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Souhrn
V letech 2007 a 2008 byly odebrány vzorky slunečnice ve stádiu BBCH 14 (4 vyvinuté listy), 32–33 (2–3 internodia), 51 

(objevení se základu květu) a 61 (počátek kvetení) a to rostlin a kořenů, v BBCH 14 a 32–33 také vzorky půdy. V BBCH 14 
a 32–33 byly vzorky rostlin bez viditelné přítomnosti patogena, v BBCH 51 a 61 rostliny vykazující příznaky vadnutí. Vzorky 
stonků a kořenů byly analyzovány metodou PCR a ELISA vzorky půdy pouze PCR. Metodou ELISA byla zjištěna přítomnost 
S.sclerotiorum ve větším počtu případů, než tomu bylo u metody PCR. Detekována byla především přítomnost patogena 
v kořenech a také v časnějších růstových fázích slunečnice. Byla zjištěna malá shoda metod v  detekci patogena v kořenech 
a listech a přítomnosti S. sclerotiorum v rostlinách s typickými vizuálními symptomy této choroby. Je otázkou, zda se na vadnutí 
rostlin slunečnice nepodílí i jiný houbový patogen. 
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Summary
Between 2007 and 2008 were collected samples of sunflower in stage BBCH 14 (4 developed leaves), 32–33 (2–3 internodes), 

51 (the emergence of flower base) and 61 (beginning of flowering) the plants and roots, in the BBCH 14 and 32–33 the soil 
samples. The BBCH 14 and 32–33 are samples of the plants without any visible presence of the pathogen, the BBCH 51 and 
61 plants showing signs of infestation. Samples of stems and roots were analyzed by PCR and ELISA and soil samples PCR 
only. The method of ELISA was detected S.sclerotiorum in more cases than it was at the PCR. Was mainly detected the 
presence of the pathogen in the roots and also in earlier stages of sunflower growth. It was found little consensus methods for 
detecting the pathogen in roots and leaves and the presence of S. sclerotiorum in plants with typical visual symptoms of the 
disease. It is questionable whether the sunflower plants wilt not participates in a different fungal pathogen. 
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Úvod
Sclerotinia sclerotiorum je houbový patogen napadající celo

světově více než 400 druhů rostlin, z nichž mnohé jsou pěstová
ny jako kulturní plodiny na polích. Mezi takové patří například 
brambory, řepka, mák i slunečnice (Garg a kol., 2010). Primárním 
zdrojem infekce u řepky i slunečnice jsou askospory produkova
né v jarních měsících plodnicemi houby vyrostlými ze sklerocií 
v zemi. Kromě tohoto způsobu šíření dochází v půdě za určitých 
podmínek ke carpogenickému klíčení sklerocií a šíření infekčních 
hyf  půdou  ke  kořenům  rostlin.  Toto  šíření  je  dlouho  skryté 
a na  rostlinách se projeví  až později,  u  slunečnice  to bývá 
v období počátku květu (Cowan a kol., 2010). 

Detekce choroby na rostlinách slunečnice je vizuálně možná 
až v době, kdy již houba poškozuje výrazně rostliny a možnosti 
kvalitní ochrany jsou malé. Využívání analytických metod PCR 
nebo ELISA pro zjištění přítomnosti patogena v rostlině nebo 
půdě v době před rozvinutím choroby je v literatuře zmiňováno 
jen vzácně. Metoda PCR a DAS ELISA byla využita při studiu 
výskytu viru SuCMoV (Sunflower chlorotic mottle virus) (Giolitti 
a kol., 2009). Metoda RTPCR byla využita při analýze dějů 
v rostlinách slunečnice při napadení S. sclerotiorum. Detekovány 
byla exprese genů kódujících neutrální endopolygalacturonasy 
na počátku vzniku nekróz (Fraissinettachet a kol., 1994). 

