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ABSTRAKT

Cilem metodiky je popsat inovativni postupy pro oSetfeni osiv pomoci
nanocastic a nanokompozitl, které vedou ke zlepSeni zdravotniho
stavu semen, zvyseni jejich kli¢ivosti a nasledné i k posileni rastovych
parametrd rostlin. Metodika se zaméfuje na optimalizaci aplikace
- konkrétné na volbu vhodného typu nanocastic/nanokompozitd,
jejich koncentrace a délky plsobeni — s cilem snizit mikrobidlni
kontaminaci a podpofit rany vyvoj rostlin. PfestoZe nanotechnologie
maji v zemeédélstvi znacny inovativni potencial, v oblasti oSetfeni osiv
dosud chybéji praktické metodické navody, které by umoznily jejich
$irsi vyuZiti v praxi. Tato metodika proto pfinasi konkrétni doporuceni
pro efektivni aplikaci nanocdstic a upozornuje na klicové faktory, které
se v predchozich vyzkumech ukdzaly jako rozhodujici pro dosaZzeni
pozadovaného ucinku - tedy typ nanocastic, jejich koncentrace, zptisob
aplikace a doba plisobeni na semena. Na zdkladé laboratornich testl
a ovéfrovani v praxi, provadénych na modelovych plodinach, jako je
brukev fepka ¢i vybrané druhy zeleniny, poskytuje metodika uceleny
rdmec pro vyuziti téchto technologii jak ve vyzkumné sfére, tak
v semendiské vyrobé. Vysledky ukazuji, Ze spravné nastavené oSetfeni
miZe vyznamneé sniZit mikrobidlni zatiZeni semen a zaroven urychlit
proces kli¢eni. Popsané pfistupy tak oteviraji prostor pro Sirsi zapojenit
nanotechnologii do moderni zemédélské produkce — s dlirazem na
jejich prakticky pfinos a dlouhodobou udrzitelnost

Klicova slova: osivo, nanocdstice, nanopriming, antimikrobidlni ucinek,
kli¢eni



ABSTRACT

Methodology for treating seeds

with nanoparticles to improve selected quality parameters

The aim of this methodology is to describe innovative procedures for
treating seeds with nanoparticles and nanocomposites that lead to
improved seed health, increased germination rates and, subsequently,
enhanced growth parameters of plants. The methodology focuses on
optimising the application — specifically the choice of a suitable type
of nanoparticles/nanocomposites, their concentration and duration
of exposure — with the aim of reducing microbial contamination and
supporting early plant development. Although nanotechnologies have
considerable innovative potential in agriculture, in the field of seed
treatment there is still a lack of practical methodological guidelines
that would enable their wider use in practice. This methodology
therefore provides concrete recommendations for the effective
application of nanoparticles and highlights key factors that previous
research has identified as crucial for achieving the desired effect
- namely the type of nanoparticles, their concentration, the mode
of application and the duration of exposure on the seeds. Based on
laboratory tests and practical verification carried out on model crops
such as oilseed rape and selected vegetable species, the methodology
offers a comprehensive framework for the use of these technologies
both in research and in seed production. The results show that
properly adjusted treatment can significantly reduce the microbial
load of seeds and at the same time accelerate the germination process.
The approaches described thus open the way for broader integration
of nanotechnologies into modern agricultural production — with an
emphasis on their practical benefits and long-term sustainability.

Keywords: seed, nanoparticles, nanopriming, antimicrobial effect,
germination
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1 CILE METODIKY

Cilem metodiky je popsat inovativni postupy pro oSetieni osiv pomoci
nanocastic a nanokompozitli, které vedou ke zlepSeni zdravotniho
stavu semen, zvysSeni jejich kli¢ivosti a nasledné i k posileni ristovych
parametrd rostlin. Metodika se zaméruje na optimalizaci aplikace -
konkrétné na volbu vhodného typu nanocastic/nanokompozitd, jejich
koncentrace a délky ptsobeni - s cilem snizit mikrobialni kontaminaci
a podpoftit rany vyvoj rostlin.

