsledky testov§n² citlivosti ļeskĨch populac² nosatļ²kŢ rodu Apion na indoxacarb v roce 2022 
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median 100,00 100,00 1,52 3,19 3,70
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Z§vŊr 
V souļasnosti lze v r§mci chemick® ochrany pouģ²t proti nosatļ²kŢm rodu Apion tyto 

registrovan® pŚ²pravky: Karate se Zeon technologi² 5 CS (¼ļ. l. lambda-cyhalothrin 50 g/l) v 

d§vce 0,2 l/ha a Mospilan 20 SP resp. Mospilan MIZU 120 SL (¼ļ. l. acetamiprid ï 20 %) v 

d§vce 150 g/ha a 0,35 l/ha (Anonymus, 2022). PŚi aplikaci neonikotinoidn²ch pŚ²pravkŢ s 

kontaktn²m a syst®movĨm ¼ļinkem doch§z² k prŢkazn®mu sn²ģen² poļetnosti nosatļ²kŢ, jak z 

hlediska vyskytuj²c²ch se dospŊlcŢ, tak n§slednŊ i s menġ²m vĨskytem larev v jetelovĨch 

hl§vk§ch. Na z§kladŊ n§mi z²skanĨch vĨsledkŢ doġlo v roce 2022 v posunu v citlivosti 

v pŚ²padŊ ¼.l. lambda-cyhalothrin, kdy byly zjiġtŊny 2 resistentn² populace. Doġlo ke zhorġen² 

tak® v pŚ²padŊ ¼.l. tau-fluvalinate se stejnĨm vĨsledkem (resistentn² populace), je ale nutno 

podotknout ģe byly otestov§ny v r§mci Ļesk® republiky pouze tyto 2 populace.  
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lab. 

ǵőƛƴƴƻǎǘ 

max. 

registr. 

ŘłǾƪȅ тΣр 

g/ha (%)

kontakt. 

lab. 

ǵőƛƴƴƻǎ

ǘ ŘłǾƪȅ 

1,5 g/ha 

(%)

LD50 (g 

ǵΦƭΦκƘŀύ
CI (0,95)

LD90 (g 

ǵΦƭΦκƘŀύ
CI (0,95)

LD95 (g 

ǵΦƭΦκƘŀύ
CI (0,95)

1 1NOSTroubsko 49.1721536N, 

16.4989603E

100,00 93,30 0,35 0.062-

0.899

7,96 2.902-

60.410

19,36 5.970-

287.409

2 2NOS½łōƭŀǘƝ49.3297419N, 

16.1637933E

100,00 100,00 3,13 1.392-

6.628

40,99 15.490-

403.427

85,02 26.619-

1489.882

3 3NOSOstrov nad 

oslavou

49.4800236N, 

16.0018800E

100,00 60,00 3,47 1.173-

8.340

33,17 12.411-

495.290

62,91 19.901-

1918.822

4 4NOShƭǑƝ 49.4196078N, 

16.2951381E

93,75 66,67 1,02 0.280-

2.682

22,71 7.094-

342.295

54,77 13.838-

1735.257

5 5NOSbŠƳőƛőƪȅ49.0468944N, 

16.5152233E

86,67 73,33 0,93 0.265-

2.269

16,77 5.925-

158.138

38,06 11.224-

670.692

ǇǊǻƳŠǊ 96,08 78,66 1,78 24,32 52,02

median 100,00 73,33 1,02 22,71 54,77
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Fytotoxicita vybranĨch herbicidn²ch ¼ļinnĨch l§tek ke katr§nu etiopsk®mu 

The phytotoxicity of postemergence herbicides on crambe 
Kub²kov§ Z.1, Smejkalov§ H.1, Hutyrov§ H.1 

1ZemŊdŊlskĨ vĨzkum, spol. s r. o.; 
 

Abstrakt  

Ve sklen²kovĨch pokusech byla u katr§nu etiopsk®ho (Crambe abyssinica Hochst.) zkouġena 

fytotoxicita ¼ļinnĨch l§tek herbicidŢ. Byly zkouġeny ¼ļinn® l§tky klopyralid v kombinaci s 

picloramem, metamitron v kombinaci s chinmerakem, tembotrion a metazachlor U kaģd® 

varianty byly zkouġeny dvŊ koncentrace ¼ļinnĨch l§tek. Byla hodnocena fytotoxicita, vĨġka 

rostlin a produkce biomasy. NejvĨznamnŊjġ²mi pŚ²znaky fytotoxicity byly chlor·zy, nekr·zy a 

omezen² rŢstu. U katr§nu etiopsk®ho byla nejvyġġ² fytotoxicita u tembotrionu, kde byla 

fytotoxicita 77 % u niģġ² d§vky a 85 % u vyġġ² d§vky. Nejniģġ² fytotoxicita byla zjiġtŊna u 

kombinace ¼ļinnĨch l§tek metamitron s chinmerakem. 

Kl²ļov§ slova: selektivita, fytotoxicita, herbicidy, krambe 

 

Abstract 

The phytotoxicity of clopyralid with picloram, metamitron with quinmerac, tembotrione, and 

metazachlor was studied in greenhouse experiments at two application rates to evaluate their 

effects on crambe (Crambe abyssinica Hochst.) The influences of these herbicides on shoot 

phytotoxicity, plant height, and biomass production were evaluated. Herbicide-induced foliar 

injury ranged from early chlorosis, necrosis, and stunted growth. The highest phytotoxicity to 

crambe was found in tembotrione, it ranged from 77 to 85 % depending on the herbicide rate. 

The lowest phytotoxicity on crambe was in metamitron with quinmerac. 

Keywords: selectivity, phytotoxicity, herbicides, Crambe abyssinica 

 

Đvod 

Katr§n etiopskĨ (Crambe abyssinica Hochst. ex R.E. Fries) patŚ² do ļeledi brukvovit® 

(Brassicaceae). Jak n§zev napov²d§ poch§z² z Etiopie, kde roste na n§horn²ch ploġin§ch v 

nadpoŚskĨch vĨġk§ch aģ 2600 metrŢ nad moŚem. Je to jednolet§ bylina s kr§tkou vegetaļn² 

dobou, mŊlce koŚen²c² s jemnĨm kŢlovitĨm koŚenem, kterĨ se ve svrchn²ch vrstv§ch pŢdy 

bohatŊ vŊtv². Lodyhy jsou ve spodn² ļ§sti ochlupen®, nahoŚe lys®, vzpŚ²men® a v horn² ļ§sti se 

silnŊ vŊtv² v dlouh®, ġikmo odst§l®, Ś²dce rozvŊtven®, pod®lnŊ rĨhovan® vŊtve, kter® vyrŢstaj² 

v ¼ģlab² listenŢ (Straġil 2010). Listy jsou stŚ²dav®, vejļit® s pilovitĨm okrajem. KvŊtenstv² je 

prodlouģenĨ hrozen. KvŊty maj² ļtyŚi b²l® korunn² l²stky, kopisŠovit® kaliġn² l²stky a ġest 

tyļinek. Plodem je kulovit§ naģka. PŊstuje se jako olejnina a meziplodina, je moģn® ji vyuģ²vat 

do krmnĨch smŊs² pro zvŊŚ.  

Poļ§teļn² vĨvoj krambe je stŚednŊ rychlĨ a trv§ 3 aģ 4 tĨdny, neģ se porost zapoj² (Straġil 2010). 

V rannĨch f§z²ch vĨvoje nem§ dobrou konkurenļn² schopnost vŢļi plevelŢm, proto je vhodn® 

vys®vat tuto plodinu na m®nŊ zaplevelen® pozemky. PŚi set² do ġirġ²ch Ś§dkŢ je moģn® 

v poļ§tc²ch vegetace pouģ²t meziŚ§dkovou kultivaci proti plevelŢm (Straġil 2010). PŚi uģġ²ch 

Ś§dc²ch je jedinou moģnost² ochrany proti plevelŢm aplikace herbicidn²ch pŚ²pravkŢ. V 

souļasn® dobŊ jsou do krambe registrov§ny ļtyŚi herbicidn² pŚ²pravky, z toho dva pŚ²pravky 

(Agil 100 EC s ¼ļinnou l§tkou propachizafop a Targa Super 5 EC s ¼ļinnou l§tkou chizalofop-

P-ethyl) jsou urļeny proti jednodŊloģnĨm plevelŢm a dva (Butisan Max s kombinac² ¼ļinnĨch 

l§tek chinmerak, dimethenamid-P, a metazachlor a Butisan Star s kombinac² ¼ļinnĨch l§tek 

chinmerak a metazachlor) jsou urļeny proti dvoudŊloģnĨm plevelŢm. U pŚ²pravkŢ proti 

dvoudŊloģnĨm plevelŢm se jedn§ o kombinace ¼ļinnĨch l§tek, kter® jsou si velmi podobn®. 