Metoda  ELISA  byla  využita  při  studiu  možnosti  detekce 
S. sclerotiorum na koruních plátcích řepky s využitím těchto 
informací pro vypracování modelu predikce  rozvoje dalšího 
napadení plodiny (Bom a kol., 2000).  

Cílem naší práce bylo ověřit, zda metody PCR a ELISA jsou 
vhodné k použití k včasné detekci S. sclerotiorum u rostlin slu
nečnice a v půdě a vzájemné porovnání výsledků analýz.

Metodika
V letech 2007 a 2008 byly zasety experimentální plochy slu

nečnice odrůdy Alexandra a to na pozemcích, kde se v osevním 
sledu střídá ozimá řepka a slunečnice v tříletých cyklech, takže 
je  zde  vysoká  pravděpodobnost  výskytu  S.  sclerotiorum. 
Ve vývojových stádiích růstu slunečnice BBCH 14 (4 vyvinuté 
listy), 32–33 (2–3 internodia), 51 (objevení se základu květu) a 61 
(počátek kvetení) byly odebrány vzorky rostlin a kořenů, v BBCH 
14 a 32–33 také vzorky půdy. V BBCH 14 a 32–33 byly odebrány 
vzorky  rostlin  náhodně  bez  viditelné  přítomnosti  patogena 
na rostlinách. V BBCH 51 a 61 byly vybrány selektivně rostliny 
vykazující příznaky vadnutí. V roce 2007 byly rostliny odebírané 
v BBCH 61 rozděleny na části pod úborem, stonek, kořenový 
krček a kořen. V roce 2008 byly ve stádiu BBCH 61 rostliny roz
děleny jen na stonky a kořeny. Celkem bylo v roce 2007 analy
zováno 75 vzorků a v roce 2008 110 vzorků.

Všechny  vzorky  rostlinného  materiálu  odebrané  v  roce 
2007 byly po usušení a namletí analyzovány metodou PCR 
v laboratoři molekulární genetiky Agrotestu fyto, s.r.o. a stejné 
vzorky byly zaslány na pracoviště „Institut für Pflanzenpathologie 
und Pflanzenschutz der GeorgAugustUniversität Göttingen“ 
profesoru G. Wolfovi, který provedl analýzy pomocí metody 
ELISA. 

Vzorky rostlinného materiálu odebrané v roce 2008 byly všech
ny analyzovány metodou PCR ve vlastní laboratoři molekulární 
genetiky  Agrotestu  fyto,  s.r.o.  a  na  pracoviště  „Institut  für 
Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz der GeorgAugust
Universität Göttingen“ profesoru G. Wolfovi byly z kapacitních 
důvodů  německé  strany  zaslány  pouze  vzorky  odebrané 
v BBCH 61.
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Vzorky půdy odebírané v bezprostřední blízkosti rostlin, které 
byly odebrané pro rozbor stonků a kořenů, byly analyzovány 
pouze metodou PCR v laboratoři molekulární genetiky Agrotestu 
fyto, s.r.o.  

Analýza metodou PCR – Vzorky odebraných rostlin, kořenů 
a půdy byly zmraženy na 30 °C. Před analýzou byl rostlinný 
materiál mechanicky drcen v třecí misce za pomoci tekutého 
dusíku. Genomová DNA pak byla  izolována pomocí DNeasy 

Plant Minikitu Qiagene. Diagnostika byla provedena pomocí PCR 
za přítomnosti druhově specifických primerů (Freeman a kol., 
2002). Separace produktu PCR byla provedena na horizontální 
agarozové elektroforéze a vizualizovaná po obarvení na UV tran
siluminátoru.

Analýza metodou ELISA – Vzorky byly po odběru vysušeny při 
30 oC a po té pomlety. Pak byly přes noc třepány v extrakčním 
pufru (1:20 w/v) při 4 oC. Po extrakci bylo 1000 µl extraktu dáno 
do centrifugy a centrifugováno při 13000 rpm. Sedlina byla přímo 
analyzována ELISA, měření extinkce bylo provedeno fotometrem 
při vlnové délce 405 nm a  referenční vlnové délce 592 nm. 
Analýzy  byly  provedeny  u  profesora  Wolfa  v  Institut  für 
Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz der GeorgAugust
Universität Göttingen.