PfestoZze nanotechnologie maji v zemédélstvi znacny inovativni
potencidl, v oblasti oSetfeni osiv dosud chybéji praktické metodické
navody, které by umoznily jejich SirSi vyuZziti v praxi. Tato metodika
proto prindsi konkrétni doporuceni pro efektivni aplikaci nanocastic
a upozornuje na klicové faktory, které se v predchozich vyzkumech
ukazaly jako rozhodujici pro dosazeni poZzadovaného ucinku - tedy
typ nanocastic, jejich koncentrace, zptisob aplikace a doba plisobeni na
semena.

Na zé&kladé laboratornich testll a ovéfovani v praxi, provadénych na
modelovych plodindch, jako je brukev fepka ¢i vybrané druhy zeleniny,
poskytuje metodika uceleny ramec pro vyuZiti téchto technologii
jak ve vyzkumné sféte, tak v semendiské vyrobé. Vysledky ukazuji,
Ze spravné nastavené osetfeni miZe vyznamné sniZit mikrobidlni
zatiZeni semen a zdroven urychlit proces kliceni.

Popsané pristupy tak oteviraji prostor pro Sir§i zapojeni
nanotechnologii do moderni zemédélské produkce — s dlirazem na
jejich prakticky prinos a dlouhodobou udrZitelnost.

2 VLASTNI POPIS METODIKY - TEORETICKY UVOD
2.1 Nanocastice a jejich vyuZiti pri péstovani rostlin
Nanocastice jsou charakteristické tim, Ze maji jednu nebo vice
rozmérovych os v rozsahu 1-100nm. Mohou se sklddat z rtznych
prvkid a jejich sloucenin, zejména vSak z uhliku, kovl, oxidd kovi
a ruznych organickych latek (Zitka et al, 2013; Hasan, 2015; Wang
et al., 2017; Elmer & White, 2018; Fernando et al., 2018). Podle rozmért
nanocastice délime na 0D (Castice, u nichZ vS§echny rozméry jsou v fadu
nanometrt), 1D (kde jedna z dimenzi presahuje hranici 100 nm), 2D
(ploché utvary se dvéma rozméry vétSimi nez 100nm) a 3D krystaly
(vSechny rozmeéry se blizZi hranici 100 nm) (Zitka et al,, 2013; Dizaj et al.,
2015; Ealias & Saravanakumar, 2017; Sanzari et al., 2019).

Tvar nanocastic mtze byt plochy, sféricky, valcovity, duty, kuZelovity,
spirdlovity, nepravidelny atd., pricemZ jejich povrch mulZe byt
homogenni nebo nerovnomeérny s rtiznymi variacemi (Machado et al.,



2015). Diky vysokému pomeéru povrchu k objemu se vyznacuji zna¢nou
reaktivitou, cozZ je ¢ini jedine¢nymi pro vyuZiti v mnoha primyslovych
odvétvich vCetné zemédélstvi.

Jednim z velmi ¢astych zplsobl vyuZiti je aplikace nanocastic (NPs)
jako nanohnojiv za ucelem zvySeni produkce plodin. Dalsi vyznamnou
skupinu tvofi nanocéstice pouzivané jako nanopesticidy (Duhan
et al, 2017; Hong et al., 2021), které vyuzivaji silny antimikrobidlni
ucinek mnoha typl nanocastic. Tato vlastnost je nejcastéji popisovana
u stfibrnych nanocastic, ale efektivni jsou také nanocastice na bdzi
titanu (Ti) a zinku (Zn) (Azizi-Lalabadi et al, 2019), médi (Cu) (Usman
et al, 2013), chitinu (Aliasghari et al, 2016) a grafenoxidu (GO) (Dizaj
et al, 2014, Dizaj et al., 2015; Kalwar & Shan, 2018; Fernando et al,
2018). Bylo zjiSténo, Ze pri oSetfeni rostliny napadené patogenem bylo
mozné dosdhnout Uplné eliminace nezadouciho mikroorganismu, a to
i pfi nizkych koncentracich nanocastic (Li et al,, 2006; Dizaj et al., 2014;
Dizaj et al., 2015; Wang et al., 2017).