Studiem herbicidn²ho oġetŚen² u katr§nu se zabĨval Straġil (2010), kterĨ uv§d² dobrou 
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selektivitu metazachloru. ĠirokĨm spektrem ¼ļinnĨch l§tek se zabĨval Souza et al (2014), ale 

dobrou selektivitu mŊl pouze trifluralin pŚi pŚedseŠov® aplikaci.  

V t®to pr§ci byla v n§dobovĨch pokusech ovŊŚov§na fytotoxicita dalġ²ch ¼ļinnĨch l§tek a jejich 

kombinac².  

 

Materi§l a metody 

Jednalo se o n§dobov® pokusy prov§dŊn® ve sklen²ku. SvŊteln§ perioda byla 16 hodin svŊtla 8 

hodin tmy a prŢmŊrn§ teplota byla 19ÁC. Ve vġech pokusech byl pouģit katr§n etiopskĨ odrŢda 

Katka, osivo poch§zelo z pŊstebn²ch ploch v okol² Troubska. Osivo bylo vyseto do kvŊtin§ļŢ o 

rozmŊrech 15x15x15 cm, kter® byly naplnŊny hlinitop²sļitou pŢdou s n§sleduj²c²m obsahem 

ģivin: N anorganickĨ 22 mg/kg, K 267 mg/kg, Mg 353 mg/kg, P 97 mg/kg, Ca 3470 mg/kg, 

humus 1,17 %. V kaģd®m kvŊtin§ļi bylo pro hodnocen² ponech§no 20 rostlin katr§nu. OġetŚen² 

rostlin bylo provedeno 1.3.2021 ve f§zi BBCH 12 aģ 14 (2 aģ 4 prav® listy). Pokusy byly 

uspoŚ§d§ny n§hodnŊ a ve tŚech opakov§n²ch pro kaģdou variantu a koncentraci pŚ²pravku. Byly 

zkouġeny n§sleduj²c² ¼ļinn® l§tky a jejich kombinace: klopyralid s picloramem (Galera), 

metamitron v kombinaci s quinmeracem (Goltix titan), tembotrion v kombinaci s isoxadifenem 

(Laudis) a metazachlor (Butisan 400). U kaģd®ho pŚ²pravku byly zkouġeny dvŊ koncentrace. 

Koncentrace byly zvoleny 0,5 N (poloviļn² aplikaļn² d§vka vyuģ²van§ k huben² plevelŢ) a 1 N 

(bŊģn§ aplikaļn² d§vka pŚ²pravku). Seznam variant je uveden v tabulce 1. 

 

Tabulka 1: Seznam variant  

 

 
 

Vyhodnocen² stavu rostlin a fytotoxicity bylo prov§dŊno vizu§lnŊ ve ļtyŚech term²nech. 

Hodnocen² prob²halo po 0, 4, 7 a 14 dnech od postŚiku (T0, T3, T7 a T14). Fytotoxicita/stav 

rostlin byla hodnocena v % poġkozen² rostlin. Ke kaģd®mu hodnocen² byl pŚipojen podrobnĨ 

popis pŚ²znakŢ fytotoxicity/poġkozen². Poġkozen² rostlin bylo srovn§v§no s neoġetŚenou 

kontrolou. V prŢbŊhu pokusu byla mŊŚena vĨġka rostlin u jednotlivĨch variant ve ļtyŚech 

term²nech (T0, T7, T14 a T21) a na konci pokusu (T21) byla tak® sklizena a zv§ģena nadzemn² 

hmota pŊti rostlin a vypoļ²t§na prŢmŊrn§ hmotnost jedn® rostliny. VĨsledky byly vyhodnoceny 

v programu Statistica 12 metodou analĨzy rozptylu a n§slednĨm testov§n²m Tukeyho testem 

na hladinŊ Ŭ 0,05.  

 

 

VĨsledky 

Selektivita zkouġenĨch herbicidn²ch variant 

U katr§nu byly zjiġtŊny rozd²ly v selektivitŊ jednotlivĨch kombinac² ¼ļinnĨch l§tek. Nejvyġġ² 

fytotoxicita ke katr§nu byla zjiġtŊna u kombinace ¼ļinnĨch l§tek tembotrion s isoxadifenem 

(Laudis). V prŢbŊhu hodnocen² doch§zelo k prohlubov§n² projevŢ fytotoxicity. V prvn²m 

term²nu hodnocen² po ļtyŚech dnech od aplikace byla prŢmŊrn§ fytotoxicita u obou koncentrac² 

podobn§ a dosahovala 7 aģ 8 %. Po 7 dnech byla fytotoxicita u niģġ² koncentrace 40 % a u vyġġ² 

Varianta PŚ²pravekĐļinn§ l§tka

D§vka 

pŚ²pravku na ha

D§vka ¼ļinn® 

l§tky na haKoncentrace

1 - - - - 0 N 

2_1 Galera Klopyralid 267 g/l, Pikloram 67 g/l 0,175 l 46,7/ 11,7 g 0.5 N 

2_2 Galera Klopyralid 267 g/l, Pikloram 67 g/l 0,35 l 93,5/23,5 g 1 N

3_1 Goltix Titan metamitron - 525 g, quinmerac - 40 g 1 l 525/ 40 g 0.5 N

3_2 Goltix Titan metamitron - 525 g, quinmerac - 40 g 2 l 1050/ 80 g 1 N

4_1 Laudis tembotrione - 44 g, isoxadifen-ethyl - 22 g 1 l 44/ 22 g 0.5 N

4_2 Laudis tembotrione - 44 g, isoxadifen-ethyl - 22 g 2 l 88/ 44 g 1 N

5_1 Butisan 400 metazachlor - 400 g 1 l 400 g 0.5 N

5_2 Butisan 400 metazachlor - 400 g 2 l 800 g 1 N
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43 % a po 14 dnech byla fytotoxicita u niģġ² koncentrace 76 a u vyġġ² dokonce 85 %. Rozd²ly 

byly ve srovn§n² s neoġetŚenou kontrolou prŢkazn®. Hlavn²mi pŚ²znaky fytotoxicity byly 

nekr·zy, chlor·zy, deformace listŢ a omezen² rŢstu. Nejniģġ² fytotoxicita byla zjiġtŊna u 

metamitronu v kombinaci s quinmeracem (Goltix titan), kde fytotoxicita po 14 dnech 

dosahovala 7 % u niģġ² koncentrace a 12 % u vyġġ² koncentrace. U obou koncentrac² byla dobr§ 

selektivita k plodinŊ po aplikaci. PrŢkaznĨ rozd²l oproti neoġetŚen® kontrole byl u vyġġ² 

koncentrace. Hlavn²mi pŚ²znaky fytotoxicity byly chlor·zy a nekr·zy na okraj²ch listŢ. Dobrou 

selektivitu vykazovala tak® kombinace klopyralidu s picloramem (Galera) v niģġ² koncetraci, 

kde byla prŢmŊrn§ fytotoxicita po 14 dnech od aplikace 10 %. Hlavn²mi pŚ²znaky fytotoxicity 

byly nekr·zy, deformace listŢ a omezen² rŢstu. U vyġġ² d§vky byla po 14 dnech od aplikace 

zjiġtŊna uspokojiv§ fytotoxicita 33 %. Đļinn§ l§tka metazachlor (Butisan 400) mŊla po 14 

dnech zvĨġenou fytotoxicitu 35 % u niģġ² d§vky a silnou fytotoxicitu 50 % u vyġġ² d§vky. 

Hlavn²mi pŚ²znaky fytotoxicity byly chlor·zy u mladĨch listŢ, nekr·zy a omezen² rŢstu. 