Výsledky a diskuse
Rok 2007 byl pro rozvoj S. sclerotiorum velmi příznivý a na 

slunečnici se projevily příznaky půdní infekce již před počátkem 
kvetení. Ve vzorcích půdy odebraných ve stádiu BBCH 14 meto
da PCR neprokázala žádnou přítomnost S. sclerotiorum, stejně 
jako u vzorků stonků a kořenů. Naproti tomu metoda ELISA pro
vedená u stejných vzorků stonků a kořenů prokázala u tří vzorků 
kořenů významnou přítomnost patogena. Obě metody se shodly 
v hodnocení stonků, ale při hodnocení kořenů byl výsledek různý.

Rozbor vzorků odebraných v BBCH 32 byl na základě hodno
cení metodou PCR negativní na přítomnost S. sclerotiorum jak 
u kořenů, tak i stonků a půdy. Metoda ELISA se shodla s PCR 
v negativním hodnocení přítomnosti S. sclerotiorum ve stoncích, 
ale opět u kořenů byl výsledek rozdílný. ELISA metodou byla zjiš
těna přítomnost patogena ve třech případech.

Rozbor vzorků odebraných v BBCH 51 z vadnoucích rostlin byl 
na základě hodnocení metodou PCR negativní na přítomnost 
S. sclerotiorum jak u kořenů, tak i stonků. Metoda ELISA proká
zala napadení S. sclerotiorum v jednom případě u kořene a v jed
nom případě u stonku. 

Rozbor vzorků odebraných v BBCH 61 z napadených rostlin 
s výraznými vizuálními příznaky S. sclerotiorum byl na základě 
hodnocení metodou PCR pozitivní u všech stonků a jednoho 
kořenového krčku. Metoda ELISA prokázala přítomnost patoge
na ve dvou případech kořenů a krčků. 

Metoda PCR prokázala v sezoně 2007 přítomnost S. scleroti

orum pouze ve stádiu počátku kvetení, kdežto metoda ELISA 
prokázala navíc přítomnost patogena  i ve stádiu slunečnice 
BBCH 51 a BBCH 32 a to v kořenech.

Rok 2008 byl pro rozvoj S. sclerotiorum méně příznivý, ale 
na slunečnici se opět projevily příznaky vadnutí následkem půd
ní  infekce počátkem kvetení. Ve vzorcích půdy odebraných 
ve stádiu BBCH 14 metoda PCR neprokázala žádnou přítomnost 
S. sclerotiorum, stejně jako u vzorků stonků a kořenů a stejně tak 
tomu bylo i u vzorků odebraných ve stádiu BBCH 32 a BBCH 51. 
Analýzy metodou ELISA byly provedeny pouze u vzorků odebra
ných ve stádiu BBCH 51 a byly také negativní a to jak u kořenů, 
tak i u stonků a to i přes to, že část vzorků stonků a kořenů byla 
odebrána z rostlin s vizuálními příznaky vadnutí obecně připiso
vanému půdní infekci S. sclerotiorum. 

U vzorků odebraných v BBCH 61 prokázala metoda PCR pozi
tivní přítomnost S. sclerotiorum v pěti případech u stonků, když 
byly vzorky opět odebrány z rostlin s příznaky napadení. V koře
nech nebyla přítomnost patogena metodou PCR prokázána.