Antimikrobidlni vlastnosti nanocastic jsou ovlivnény tvarem,
velikosti a koncentraci (Burman et al., 2013; Dizaj et al., 2014; Novotny
et al, 2019). Velikost nanocastic navic ovliviiuje jejich schopnost
proniknout do rostlinnych pletiv s tim, Ze mensi nanocastice vstupuji
do bunék snadnéji. Princip antimikrobidlnitho ufinku nanocastic
je rGznorody. MazZe dojit k ndhlé zméné osmotického tlaku a pH
v dusledku rozpousténi nanomateridlu (Martins et al., 2011). Dal$im
faktorem muazZe byt naruSeni bunééné membrany a enzymatickych
funkci daného mikroorganismu (Ahmed et al, 2016). Spolu s uplnou
degradaci bunééné membrany mtZe dochdzet k urychlené fragmentaci
DNA (Parra et al., 2018).

Relativné novou oblasti vyuZiti nanocastic v zemédélstvi je jejich pouZiti
pfi tpravé osiva. Uprava osiva za ticelem zlep$eni jeho uZitnych vlastnosti
se obecné nazyva priming, a pokud se k tomu vyuZivaji nanocastice,
oznacuje se tento proces jako nanopriming. Nanopriming vyuziva
nanocastice ke zvySeni kli¢ivosti semen, urychleni ristu sazenic a zlepSeni
odolnosti rostlin vici stresovym faktortim, jako jsou sucho, vysoké
teploty nebo infekce patogeny. Tento proces funguje prostfednictvim
interakce nanocéstic s bunénymi mechanismy v semenech, kde mohou
regulovat metabolické drahy nebo zlepSovat prijem vody a Zivin. Mezi
nejCastéji pouzivané nanocastice patfi oxid kfemicity, oxid zinecnaty,
nanocastice stiibra nebo uhlikové nanomateridly, které mohou puasobit
jak stimulujicim, tak ochrannym zptsobem. Vyzkumy ukazuji, Ze
nanopriming mtze vyznamneé prispét ke zvyseni vynosu plodin, ¢imz se
stdva perspektivnim ndstrojem v modernim zemédélstvi (Marthandan
et al,, 2020; Do Espirito Santo Pereira et al,, 2021).



2.2 OSetFeni osiv nanocasticemi - obvyklé ucinky
a pouzivané typy nanocastic
Skupina metod, které vyuzZivaji proces namdaceni semen ve vodé
nebo vodnych roztocich za tucelem zlepSeni jejich vlastnosti, zejména
béhem Kkliceni, se historicky nazyva ,primingové metody“. Na zakladé
charakteru primingovych ¢inidel zahrnuji tyto metody hydro-priming,
halo-priming, osmo-priming nebo hormondlni priming. Nanopriming je
metoda os$etfeni semen pomoci riznych druhti nanocastic (Mahakham
et al., 2017; Abbasi Khalaki et al., 2020; Do Espirito Santo Pereira et al.,
2021). Podle zamysleného pouZiti 1ze nanopriming rozdélit na rtizné
aplikace, jejichz cilem je:
1) zlepSit zdravotni stav semen, zejména sniZenim kontaminace
nezadoucimi mikroorganismy
ii) zvySeni tolerance k abiotickym stresovym faktortm iii) zlepSeni
produkénich vlastnosti rostlin, které ze semen oSetfenych touto
metodou vyrustaji.