VĨsledky fytotoxicity jsou uvedeny v tabulce 2 a zn§zornŊny v Grafu 1. 

 

Tabulka 2: Stav rostlin na zaļ§tku pokusu/fytotoxicita ï poġkozen² rostlin v % 

 

 
Pozn.: p²smenn® indexy zn§zorŔuj² statistick® rozd²ly na hladinŊ Ŭ 0,05; ļerven§ - siln§ 

fytotoxicita ï poġkozen² nad 45 %, oranģov§- zvĨġen§ fytotoxicita - poġkozen² 31 ï 45 %, ģlut§ 

- uspokojiv§ fytotoxicita - poġkozen² 21 ï 30 %, zelen§ - dobr§ selektivita - poġkozen² 0 ï 20 % 

 

Graf 1: Vliv oġetŚen² herbicidn²mi pŚ²pravky na poġkozen² rostlin (fytotoxicita v % poġkozen² 

rostliny). Zobrazeny jsou prŢmŊrn® hodnoty (n = 3) jednotlivĨch variant a d§vek Ñ SD. 

 
 

Vliv oġetŚen² na vĨġku rostlin a hmotnost nadzemn² biomasy 

V prŢbŊhu pokusu byla hodnocena vĨġka rostlin. Prvn² mŊŚen² bylo provedeno v pŚed aplikac² 

v term²nu T0. V tomto term²nu se prŢmŊrn§ vĨġka rostlin pohybovala v rozmez² od 12,2 do 

13,2 cm a nebyly zjiġtŊny vĨznamn® rozd²ly ve vĨġce. V pozdŊjġ²ch term²nech vĨġka rostlin 

1 - - 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

2_1 Galera 0,175 0,00a 8,00cd 11,67b 10,00ab

2_2 Galera 0,35 0,00a 13,33d 26,67c 33,33c

3_1 Goltix Titan 1 0,00a 0,00a 8,00ab 7,33ab

3_2 Goltix Titan 2 0,00a 2,33ab 9,00ab 11,67b

4_1 Laudis 1 0,00a 8,00cd 40,00de 76,67e

4_2 Laudis 2 0,00a 7,00bc 43,33e 85,00e

5_1 Butisan 400 1 0,00a 8,00cd 31,67cd 35,00c

5_2 Butisan 400 2 0,00a 9,33cd 40,00de 50,00d

Varianta PŚ²pravek

D§vka pŚ²pravku 

na ha

Stav rostlin/fytotoxicita v % poġkozen² rostliny

T0 T4 T7 T14
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korespondovala se zjiġtŊnou fytotoxicitou, kter§ se zejm®na u nŊkterĨch variant projevovala 

tak® omezen²m rŢstu rostlin. Ģ§dn§ z oġetŚenĨch variant svou vĨġkou nepŚes§hla neoġetŚenou 

kontrolu, kde prŢmŊrn§ vĨġka v posledn²m term²nu hodnocen² dosahovala 26,4 cm. 

K nejvŊtġ²mu omezen² rŢstu rostlin doġlo u kombinace ¼ļinnĨch l§tek tembotrion 

s isoxadifenem, kde byla tak® nejvŊtġ² fytotoxicita. Doch§zelo zde ke stagnaci aģ k poklesu 

vĨġky oproti poļ§teļn²mu stavu. V posledn²m term²nu hodnocen² byla prŢmŊrn§ vĨġka u niģġ² 

d§vky 10,1 cm a u vyġġ² d§vky 9,6 cm a vĨġkovĨ rozd²l oproti neoġetŚen® kontrole byl cca 16 

cm. Rozd²l oproti neoġetŚen® kontrole byl statisticky prŢkaznĨ. PrŢkaznĨ rozd²l ve vĨġce ve 

srovn§n² s neoġetŚenou kontrolou byl tak® u ¼ļinn® l§tky metazachlor v obou d§vk§ch, kde byla 

v posledn²m term²nu hodnocen² prŢmŊrn§ vĨġka u niģġ² d§vky 19,5 cm a u vyġġ² 16,6 cm. 

Sn²ģen² oproti neoġetŚen® kontrole bylo t®mŊŚ 7 cm u niģġ² d§vky a t®mŊŚ 10 cm u vyġġ² d§vky. 

U kombinace klopyralidu s picloramem byla vĨġka rostlin v posledn²m term²nu hodnocen² 24,6 

cm u niģġ² d§vky a 21,6 cm u vyġġ² d§vky. K prŢkazn®mu sn²ģen² doġlo pouze u vyġġ² d§vky, 

kde byl rozd²l oproti neoġetŚen® kontrole 4,7 cm. U niģġ² d§vky a u metamitronu v kombinaci 

s quinmeracem se rozd²l oproti neoġetŚen® kontrole pohyboval okolo 2 cm a nebyl statisticky 

prŢkaznĨ. 

Byly zjiġtŊny tak® rozd²ly ve hmotnosti rostlin. Nejvyġġ² hmotnost ļerstv® i such® hmoty byla 

zjiġtŊna u kontroly (2,45 g). U kombinace klopyralidu s picloramem (var. 2) a u u metamitronu 

v kombinaci s quinmeracem (var.3) nebyl prŢkaznĨ rozd²l v ļerstv® hmotnosti oproti 

neoġetŚen® kontrole. V such® hmotnosti byly zjiġtŊny prŢkazn® rozd²ly s neoġetŚenou kontrolou 

t®mŊŚ u vġech variant s vĨjimkou u metamitronu v kombinaci s quinmeracem (var. 3) v niģġ² 

d§vce. 

 

 

Tabulka 3: VĨġka a hmotnost rostlin 

 

 
Pozn.: p²smenn® indexy zn§zorŔuj² statistick® rozd²ly na hladinŊ Ŭ 0,05 

 

Graf 2: Vliv oġetŚen² herbicidn²mi pŚ²pravky na vĨġku rostlin (fytotoxicita v % poġkozen² 

rostliny). Zobrazeny jsou prŢmŊrn® hodnoty (n = 6) jednotlivĨch variant a d§vek Ñ SD. 

1 - - 12.15a 15.33c 25.33e 26.36e 2.45e 0.28e

2_1 Galera 0.175 13.17a 15.67c 26.17e 24.56de 2.41de 0.19cd

2_2 Galera 0.35 12.67a 12.33ab 21.00cd 21.64cd 2.17cde 0.16bcd

3_1 Goltix Titan 1 12.83a 15.83c 23.83de 24.64de 2.18cde 0.22de

3_2 Goltix Titan 2 13.00a 14.50bc 23.67de 24.31de 1.98cde 0.16bcd

4_1 Laudis 1 12.50a 11.50a 9.17a 10.06a 0.55ab 0.08ab

4_2 Laudis 2 13.17a 13.33abc 9.50a 9.56a 0.42a 0.07a

5_1 Butisan 400 1 12.67a 14.83bc 19.00bc 19.53bc 1.54cd 0.14abcd

5_2 Butisan 400 2 12.50a 12.33ab 15.67b 16.56b 1.36bc 0.12abc

Ļerstv§Such§

   Hmotnost rostliny v g 

Varianta PŚ²pravek

D§vka 

pŚ²pravku na ha

VĨġka v cm

T0 T7 T14 T21



¨ǊƻŘŀ 12/2022, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

161 

 

 
 

 

Diskuse 

U n§s se herbicidn² ochranou katr§nu zabĨval Straġil (2010), kterĨ uv§d² dobrĨ ¼ļinek ¼ļinn® 

l§tky metazachlor (pŚipravek Butisan 400) pŚi d§vce pŚ²pravku 2,5 litru na ha. V naġich 

pokusech se, ale tato ¼ļinn§ l§tka pŚ²liġ neosvŊdļila a uģ v d§vce 2 l pŚ²pravku na hektar mŊla 

poļ§teļn² fytotoxicitu 50 % poġkozen² rostlin. Đļinnou l§tku klopyralid zkouġeli do katr§nu 

Stougaard a Moomaw (1991). V t®to pr§ci byla ¼ļinn§ l§tka klopyralid aplikov§na 

postemergentnŊ v d§vce 280 g/ha v kombinaci s pŚedseŠovĨm oġetŚen²m ¼ļinnou l§tkou 

trifluralin v d§vce 840 g/ha. Poġkozen² rostlin bylo 0 aģ 25 %. V naġich pokusech dosahovalo 

poġkozen² rostlin pŚi kombinaci klopyralidu s picloramem 10 aģ 33 % i pŚesto ģe d§vka ¼ļinn® 

l§tky klopyralidu byla mnohem niģġ². To naznaļuje, ģe na fytotoxicitŊ t®to kombinace se v²ce 

pod²lela ¼ļinn§ l§tka picloram. ĠirokĨm spektrem ¼ļinnĨch l§tek se zabĨval Souza et al (2014) 

 

Z§vŊr 

Aplikace zkouġenĨch herbicidn²ch l§tek a jejich kombinac² mŊla vliv na rŢst rostlin po aplikaci. 