Z výsledků vyplývá, že metodou ELISA byla zjištěna přítom
nost S. sclerotiorum ve větším počtu případů, než tomu bylo 
u metody PCR. Detekována byla především přítomnost patoge
na v kořenech a také v časnějších růstových fázích slunečnice. 
Walcz (1985) uvádí metodu ELISA jako dostatečně citlivou a spe
cifickou pro zjištění S. sclerotiorum u slunečnice a za hraniční 
považuje koncentraci 10 ng/ml. Metody PCR a RTPCR byly 
využity při sledování expresí genů způsobujících odolnost proti 
S. sclerotiorum (Fraissinettachet 1994), nebo pro detekci virů 
u slunečnice (Giolitti 2009). Pro sledování přítomnosti patogena 
S. sclerotiorum v půdě, kořenech a stoncích v období před vzni
kem typických viditelných příznaků choroby nejsou v dostupné 
literatuře údaje. 

Kromě malé shody obou metod v detekcích přítomnosti pato
gena v kořenech a listech nebyla také prokázána přítomnost S. 

sclerotiorum v rostlinách s typickými vizuálními symptomy obec
ně připisovaným této chorobě. Nejzřetelnější to bylo v roce 2008 
u vzorků odebraných v BBCH 51, kde byla část rostlin vizuálně 
zdravých a druhá část vadnoucí rostliny. U žádné z rostlin neby
la zjištěna přítomnost S. sclerotiorum a to žádnou z metod. Je 
otázkou, zda se na vadnutí rostlin slunečnice nepodílí i jiný hou
bový patogen.

Závěr
Sclerotinia  sclerotiorum  je  významný patogen slunečnice 

v podmínkách jejího pěstování v České republice a v některých 
letech způsobuje vysoké ztráty na výnose a kvalitě produkce. 
Možnosti ochrany proti této chorobě se kromě agrotechnických 
opatření omezují na aplikace fungicidů v termínu od 8–10 listů 
do počátku kvetení. Tímto opatřením lze potlačovat chorobu 
a jejího původce pocházející z askospor. Při klíčení carpogenic
kém jsou rostliny napadeny z půdy a až do období počátku kve
tení se choroba vizuálně neprojevuje. Detekce patogena v rostli
nách v raných vývojových stádiích (BBCH 14 až BBCH 32) by 
umožnila zaměřit se cíleně  i na ochranu proti půdní  infekci. 
Metoda ELISA se jeví jako vhodnější pro tento účel, než metoda 
PCR, ale ani její výsledky neodpovídají všem napadením hodno
ceným vizuálně. Je nutné ověřit, zda se na vadnutí rostlin sluneč
nice před květem nepodílí i další fytopatogení houby.

  
Poděkování
Publikované výsledky byly dosaženy v rámci řešení projektu 

NAZV QH 71254 – Inovace metod ochrany slunečnice.
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Příspěvek k šedesátiletému výročí zemědělského výzkumu v Kroměříži
– znovuobnovení činnosti Spolku pro zvelebení zemědělského výzkumnictví

Bílovský, J., Zemědělský výzkumný ústav Kroměříž, s.r.o.

Od starověku nebyla lidem lhostejná velikost a zdravotní stav skli
zené úrody. Nacházeli mnohdy neuvěřitelné a těžko pochopitelné 
souvislosti Kupříkladu Římané od roku 238 př.n.l. slavili 25.dubna 
svátky Robigalie, kdy kněží obětovali rezavě zbarvené psy bohyni 
Robigo, aby záře Síria nezpůsobila sněť obilí Stěží příjdeme na kloub 
myšlenkovým pochodům spojujícím perlu zimní noční oblohy, hvěz
du Sírius, která se na určitou dobu z oblohy ztrácí, abychom ji moh
li po mnoha dnech opět spatřit nad obzorem, těsně před východem 
Slunce s houbovou chorobou. – biblickou “rzí”.