Nanocastice mohou interagovat s povrchem semen a pulsobit tak
proti povrchové vazanym patogentim. V piipadé vnitini infekce (Kohl
& van der Wolf, 2005) je obvykle nutné zavést nanocastice do vnitini
Casti semene, coZ se odehrava mimo jiné prinikem pies aquaporiny,
membranové proteiny podilejici se na transportu vody a mnoha
dalSich malych molekul (Deshmukh et al, 2017; Kumawat et al., 2021).
ProtoZe jsou nanocastice obvykle aplikovany ve vodném roztoku, je
dtlezité optimalizovat dobu oSetfeni semen, aby se zabranilo navozeni
nezadouciho kliceni. K tomu miZe byt vyuZito oSetfeni s vyuZitim
podtlaku, které umozriuje lepsi prinik nanocastic do vnitinich struktur
semen a zdroven potencidlné eliminuje mikroorganismy pfitomné
uvnitf semen (Roberts et al., 2006; Jisha et al., 2012; Paparella et al., 2015).

2.2.1 Nanopriming ke sniZeni/eliminaci
neZadouci mikrobidlni kontaminace semen

Zejména v pripadé patogent prendsenych semeny (tzv. ,seed born
pathogens“) hraji klicovou roli jako primdrni zdroj infekce pravé
semena resp. osiva. Proto stdle existuje potfeba vyvoje novych metod
eliminace patogent, které budou ucinnéj$i neZz soucasné metody,
obvykle zaloZené na fyzikalnich principech. Jednim z nejslibnéjSich
piistupll je oSetfeni osiva nanocasticemi (Pecenka et al, 2021).
Existuje Siroka Skdla nanocdstic s odliSnym chemickym sloZenim,
z nichZ mnoho vykazuje antimikrobidlni ucinky. Principy tohoto
antimikrobidlniho efektu se mohou mezi riznymi nanocasticemi
znacneé lisit, coZ dokazuji riizné studie zamérené na nanocdstice zinku



Miroslav Bardnek a kolektiv

(Singh et al.,, 2018), selenu (Sarkar et al., 2021), médi (Ingle et al., 2014),
stiibra (Ag) nebo chitosanu (Ma et al, 2017). Pri planovani metody
oSetfeni semen je tedy nutné zohlednit pfedpokladany mechanismus
ucinku pouzitych nanocdstic. Svymi antimikrobidlnimi vlastnostmi je
znama celd rada kovovych nanocdstic a jsou v této oblasti také Siroce
vyuzivany. Napriklad nanocdstice na bdzi sulfidu Zeleznatého (FeS)
vyznamneé snizily vyskyt houby Fusarium verticillioides na ryZovych
semenech (Oryza sativa L.) a jejich ucinek byl dokonce silnéjSi nez
béZzné pouzZivany fungicid karbendazim. Také bylo pozorovano, Ze
FeS nanocastice priznivé ovliviiuji kliceni semen a vitalitu semenackt
(Ahuja et al, 2019). Vliv nanocdstic oxidu zine¢natého (ZnO), oxidu
titanicitého (TiO,) a stfibra na zdravotni stav semen a podporu Kkliceni
byl testovdn na semenech chilli papriky (Capsicum annuum L.).
Vysledky ukazaly, Ze tyto nanocéstice nevyvolavaji fytotoxickou reakci
spojenou s nadmérnym pouZivdnim kovl a zaroven vykazuji silnou
antimikrobialni aktivitu proti patogentim, jako jsou Aspergillus flavus,
Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus a Colletotrichum capsici (Kumar
et al., 2020). Aplikace chitosan-guarovych nanocastic (CGNP) na ryzova
semena prokazala zlepSeni klieni a zdroven ochranu proti hlavnim
ryZzovym patogentim Pyricularia grisea a Xanthomonas oryzae. CGNP
mély vyssi antimikrobidlni u€inky neZ samotny chitosan nebo guarova
guma (Sathiyabama & Muthukumar, 2020). DalSi studie zaméfend na
antimikrobidlni aktivitu Zn-chitosanovych nanocastic proti patogenu
Curvularia lunata ukazala, Ze i nizké koncentrace v rozmezi 0,01 az
0,16 % mély inhibi¢ni ucinek na testovanou houbu. Zinec¢naté ionty
v komplexu s chitosanem prinesly jejich pomalejsi uvoliiovani, coZ vedlo
k delSimu fungicidnimu efektu a zdroven slouZzilo jako zdroj rostlinné
vyZivy pro kukufici (Zea mays L.) (Choudhary et al,, 2019). Pfi posuzovani
vhodnosti nanoprimingu byla také realizovana studie za ucelem ovérit,
zda oSetfend semena nemaji negativni dopad na plidni mikrofléru po
zasetl. Z tohoto pohledu Shah a Belozerova (2008) uvedli, Ze semena
saldtu (Lactuca sativa L.) oSetfend nanocasticemi oxidu kfemicitého
(Si0,), palladia (Pd), zlata (Au) a médi (Cu) vykazovala antimikrobidlni
Uc¢inek in vitro, ale ne in situ, coz bylo vysvétleno jejich adsorpci pidnimi
sloZkami. P¥imé srovnani oSetfeni semen nanocasticemi a konvenénim
oSetfenim horkou vodou (tzv. HWT) za ucelem eliminace patogennich
bakterii provedl PeCenka et al. (2021). Studie ukdzala omezenou u¢innost
tradiéniho HWT pfi eliminaci Xanthomonas campestris pv. campestris
(déle Xcc) na uméle infikovanych semenech zeli (Brassica oleracea var.
capitata L.). Naopak nejvyssi koncentrace a doba expozice stfibrnym
nanocdsticim vedla k uplné eliminaci Zivotaschopnych bunék Xcc ze
semen (Pecenka et al.,, 2021).
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2.2.2 Nanopriming ke zlepSeni ristovych parametr rostlin