Byla zjiġtŊna fytotoxicita, kter§ se projevovala nekr·zami, chlor·zami a tak® omezen²m rŢstu 

rostlin. Po aplikaci doch§zelo ke sn²ģen² vĨġky rostlin oproti neoġetŚen® kontrole a tak® ke 

sn²ģen² produkce nadzemn² hmoty. NejperspektivnŊjġ²m pŚ²pravkem pro pouģit² v t®to plodinŊ 

je ze zkouġenĨch pŚ²pravkŢ Goltix titan (metamitron v kombinaci s quinmeracem), u kter®ho 

byla zjiġtŊna nejniģġ² fytotoxicita a nejmenġ² vliv na vĨġku rostlin a produkci nadzemn² hmoty.  
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Virus mozaiky vodnice (Turnip mosaic virus): riziko pro pŊstov§n² 

koġŠ§lov® zeleniny ï Ano nebo Ne? 

Turnip mosaic virus: a risk for growing brassica vegetables - Yes or No? 

Navr§til M., Ġaf§Śov§ D. 

Univerzita Palack®ho v Olomouci, PŚ²rodovŊdeck§ fakulta 

 

Abstrakt  

Na farm§ch zamŊŚenĨch na ekologickou produkci koġŠ§lovĨch zelenin a v jejich okol² byl 

monitorov§n vĨskyt viru mozaiky kvŊt§ku (CaMV), viru mozaiky vodnice (TuMV), viru ģlut® 

mozaiky vodnice (TYMV) a viru ģloutenky vodnice (TuYV). Na vġech lokalit§ch, s vĨjimkou 

Lednice, byl potvrzen vĨskyt dvou virŢ, a to TuMV a TuYV. TuMV se vyskytoval na tuŚ²nu a 

kedlubnu, a to ļasto ve smŊsn® infekci s TuYV. Na hl§vkov®m zel² se vyskytoval pouze TuYV, 

zat²mco na rostlin§ch kŚenu pouze TuMV. Biologick® testy rezistence koġŠ§lovĨch zelenin 

potvrdily rezistenci vŢļi TuMV u vybranĨch odrŢd kapusty kadeŚav® a rŢģiļkov®, a ļ²nsk®ho a 

pekingsk®ho zel². 

Kl²ļov§ slova: zdroje infekce, rezistence, ekologick§ produkce zeleniny 

 

Abstract 

The occurrence of cauliflower mosaic virus (CaMV), turnip mosaic virus (TuMV), turnip 

yellow mosaic virus (TuYV), and turnip yellows virus (TuYV) was monitored on the farms 

focused on the ecological production of cruciferous vegetables and in their surroundings. At all 

localities, except for Lednice, the occurrence of two of them, TuMV and TuYV, was confirmed. 

TuMV was found infecting turnip and kohlrabi, often in mixed infection. The cabbage was 

infected only by TuYV, while horseradish was infected only by TuMV. Biological testing of 

resistance of cruciferous plants allowed identification of resistance against TuMV in some 

cultivars of curly cabbage, Brussels sprout, Chinese cabbage, and napa cabbage.  

Keywords: sources of infection, resistance, organic production system 

 

Đvod 

KoġŠ§lov® zeleniny patŚ² mezi nejv²ce pŊstovan® zeleniny v Ļesk® republice. Zel² hl§vkov® 

(Brassica oleracea var. capitata L.) bylo v roce 2020 pŊstovan® na 1 044 ha a jeho sklizeŔ 

ļinila 44 090 t, kvŊt§k (Brassica oleracea var. botrytis L.) byl pŊstov§n na 240 ha a bylo ho 

sklizeno 2 641 t, kedluben (Brassica oleracea var. gongylodes L.) na 182 ha (4 595 t), brokolice 

(Brassica oleracea var. italica Plenck) na 113 ha (946 t), zel² pekingsk® (Brassica rapa subsp. 

pekinensis (Lour.) Hanelt) na 99 ha (1 832 t), kapusta hl§vkov§ (Brassica oleracea var. sabauda 

L.) na 77 ha (987 t), a kapusta rŢģiļkov§ (Brassica oleracea var. gemmifera DC.) na 0,3 ha (3 

t). Do t®ģe ļeledi Brassicacae se Śad² i obl²ben§ koŚenov§ zelenina, Śedkev set§ Śedkviļka 

(Raphanus sativus L. convar. radicula Pers.) pŊstovan§ na 349 ha (4 750 t) (NŊmcov§ a 

Buchtov§ 2021). 

Ģloutenky patŚ² k hlavn²m virovĨm chorob§m koġŠ§lovĨch zelenin. Jejich pŢvodci mohou bĨt 

ļtyŚi druhy virŢ, a to virus mozaiky kvŊt§ku (Cauliflower mosaic virus, CaMV, r. 

Caulimovirus), virus mozaiky vodnice (Turnip mosaic virus, TuMV, r. Potyvirus), virus ģlut® 

mozaiky vodnice (Turnip yellow mosaic virus, TYMV, r. Tymovirus)  a virus ģloutenky vodnice 

(Turnip yellows virus, TuYV, r. Poleovirus). Tyto viry se vyskytuj² nejen jednotlivŊ, ale ļasto 

i ve smŊsnĨch infekc²ch a negativnŊ ovlivŔuj² zemŊdŊlskou produkci. Jejich infekce vede 

prŢmŊrnŊ ke 30% sn²ģen² vĨnosŢ a tak® negativnŊ ovlivŔuje kvalitu skladovanĨch zelenin 

(Shattuck 1992; Walsh a Jenner 2002).  
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PŚestoģe bylo v posledn²ch letech, a to nejen u n§s, pozorov§no ġ²Śen² TuYV, kter® s vysokou 

pravdŊpodobnost² souvis² s rozġ²Śen²m pŊstov§n² Śepky olejky, a to i v bl²zkosti pŊstitelskĨch 

ploch koġŠ§lovĨch zelenin, je za nejvĨznamnŊjġ² a nejrozġ²ŚenŊjġ² virus infikuj²c² koġŠ§lov® 

zeleniny povaģov§n virus mozaiky vodnice (TuMV) (Nellist a kol. 2022). 

TuMV je taxonomicky Śazen do rodu Potyvirus ï nejpoļetnŊjġ²ho rodu rostlinnĨch 

jednovl§knovĨch RNA virŢ. Mozaika brukvovitĨch, s nejvŊtġ² pravdŊpodobnost² zpŢsoben§ 

virem mozaiky vodnice, bylo poprv® pops§no v USA v roce 1921 na brukvi (Brassica rapa L.), 

ļ²nsk®m zel² (B. pekinensis Rupr.) a japonsk® hoŚļici (B. japonica Thunb.) (Gardner a Kendrik 

1921; Schultz 1921), pozdŊji pak ve Velk® Brit§nii na B. oleracea (Smith 1935) a v Ļ²nŊ na 

Śepce B. rapa (Ling a Yang 1940). 