Avšak nemusíme chodit ani tak daleko v čase a místě, abychom 
nalezli daleko krutější příklady. V 16 dochovaných soudních proto
kolech, větším dílem česky psaných zjišťujeme, že v měsíci srpnu 
a září roku 1667 bylo odsouzeno k upálení více než 22 čarodějníků 
a  čarodějnic  v  Ratiboři.  Z  Testamentu  aneb  vyznání  Matuše 
Ševcového syna ze Syrině vyplývá, že “dne 2. septembris 1667 
na muce vyznal, že rosu po cizem obělu sběral a s ni ovoc pokrapo
val na dědině, aby nic na sadech nebylo.” Z většiny dokumentů 
vyznívá, že “Škody na obilí se dělají, když se večernice (netopýř), 
zmije a had na prach potluče, z toho se vodka udělá a tím se kropí. 
Aby obilí plné nebylo, nabere se květu a ten květ na hranici pod 
kámen zakopá. Rosali z cizího obilí se béře a na vlastní nosí, cizímu 
se uškodí, svojemu se prospěje.”

Paradoxem zůstává, že ve stejném čase dopisoval Jan Amos 
Komenský (1592–1670) v Amsterdamu knihu “Cesta světla dosud 
vyhledávaná a nadále vyhledávaná”, která byla vydána v roce 1668. 
Komenský ji věnoval členům Královské společnosti pro zdokonalo
vání znalostí o přírodě v Londýně, což byla první moderní akademie 
věd, mimo jiné předvídal rostoucí význam přírodovědného výzkumu 
a vyzýval přírodovědce, aby “konali svou práci horlivě”.

S méně krvavým přístupem se můžeme setkat i v druhé polovině 
19. století. Jazykovědec a etnograf František Bartoš (1837–1906) 
v rozpravě lidopisné Příspěvky k charakteristice našeho lidu z roku 

1906 popisuje situaci: “Všelijaké “zbytečné” novoty konservativní 
náš lid pokládá za smělé rušení ustáleného řádu, jež stíháno bývá 
pokutami Božími. Od té doby, co přeložen byl svátek sv. Cyrilla 
a Methoda s 9. března na 5. července neměli prý jsme ani pořádné
ho léta ani pořádné zimy, a když nastali Sokoli, zavrhli se do máku 
červi a ničili jej rok od roku, až nádherné záhony máku s hanáckých 
polí dočista vymizely. Potom zase kýsi ďách spískal veterány; proto 
přišli  za pokutu červi  na  řepu cukrovku. Odtud nosatci mační 
na Hané vůbec slují “sokoli”, a larvy řepu požírající “veteráni”.”

Jak se na naše počínání budou za sto a více let pohlížet naši 
pokračovatelé těžko předvídat, avšak jistě se najde dost témat, kdy 
o jeho rozumnosti budou s úspěchem pochybovat. Za skutečnost, 
že jsme za sedmdesát let ztratili v České republice více než 15 % 
výměry zemědělské půdy nás jistě chválit nebudou. 

V protikladu výše zmíněnému stojí nesporné úspěchy zeměděl
ského výzkumnictví na území Čech, Moravy a Slezska. Počátky 
zemědělského výzkumnictví v našich zemích popsal velmi zevrubně 
ve svých pracech biolog a genetik Vítězslav Orel (1926). Příznačný 
byl počátek spolkové činnosti. V roce 1747 založil v Olomouci český 
učenec a básník Josef Petrasch (1714–1772) Společnost nezná
mých učenců v zemi rakouské a začal vydávat i časopis Měsíční 
výtahy starších a novějších učeností, popisující nové objevy v přírod
ních vědách. Byl to první pokus o vytvoření akademie věd na území 
rakouské monarchie.

V roce 1770 vznikly v Brně Moravská zemědělská společnost 
a v Praze soukromá vědecká společnost (od roku 1784 Česká spo
lečnost  nauk,  od  roku  1790  osobující  si  přívlastek  Královská). 
Představitelé soukromé přírodovědecké společnosti Jana Nepomuka 
Mitrovského (1757–1799) v Brně v roce 1794 vypracovali návrh sta
nov Moravské společnosti pro přírodovědu a vlastivědu, v roce 1799 
se ke společnosti připojil soukromý kroužek Přátel přírodoznalství 
a vlastivědy, od roku 1800 se nazývali Soukromá společnost přátel 
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