Po nanoprimingu osiv byva pomérneé casto pozorovano, Ze toto oSetfeni
ma pozitivni vliv na zlepSeni kliceni semen a celkovou vitalitu rostlin.
A to at uZ pri pouZiti nanocastic se zdmérem soucasné vyuZzit jejich
antimikrobidlni aktivitu, anebo v aplikacich zaméfenych pfimo na
zlepSeni rastovych parametrd. Prikladem zde mohou byt nanocastice
stiibra (Ag) s dobfe zndmym antimikrobidlnim tucinkem, pfi jejichz
pouziti byl pozorovan jejich pozitivni vliv i na vitalitu kli¢nich rostlin.
Prikladem jsou vysledky studie o kratkodobé expozici starnoucich
semen ryze (Oryza sativa L.) nanocasticim stiibra, které byly vytvofeny
pomoci zelené syntézy, a jejich nasledné suSeni. Tento postup vedl
ke zvySeni enzymatické aktivity a v dasledku toho také ke zvySeni
rychlosti kliceni a nasledného vyvoje semenacki (Mahakham et al.,
2017). Priznivy ucinek nanocastic stribra (Ag) byl rovnéz pozorovan
pfi jejich aplikaci na stdrnouci semena fazoli (Vicia faba L.). Tyto
nanocastice snizily genotoxické ucinky spojené se starnutim semen
(Younis et al., 2019). Pro oSetfeni semen mungo (Vigna radiata L.) byly
pouzity nanocastice oxidu horecnatého (MgO0), po jejichz aplikaci bylo
zaznamenano zvysSeni kli¢ivosti a podpora prodluzZovani semenacki
(Vijai Anand et al, 2020). Semena munga oSetfend nanocasticemi
oxidu médnatého (CuO) byla také pouzita ve studii Sarkar et al. (2021).
Byly pozorovany podobné pozitivni u¢inky na klieni a zvySeny prijem
vody, podobné jako v pfipadé nanocastic MgO (Sarkar et al., 2021).
Také vyzkum ucinku sulfidu kovil, konkrétné sulfidu stiibrného (Ag,S)
a sulfidu zine¢natého (ZnS) ukdazal pozitivni vliv na rychlost kli¢eni
semen a rustové parametry oSetfenych semen séji (Glycine max L.)
a pSenice (Triticum aestivum L.) (Afsheen et al., 2020). Jiny experiment
potvrdil, Ze nanopriming semen kukufice (Zea mays L.) nanoc¢asticemi
chitosanu se zakomplexovanymi zine¢natymi ionty (Zn) mél pozitivni
vliv na klieni semen. Zaroven byla kompenzovdna nedostatecna
dostupnost zinku (Zn) v rostlindch a byl pozorovan antimikrobidlni
ucinek proti patogenni houbé Curvularia lunata (Choudhary et al,
2019). Ke zvySeni kli¢ivosti semen ryZe (Oryza sativa L.) a vitality
semenackd pouzili Afzal et al. (2021) dvé formy Zeleznych ¢astic: oxid
Zeleznaty (FeO), ktery byl fytochemicky stabilizovan extraktem z kvétt
Cassia occidentalis L., a siran Zeleznaty (FeSO,). Vysledky ukdzaly, Ze
nanocastice FeO mély priznivéjsi ucinek na rust rostlin ve srovnani
s FeS0O, (Afzal et al.,, 2021).