Virus mozaiky vodnice patŚ² mezi nejrozġ²ŚenŊjġ² viry rostlin, vyskytuje se prakticky po cel®m 

svŊtŊ. Jeho genom je tvoŚenĨ jednou pozitivnŊ orientovanou RNA molekulou o d®lce 9 798 

nukleotidŢ k·duj²c² 10 proteinŢ. Je velice variabiln², do souļasn® doby bylo pops§no v²ce neģ 

200 izol§tŢ pŢvodem z rŢznĨch zem² a hostitelskĨch rostlin (NCBI 2022). Na z§kladŊ 

biologickĨch vlastnost² a podle symptomŢ, kter® vyvol§vaj² na diferenciaļn²ch lini²ch z§stupcŢ 

Brasica napus, jsou izol§ty TuMV rozdŊlov§ny do 12 patotypŢ. V souļasnosti se vġak ļastŊji 

pouģ²v§ rozdŊlen² do ġesti fylogenetickĨch skupin (tzv. basal-B, basal-BR, Asian-BR, world-

B, Iranian a Orchis skupina), kter® dobŚe koreluj² s jejich rozd²ly v patogenitŊ a odr§ģej² i jejich 

geografickĨ pŢvod  (Yasaka et al. 2017). Nejrozġ²ŚenŊjġ² z nich je fylogenetick§ skupina world-

B, kter§ se vyskytuje celosvŊtovŊ a preferuje domestikovan® formy r. Brassica. Do t®to skupiny 

patŚ² i vġechny doposud analyzovan® ļesk® TuMV izol§ty. 

TuMV m§ ġirokĨ okruh hostitelŢ zahrnuj²c² 318 druhŢ rostlin patŚ²c²ch do 43 rŢznĨch ļeled², 

mezi kter® patŚ² pŚev§ģnŊ kulturn²ch, ale i pleveln® nebo planŊ rostouc² rostliny. K hospod§Śsky 

nejvĨznamnŊjġ²m pak patŚ² z§stupci ļeledi brukvovit® (Brassicaceae): brukev - Brassica, kŚen 

- Armoratia, Śedkev - Raphanus; ļ. laskavcovit® (Amaranthaceae): Śepa - Beta, laskavec - 

Amaranthus, ġpen§t - Spinatia. Hostiteli jsou i okrasn® rostliny, jako petunie (Petunia), c²nie 

(Zinnia), astry (Aster) nebo chryzant®my (Chrysathemum). Z epidemiologick®ho hlediska jsou 

vĨznamn® i brukvovit® plevele, napŚ. pleveln§ Śedkev ohnice (Raphanus raphanistrum), 

pen²zek roln² (Thlaspi arvense), kokoġka pastuġ² tobolka (Capsella bursa-pastoris), hoŚļice 

poln² (Sinapis arvensis); anebo laskavce (Amaranthus) a merl²ky (Chenopodium) (Morero a 

Fereres, 2012; Zhu, 2016; Nguyen a kol. 2013).  

Uv§d² se, ģe virus mozaiky vodnice je pŚen§ġen neperzistentn²m zpŢsobem v²ce neģ 50 druhy 

mġic. NejļastŊji jsou jako vektory v ĻR uv§dŊny bŊģnŊ se vyskytuj²c², monitorovan®, druhy 

mġic, a to mġice zeln§ (Brevicoryne brassicae) a mġice broskvoŔov§ (Myzus persicae) (RychlĨ 

a kol. 2022).  

Kontrola ġ²Śen² viru mozaiky vodnice je v bŊģn® praxi obt²ģn§. Doporuļuje se prostorov§ 

izolace od moģnĨch zdrojŢ infekce a likvidace plevelŢ-hostitelŢ v okol², monitoring vĨskytu 

pŚ²znakŢ infekce a pŊstov§n² odolnĨch/rezistentn²ch odrŢd. Monitoring vektorŢ a jejich 

n§sledn§ regulace pomoc² insekticidŢ je problematick§, a to jak z dŢvodu jejich ļasto n²zk® 

¼ļinnosti, tak z dŢvodu chemick® kontaminace produkce a zvĨġen® ekologick® z§tŊģe ģivotn²ho 

prostŚed². 

C²lem prezentovan® studie byl monitoring vĨskytu viru mozaiky vodnice na koġŠ§lovĨch 

zelenin§ch pŊstovanĨch v syst®mu ekologick®ho zemŊdŊlstv² a testov§n² rezistence odrŢd 

rŢznĨch koġŠ§lovĨch zelenin vŢļi TuMV.  

 

Materi§l a metody 

Monitoring vĨskytu TuMV, TuYV, TYMV a CaMV byl proveden v prvn² polovinŊ z§Ś² 2019 

na 4 farm§ch zamŊŚenĨch na ekologickou produkci zeleniny a 3 lokalit§ch s vĨskytem kŚenu 

selsk®ho. Byly provedeny vizu§ln² prohl²dky porostŢ, zaznamen§ny pŚ²znaky, jejich frekvence 

a odebr§ny vzorky listŢ pro laboratorn² analĨzy (Tabulka 1). 
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Detekce virŢ byla provedena komerļn²mi DAS-ELISA testy podle n§vodu vĨrobcŢ, TuMV, 

TuYV a TYMV podle LOEWEÈ Biochemica GmbH, CaMV podle Bioreba AG. 

Vzorky osiva pro biologick® testy vn²mavosti/rezistence odrŢd koġŠ§lovĨch zelenin vŢļi TuMV 

byly z²sk§ny od firmy Moravoseed, testov§ny byly: brokolice (Apolena F1, Leonora, Limba, 

Miranda), kadeŚ§vek (Husar, Kadet, Kapitan F1, Kapral, Rednex, Rossignol, Scarlet, Sympatic, 

Tintoreto), kapusta hl§vkov§ (Blistra F1, Entira F1, PŚedzvŊst, Raketa, Ran§ ģlut§, Verita F1), 

kapusta rŢģiļkov§ (Casiopea, Dolores F1), kedluben (Ametyst F1, Ballot F1, Blankyt, Bohemia 

F1, Gaston F1, Gigant, Kartago F1, Korfu F1, Kref F1, Luna, Troja F1, Violeta), kvŊt§k (Beta, 

Delta, Octavian), zel² hl§vkov® b²l® (Albatros F1, Aros F1, Atila F1, Avak F1, Betti F1, 

Dynamic F1, Holt, Hornet F1, Kalibro F1, Libreto F1, Madison F1, Magion F1, Midor F1, 

Pluto, Polar, Pourovo polopozdn², Pourovo pozdn², Pylon F1, Status F1, Target F1, Zeus F1, 

Zora), zel² hl§vkov® ļerven® (Kalibos, Mars, Moderat F1, Pourovo ļerven®, Rufus), zel² ļ²nsk® 

(Paket) a zel² pekingsk® (Bristol, Capitol F1, Forco F1, Hilton). 

Osivo bylo vyseto do perlitu (Profi-Grow, Ļesk§ republika); nakl²ļen® rostliny byly 

pŚepikĨrov§ny do kontejnerŢ 9x9 cm a substr§tu TS 3 medium s j²lem (Klasmann-Deilmann 

GmbH, NŊmecko) a pŊstov§ny pŚi fotoperiodŊ 16 h den/8 h noc a teplotŊ 20-22 ÁC/16-18 ÁC. 

Rostliny byly po celou dobu kultivace pŚihnojov§ny jednou tĨdnŊ roztokem hnojiva Kristalon 

Start o koncentraci 1g/l (AGRO CS, Ļesk§ republika). Prvn² dva prav® listy byly mechanicky 

inokulov§ny homogen§tem z infikovan® rostliny kŚenu TuMV, izol§t TuMV43. Inokulum bylo 

pŚipraveno rozetŚen²m 1 g infikovan®ho listu v 9 ml 10 mM fosf§tov®ho pufru (pH 7,4), s 1% 

pŚ²davkem kŚemeliny ËCeliteË. V kaģd® variantŊ bylo testov§no 10 rostlin, dvŊ rostliny t®ģe 

odrŢdy byly pouģity jako negativn² kontrola, a dvŊ rostliny hoŚļice, odrŢda Pol§rka, 

inokulovan® stejnĨm inokulem byly pouģity jako pozitivn² kontrola pro ovŊŚen² jeho 

infekļnosti. PrŢbŊh infekce byl monitorov§n v tĨdenn²ch intervalech po dobu 3 tĨdnŢ, kdy byl 

zaznamen§v§n vĨvoj pŚ²znakŢ, a pŚ²tomnost viru byla zjiġŠov§na 3 tĨdny po inokulaci pomoc² 

DAS-ELISA testu. 