Mimo parametr zvySené klic¢ivosti je velmi dtlezitd také dynamika
tohoto procesu, a to zvlasté u rostlinnych materialdi, které z rtznych
dtvodid prirozené vykazuji snizenou miru kli¢ivosti. V tomto ohledu
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mohou byt prikladem triploidni odridy melounu (Citrullus lanatus
(Thunb.)), které jsou cenény zejména pro své bezsemenné plody.
Aplikace smésnych nanocastic obsahujicich stfibro zde prispéla ke
zvySeni rychlosti kliceni, metabolické aktivity, produkce biomasy, a tim
i vys$§im vynostim (Acharya et al., 2020). Podobné vysledky ve smyslu
zrychleni kliceni byly dosazeny v rdmci experimentd realizovanych
v rdmci projektu NAZV QK22010031 u fepky nebo korenovych zelenin
(Pecenka et al., 2025; PUV 2025-42635).

Je nutné také pripomenout, Ze ve velmi vyrazné mensiné ve srovnani
s pozitivnimi ucinky jsou reportovany vysledky, kde jednoznacny
pozitivni ucinek nanoprimingu nebyl dosazen. Pfikladem mohou byt
vysledky nanoprimingu semen pSenice (Triticum aestivum L.) pomoci
nanocastic oxidu zine¢natého (ZnO), které potvrdily priznivy vliv na
kliceni semen, avSak negativné ovlivnil nasledny vyvoj rostlin (Awasthi
et al., 2017). Do tohoto okruhu vysledkd je také mozZné zafadit pozorovani
Gty typl nanocastic na bazi zinku (Zn), které nemély negativni vliv na
rychlost klieni, avSak vykazovaly inhibi¢ni u¢inek na prodluZovani
korenll a vyhonka rostlin ¢inského zeli (Brassica pekinensis L.) (Xiang
et al, 2015). Na zdkladé poznatkd ziskanych v rdmci feSeni projektu
QK22010031 je vSak mozZzné konstatovat, Ze pripadnym negativnim
dopad@m nanoprimingu lze dobie predchazet prostiednictvim volby
vhodnych nanocdstic, jejich koncentraci, délkou oSetfeni a dalSich
faktord, které jsou zdlraznény v praktické ¢asti predlozené metodiky.

Navzdory nepopiratelnym prinosnym ucinklim nanocéstic v riznych
oblastech zemédélské vyroby je tfeba vzit v uvahu i mozna rizika, jako
je nespravné pouziti nebo kontaminace Zivotniho prostredi zbytky
nanocastic (Ma et al, 2010; Dimkpa et al, 2012; Wang et al., 2016;
Tripathi et al., 2017; Hubbard et al., 2020). Pokud jde o regulaci vyroby
a pouZivani nanocastic, je nezbytné dodrZovat pravidla stanovena
jednotlivymi staty i regiony. Prvni uroven regulace méa obecny
charakter a obvykle povaZuje nanocastice za chemickeé latky. V pripadé
EU byla v roce 2018 zavedena evropska chemicka legislativa REACH
EC 1907/2006, ktera obsahuje specifické poZadavky na informace
0 nanocasticich a novd ustanoveni pro hodnoceni jejich chemické
bezpecnosti a povinnosti naslednych uzivateld.