 

VĨsledky 

Na podzim roku 2019 byl zaznamen§n vĨskyt dvou, ze ļtyŚ sledovanĨch virŢ, a to TuMV a 

TuYV na vġech ļtyŚech ekologickĨch farm§ch (Tabulka 1). 

NejbŊģnŊjġ²m hostitelem obou virŢ byl tuŚ²n. PŚ²znakov®, viry infikovan® rostliny byly 

zaznamen§ny na lokalitŊ II a III, typickĨmi symptomy byly chlorotick® mozaiky na listech. PŚi 

vizu§ln² prohl²dce pŚesahoval v obou pŚ²padech pod²l pŚ²znakovĨch rostlin 50 %.  U vybranĨch 

testovanĨch pŚ²znakovĨch rostlin byla v 75 % pŚ²padŢ prok§z§na smŊsn§ infekce TuMV a 

TuYV, v jednom pŚ²padŊ byla zaznamen§na infekce pouze TuYV a v jednom pŚ²padŊ infekce 

pouze TuMV.  

PŚ²znakov® rostliny hl§vkov®ho zel² se vyskytovaly na vġech lokalit§ch, kdy infikovan® rostliny 

vykazovaly chlorotickou mozaiku a zakrslost. Zat²mco se na lokalit§ch I, II a III pŚ²znakov® 

rostliny nach§zely ojedinŊle, na lokalitŊ IV byla zaznamen§na jejich vyġġ² ļetnost. Ve vġech 

pŚ²padech byl v pŚ²znakovĨch rostlin§ch hl§vkov®ho zel² potvrzen TuYV. Vyġġ² vĨskyt TuYV 

na lokalitŊ IV je s vysokou pravdŊpodobnost² spojen s existenc² zdroje infekce, tj. TuYV 

infikovanĨmi rostlinami Śepky nach§zej²c²mi se pŚ²mo v porostu zel².  

Na lokalitŊ I byl zaznamen§n zvĨġenĨ poļet pŚ²znakovĨch rostlin kedlubnu, ve kterĨch 

pŚevl§dala infekce TuYV nad TuMV, v jednom pŚ²padŊ se jednalo o smŊsnou infekci. 

Infikovan® rostliny vykazovaly m²rnou chlorotickou mozaiku. 

Na lokalitŊ II byl detekov§n ojedinŊle vĨskyt TuYV i na rostlin§ch zel² ļ²nsk®ho vykazuj²c²ch 

m²rnou mozaiku.    

Potenci§lnŊ vĨznamnĨm hostitelem TuMV se uk§zal kŚen selskĨ, kterĨ byl infikov§n TuMV 

v bl²zkosti lokality II. To, ģe je kŚen epidemiologicky vĨznamnĨm hostitelem potvrzuje zjiġtŊn² 

vĨskytu TuMV ve 29 ze 46 podezŚelĨch rostlin kŚenu v oblasti Lednice na MoravŊ. TypickĨm, 
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lehce rozpoznatelnĨm pŚ²znakem, byla stŚedn² aģ siln§ chlorotick§ mozaika. Ani v jedn® 

testovan® rostlinŊ kŚenu vġak nebyl detekov§n TuYV, TYMV anebo CaMV. 

Tabulka 1: Detekce TuMV a TuYV na studovanĨch lokalit§ch. (uveden je poļet pozitivn²ch 

/testovanĨch rostlin) 

 

Lokalita  Druh zeleniny TuMV  TuYV  

I  zel² hl§vkov® 0/1 1/1 

 kedluben 1/17 4/17 

 zel² ļ²nsk® 0/1 0/1 

 tuŚ²n 0/1 0/1 

II  zel² hl§vkov® 0/7 3/7 

 kedluben 0/1 0/1 

 zel² ļ²nsk® 0/3 2/3 

 tuŚ²n 6/7 7/7 

 kŚen selskĨ 1/1 0/1 

III  zel² hl§vkov® 0/5 4/5 

 tuŚ²n 5/6 4/6 

 hoŚļice b²l§ 0/5 5/5 

IV  zel² hl§vkov® 0/26 17/26 

 Śepka olejka 0/3 3/3 

Lednice kŚen selskĨ 29/46 0/46 

 

Celkem bylo otestov§no na rezistenci vŢļi TuMV 68 odrŢd koġŠ§lovĨch zelenin (Tabulka 2). 

VŊtġina z nich byla k viru vn²mav§ a vykazovala typick® pŚ²znaky infekce ï chlorotick® 

mozaiky a chlorotick® krouģky na listech. Jako rezistentn² se jev² odrŢdy Rossignol (kapusta 

kadeŚav§), Dolores F1 (kapusta rŢģiļkov§) a Capitol F1 (zel² pekingsk®). Inokulovan® rostliny 

tŊchto odrŢd nevykazovaly ģ§dn® pŚ²znaky infekce, pŚ²tomnost viru nebyla prok§z§na DAS-

ELISA testem ani tŚi tĨdny po inokulaci. 

ĻtyŚi odrŢdy reagovaly na infekci jen chlorotickĨmi nebo nekrotickĨmi l®zemi na 

inokulovanĨch listech, pŚiļemģ nedoġlo k ġ²Śen² infekce do syst®mu rostliny a inokulovan® listy 

brzy odumŚely. Jednalo se o odrŢdy kapusty kadeŚav® - Rann§ ģlut§ a Entira F1, zel² ļ²nsk®ho 

ï Paket a zel² pekingsk®ho - Bristol. Vġechny testovan® odrŢdy brokolice, kapusty hl§vkov®, 

kedlubnu, zel² hl§vkov®ho a kvŊt§ku byly vn²mav® a nebyla u nich detekov§na ģ§dn§ ¼roveŔ 

odolnosti.   

 

Tabulka 2: Hodnocen² rezistence koġŠ§lovĨch zelenin vŢļi viru mozaiky vodnice (TuMV). 

 

Druh zeleniny R/T Rezistentn² odrŢdy Lokalizovan§ infekce 

brokolice 0/4 --- --- 

kapusta kadeŚav§  1/9 Rossignol Rann§ ģlut§, Entira F1 

kapusta hl§vkov§ 0/6 --- --- 

kapusta rŢģiļkov§ 1/2 Dolores F1 --- 

kedluben 0/12 --- --- 

kvŊt§k 0/3 --- --- 

zel² hl§vkov® 0/27 --- --- 

zel² ļ²nsk® 0/1 --- Paket 

zel² pekingsk® 1/4 Capitol F1 Bristol 

R: poļet rezistentn²ch odrŢd; T: celkovĨ poļet testovanĨch odrŢd;  
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Diskuze 

Virus mozaiky vodnice (Turnip mosaic virus, TuMV) je od sv®ho objevu povaģov§n za 

hospod§Śsky vĨznamnĨ virus. Tomlinson (1987) ho dokonce povaģuje za druhĨ 

nejvĨznamnŊjġ² virus infikuj²c² poln² plodiny po viru mozaiky okurky (Cucumber mosaic virus, 

CMV). Ztr§ty na vĨnosech a kvalitŊ produkce brukvovitĨch zelenin mohou dosahovat aģ 70 % 

(Li a kol. 2019). Za zvl§ġŠ vĨznamnĨ je povaģov§n v Asii, a to hlavnŊ d²ky ġ²Śen² v ļ²nsk®m 

zel² a Śedkv²ch (Green a Deng 1985; Sako 1981).  

V Ļesk® republice byl poprv® vĨskyt TuMV zaznamen§n v polovinŊ 80-Ĩch let minul®ho 

stolet² na rostlin§ch m§ku set®ho (Papaver somniferum) (Ġpak a Kubelkov§, 1990). V roce 

1991 byl publikov§n jeho vĨskyt na rostlin§ch ġpen§tu (Spinacia oleracea), u kter®ho je choroba 

zodpovŊdn§ za sn²ģen² kvality a vĨnosu ļerstv® hmoty listŢ (Chod a Jokeġ 1991). 

V minulosti byly z²sk§ny a analyzov§ny ļesk® izol§ty TuMV pŢvodem ze zel² hl§vkov®ho (B. 

oleracea), Śepky (B. rapa), kŚenu (Armoratia rustikana) a ļesn§ļku (Alliaria officinalis) ve 

vġech pŚ²padech se jednalo o izol§ty n§leģ²c² do fylogenetick® skupiny 'world-B' preferenļnŊ 

infikuj²c² rostliny rodu Brassica. Podle patotypizace dle Jenner a Walsh (1996) byly Śazeny 

k patotypŢm 3, 4 a 5. Izol§ty z²skan® v t®to pr§ci n§leģ² ke stejn® fylogenetick® skupinŊ, tj. 

'world-B' (data neuk§z§na). Patotypizaci na diferenciaļn²ch hostitel²ch vġak nebylo moģn® 

prov®st, protoģe diferenciaļn² linie nebyly dostupn® ani u autorŢ, ani v genovĨch bank§ch, a 

proto je jejich zaŚazen² do patotypŢ nejasn®.  

Uv§d² se, ģe hlavn²m zdrojem infekce TuMV infekce jsou pleveln® rostliny a infikovan® 

rostliny rostouc² na neobdŊl§vanĨch ploch§ch. Naġe pozorov§n² naznaļila, ģe hlavn²m zdrojem 

ġ²Śen² vir·z na koġŠ§lovĨch zelenin§ch jsou infikovan® rostliny Śepky, jej² infikovan® vĨdroly 

a jej² pŚezimuj²c² rostliny vyskytuj²c² se v bl²zkosti vĨsadeb. VĨznamnou roli mohou sehr§t i 

infikovan® planŊ rostouc² rostliny kŚenu. Z tohoto pohledu nejsou koġŠ§lov® zeleniny rizikem 

pro Śepku, ale naopak Śepka pro koġŠ§loviny. 

VĨskyt TuMV, ale i TuYV na koġŠ§lovĨch zelenin§ch bude vyġġ² aģ ve druh® polovinŊ 

vegetace, kdy doch§z² k rozvoji infekce na zdrojovĨch rostlin§ch a ġ²Śen² TuMV mġicemi. V 

naġich podm²nk§ch jsou nejvĨznamnŊjġ²mi vektory mġice zeln§, kter§ se vyskytuje od cca 

poloviny kvŊtna do z§Ś² aģ poloviny Ś²jna s prvn²m vrcholem migraļn² vlny v ļervenci a 

podzimn²m maximem letov® aktivity koncem z§Ś². Mġice broskvoŔov§ bĨv§ zachycov§na od 

poļ§tku kvŊtna aģ do listopadu s vrcholem migrace v druh® polovinŊ z§Ś² (RychlĨ a kol. 2022). 

Je pravdŊpodobn®, ģe vyġġ² vĨskyt TuMV na rostlin§ch tuŚ²nu, ale i vodnice, pekingsk®ho a 

ļ²nsk®ho zel² a kŚenu souvis² s t²m, ģe povrch jejich listŢ nen² kryt voskovou vrstvou a tedy 

rostliny jsou n§chylnŊjġ² k vektorov®mu pŚenosu TuMV nebo TuYV.  

Kontrola viru mozaiky vodnice je obt²ģn§. Doporuļen§ opatŚen² spoļ²vaj² v zakl§d§n² 

zelin§ŚskĨch ploch v dostateļn® vzd§lenosti od zdrojŢ infekce, jejich monitoringu a 

odstraŔov§n². Likvidace vektorŢ insekticidy je problematick§, a to jak z pohledu efektivnosti, 

tak z pohledu environment§ln²ho. Ide§ln²m Śeġen²m je proto pouģit² rezistentn²ch odrŢd. 

PŚev§ģnŊ dominantn² geny rezistence byly identifikov§ny u B. napus, B. rapa,  B. juncea a 

Lactuca sativa. Z typickĨch zelenin byly zdroje rezistence identifikov§ny u genotypŢ ļ²nsk®ho 

zel² (B. rapa). V pŚ²padŊ koġŠ§lovĨch zelenin poch§zej²c²ch z B. oleracea byly provedeny jen 

skr²ningov® studie zamŊŚen® na detekci rezistence bez podrobn®ho mapov§n² markerŢ nebo 

genŢ rezistence. Rezistentn² nebo vysoce odoln® genotypy byly nalezeny u zel² b²l®ho, kvŊt§ku, 

kapusty, kedlubnu, brokolice, rŢģiļkov® kapusty (Walkey a Neely 1980; Walkey a Pink 1988; 

Sevik a Deligoz 2016; Nyalugwe a kol. 2015; Guerret a kol. 2017; Lv a kol. 2020). Probl®mem 

zŢst§v§ velkĨ poļet tŊģko rozliġitelnĨch patotypŢ TuMV, na kter® reaguj² jednotliv® genotypy 

hostitelskĨch druhŢ zelenin rŢznŊ. 
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Z§vŊr 

Byl potvrzen zvĨġenĨ vĨskyt TuMV na tuŚ²nu a kedlubnu pŚev§ģnŊ ve smŊsn® infekci s TuYV 

a na kŚenu. Zel² b²l® bylo ve vġech pŚ²padech infikovanou pouze TuYV. Jako nejvĨznamnŊjġ² 

potenci§ln² zdroje infekce byly vyhodnoceny infikovan® rostliny Śepky. 

Z testovanĨch druhŢ brukvovit® zeleniny byla rezistence vŢļi TuMV zjiġtŊna u kapusty 

kadeŚav® (cv. Rossignol), kapusty rŢģiļkov® (cv. Dolores F1) a pekingsk®ho zel² (cv. Capitol 

F1). 

 

Literatura  

Gardner M. W., Kendrick J. B. (1921): Turnip mosaic. Journal of Agricultural Research 22: 

123ï124. 

Green S. K., Deng T. C. (1985): Turnip mosaic virus strains in cruciferous hosts Taiwan. Plant 

Disease 69: 28ï31. 

Guerret M. G. L., Nyalugwe E. P., Maina S., Barbetti M. J., van Leur J. A. G., Jones, R. A. C. 

(2017): Biological and molecular properties of a Turnip mosaic virus (TuMV) strain that 

breaks TuMV resistances in Brassica napus. Plant Disease 101: 674ï683. 

Chod J., Jokes M. (1991): Turnip mosaic virus as a cause of spinach yellow-spotting. Ochrana-

Rostlin-UVTIZ (CSFR) 27 (3-4): 211ï215. 

Jenner C. E., Walsh J. A. (1996): Pathotypic variation in turnip mosaic virus with special 

reference to European isolates. Plant Pathology 45 (5): 848ï856. 

Li G., Lv H., Zhang S., Zhang S., Li F., Qian W., Fang Z., Sun R. (2019): TuMV management 

for brassica crops through host resistance: retrospect and prospects. Plant Pathology 

68:1035ï1044. 

Ling, L., Yang, J. A. (1940): Mosaic disease of rape and other cultivated Crucifers in China. 

Phytopathology 30: 338ï342. 

Lv, H., Fang, Z., Yang, L., Zhang Y., Wang Y. (2020): An update on the arsenal: mining 

resistance genes for disease management of Brassica crops in the genomic era. Horticulture  

Research 7, 34.  

Moreno A., Fereres A. (2012): Virus diseases in lettuce in the Mediterranean Basin. In: 

Loebenstein, G., Lecoq, H. (Eds.): Advances in Virus Research, Viruses and Virus Diseases 

of Vegetables in the Mediterranean Basin, pp. 247ï288, Academic Press, San Diego. 

NCBI (2022): National Center for Biotechnology Information. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/. Navġt²veno 8.6.2022. 

Nellist C. F., Ohshima K., Ponz F., Walsh J. A. (2022): Turnip mosaic virus, a virus for all 

seasons. Annals of Applied Biology 180 (3): 312ï327.  

NŊmcov§ V., Buchtov§ I. (2021): Situaļn² a vĨhledov§ zpr§va ï zelenina. Ministerstvo 

zemŊdŊlstv². https://eagri.cz/public/web/file/692977/Zelenina_2021_web.pdf 

Nguyen H. D., Tomitaka Y., Ho S. Y. W., Duch°ne S., Vetten H.-J., Lesemann D., Walsh J. 

A., Gibbs A. J., Ohshima, K. (2013): Turnip mosaic Potyvirus probably first spread to 

Eurasian brassica crops from wild orchids about 1000 years ago. PLoS One, 8, e55336. 

Nyalugwe E. P., Barbetti M. J., Jones, R. A. C. (2015): Studies on resistance phenotypes to 

Turnip mosaic virus in five species of Brassicaceae, and identification of a virus resistence 

gene in Brassica juncea. European Journal of Plant Pathology 141: 647ï666. 

RychlĨ S., Fryļ D., Ġkulav²kov§ O. (2022) Monitorov§n² letu mġic v Ļesk® republice v roce 

2021 a jejich oļek§vanĨ stav v roce 2022. ĐstŚedn² kontroln² a zkuġebn² ¼stav zemŊdŊlskĨ 

pp. 187.  



¨ǊƻŘŀ 12/2022, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

169 

 

Sako N. (1981): Virus disease of Chinese cabbage in Japan. In: Talekar N. S., Griggs T. D., 

editors. Chinese cabbage. Proceedings of the First International Symposium. AVRDC; 

Shanhau, Tawain, pp. 129ï141. 

Sevik M. A., Deligoz I. (2016): The reaction of cabbage (Brassica oleracea L.) breeding lines 

against Turnip mosaic virus. Acta Scientiarum Polonorum, Hortorum Cultus 15:111ï119. 

Shattuck V. I. (1992): The biology, epidemiology and control of Turnip mosaic virus. In. J. 

Janick (Ed) Plant breeding reviews (pp. 199-238). New York, John Wiley and Sons. 

Schultz E. S. (1921): A transmissible mosaic disease of Chinese cabbage, mustard, and turnip. 

Journal of Agricultural Research 22: 173ï177. 

Smith, K. M. (1935): A virus disease of cultivated Crucifers. Annals of Applied Biology 22: 

239ï242. 

Ġpak J., Kubelkov§ D. (1990): Occurrence of turnip mosaic virus in opium poppy (Papaver 

somniferum) in CSFR. Ochrana Rostlin - UVTIZ (CSFR) 26: 257ï261 

Tomlinson J. A. (1987): Epidemiology and control of virus diseases of vegetables. Annals of 

Applied Biology 110: 661ï681. 

Walsh J. A., Jenner C. E. (2022): Turnip mosaic virus and the quest for durable resistance. 

Molecular Plant Pathology 3: 289ï300. 

Zhu F., Sun Y., Wang Y., Pan H., Wang F., Zhang X., Zhang Y., Liu J. (2016): Molecular 

characterization of the complete genome of three basal-BR isolates of Turnip mosaic virus 

infecting Raphanus sativus in China. International Journal of Molecular Sciences 17: 888. 

 

 

PodŊkov§n² 

VĨsledek vzniknul s pomoc² podpory projektu MZe QK1910070 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kontaktn² adresa: 

Prof. RNDr. Milan Navr§til, CSc. 

Katedra bunŊļn® biologie a genetiky 

PŚ²rodovŊdeck§ fakulta 

Univerzita Palack®ho v Olomouci 

ĠlechtitelŢ 27 

783 71 Olomouc 

Telefon: 585634900, e-mail milan.navratil@upol.cz 

 

mailto:milan.navratil@upol.cz


¨ǊƻŘŀ 12/2022, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

170 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



¨ǊƻŘŀ 12/2022, ǾŠŘŜŎƪł ǇǌƝƭƻƘŀ őŀǎƻǇƛǎǳ 

171 

 

Esenci§ln² olej z fenyklu obecn®ho a jeho potenci§ln² vyuģit²  

v ochranŊ rostlin 

Foeniculum vulgare essential oil and its potential use in plant protection 

Nov§k M.1,2, Pavela R1. 

1VĨzkumnĨ ¼stav rostlinn® vĨroby, v.v.i. Praha-RuzynŊ 
2Ļesk§ zemŊdŊlsk§ univerzita v Praze 

Abstrakt  

C²lem pr§ce bylo zjistit insekticidn² ¼ļinnost esenci§ln²ho oleje (EO) z fenyklu obecn®ho 

(Foeniculum vulgare) proti kyjatce travn² (Metopolophium dirhodum), se z§mŊrem poskytnout 

informace o moģnostech jeho vyuģit² jako ¼ļinn® l§tky potenci§ln²ch environment§lnŊ 

bezpeļnĨch botanickĨch aphicidŢ. DospŊlci kyjatek byli podrobeni testu na akutn² toxicitu a 

pŚi n§sledn®m statistick®m vyhodnocen² byly pomoc² probitov® analĨzy odhadnuty sublet§ln² 

(LC30) a let§ln² (LC50 a LC90) koncentrace. LC30 byla odhadnuta na 0,11 ml/l, LC50 na 0,29 ml/l 

a LC90 na 2,79 ml/l. D§le byl zjiġtŊn vliv EO na larvy slun®ļka vĨchodn²ho (Harmonia 

axyridis), jakoģto vĨznamn®ho pred§tora mġic. U slun®ļek jsme zjistili pouze zanedbatelnĨ vliv 

EO na mortalitu larev a ģ§dnou negativn² ¼ļinnost na n§slednĨ vĨvoj oġetŚenĨch jedincŢ. Na 

z§kladŊ n§mi zjiġtŊnĨch vĨsledkŢ lze uvaģovat o EO z fenyklu jako o ¼ļinn® l§tce vhodn® pro 

dalġ² vĨvoj environment§lnŊ pŚ§telskĨch botanickĨch aphicidŢ.  

Kl²ļov§ slova: esenci§ln² oleje, mortalita, fertilita, mġice, Harmonia axyridis 

 

Abstract  

The aim of this work was  to study the insecticidal efficacy of Foeniculum vulgare essential oil 

against Metopolophium dirhodum, to provide information on the possibilities of its use as an 

active ingredient of potential environmentally safe botanical aphicides. Apterous adults of M. 

dirhodum were subjected to an acute toxicity test. In subsequent statistical evaluation sublethal 

(LC30) and lethal (LC50 and LC90) concentrations were estimated using the probit analysis. The 

LC30 was estimated on 0.11 ml/l, the LC50 on 0.29 ml/l and the LC90 on 2.79 ml/l. Furthermore, 

the effect of EO on the larvae of Harmonia axyridis, as an important predator of aphids, was 

determinated. We found only a negligible effect of EO on larval mortality and no negative effect 

of EO on the subsequent larval development of the treated individuals of H.axyridis. Based on 

our results, fennel EO can be considered as an effective substance suitable for the further 

development of environmentally friendly botanical aphicides. 

Keywords: essential oils, mortality, fertility, aphids, Harmonia axyridis 

 

Đvod 

V r§mci snah o udrģitelnŊjġ² zemŊdŊlstv², kter® m®nŊ ohroģuje biodiverzitu, se st§le ļastŊji ve 

veŚejn® i odborn® debatŊ objevuje ot§zka sn²ģen² mnoģstv² aplikovanĨch syntetickĨch pesticidŢ 

na agroekosyst®m. V registru pŚ²pravkŢ na ochranu rostlin se neust§le sniģuje mnoģstv² 

povolenĨch ¼ļinnĨch l§tek a pŚ²pravkŢ syntetick®ho pŢvodu (Vasiliu 2022). KromŊ tŊchto 

konvenļn²ch pesticidŢ je na trhu ale i nŊkolik pesticidŢ botanickĨch. Tyto pŚ²pravky jsou mimo 

jin® povoleny v ekologick®m zemŊdŊlstv², z§roveŔ jsou vġak i dostupn® pro zahr§dk§Śe (Pavela 

2020).  
ĐļinnĨmi l§tkami botanickĨch pesticidŢ jsou sekund§rn² metabolity rostlin, kter® lze definovat 

jako biologicky aktivn² l§tky pŚirozen® obranyschopnosti rostlin. Tyto l§tky vykazuj² na hmyz 

insekticidn², protipoģerov®, antiovipoziļn² ļi repelentn² ¼ļinky. Mezi takov®to sekund§rn² 

metabolity rostlin patŚ² pr§vŊ i esenci§ln² oleje (Pavela 2020). 

Esenci§ln² oleje (EO) jsou pŚ²rodn² l§tky syntetizov§ny aromatickĨmi rostlinami. Laick® 

veŚejnosti mohou bĨt zn§my jako ®terick® oleje ļi silice. Rostliny vytv§Śej² tyto l§tky ve vġech 
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