Druhou uroven regulace predstavuji aplikace nanocastic vzemédélstvi,
které spadaji pod pravidla pro vyrobu a bezpecnost potravin. V piipadé
EU je touto instituci EFSA (Evropsky ufad pro bezpecnost potravin),
ktery vytvoril védeckou sit pro hodnoceni rizik souvisejicich s vyuzZitim
nanotechnologii v potravinach a krmivech (EFSA Scientific Committee
et al, 2021). Pomérné komplexni a globalni prehled pfimo zaméreny na
tuto problematiku publikoval Allan et al. (2021).
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3 VLASTNi POPIS METODIKY - PRAKTICKA CAST
3.1 Zdroje, vybér a charakterizace nanocastic

Jak jiZ bylo uvedeno, nanotechnologie jsou v poslednich letech stdle
Castéji vyuzivany v riznych segmentech zemédélstvi, véetné aplikaci
zaméfenych na oSetfeni osiv. Jednim ze zdkladnich aspektl pro
jejich $irsi vyuziti je dostupnost vhodnych a kvalitnich materidla
od spolehlivych dodavatelli. Nanocastice se zdmeérem jejich vyuziti
pro oSetfeni osiv mohou byt dostupné predevSim prostfednictvim
specializovanych firem zaméfenych na nanomateridly, agrochemii

a biotechnologie. Obvykly okruh nabizenych nanocdstic predstavuji

oxidy kovl (napf. oxid zine¢naty, oxid titanicity), nanocastice stribra

¢i médi s antimikrobidlnimi vlastnostmi nebo organické nanocastice
schopné regulovat uvolfiovani Zivin. Dal$i moZnosti jsou také tzv.
nanokompozitni ¢astice kombinujici zastoupeni vice chemickych
prvkd nebo jinych chemickych entit.

Mezi moZné dodavatele nanocdstic pro ndasledné oSetfeni osiv
napriklad patfi:

» Sigma-Aldrich (Merck KGaA) - nabizi Sirokou $kalu nanocastic,
vcetné kovovych oxidd a polymernich nanomateridld. V soucasné
dobé (kvéten 2025) je moZné na domovskych strdnkach www.
sigmaladrich.com zaznamenat nabidku az 230 typl nanocastic pii
zadani hesla ,,nanoparticle®.

* American Elements - specializuje se na chemické latky
a nanomateridly, vCetné nanocdstic pro biologické aplikace. Nabizi
velmi $irokou $kalu nanocéstic nejriznéjsiho sloZeni a tvarg, kterou je
mozZné ovérit na: https://www.americanelements.com/nanomaterials-
nanoparticles-nanotechnology.html

* Vyzkumné ustavy a univerzity — nékteré akademické instituce
vyvijeji specifické nanocdstice a mohou je poskytovat v ramci
spoluprace nebo projektd. V tomto ohledu je moZné zminit napiiklad
Centrum materidlového vyzkumu pfi Fakulté chemické Vysokého
uceni technického v Brné (https://www.fch.vut.cz/vav/cmv); Regiondlni
centrum pokrocilych technologii a materidld (https://www.rcptm.com/
cs/about)).

+ Specialni postaveni z hlediska predloZzené metodiky mé pak Ustav
chemie a biochemie AF MENDELU (https://ucb.af.mendelu.cz/
veda-a-vyzkum/), konkrétné Laboratof syntézy a charakterizace
nanomateridlli. Na tomto pracovisti jsou rutinné zvladany syntézy
konvenénich nanocdstic na bazi médi, stfibra, zinku, kfemiku. Déle

vvvvvv

riznych prvkd v jednom materidlu, modifikace grafenoxidu
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a dalsich matric s vysokym obsahem uhliku. DlleZitym atributem
tohoto pracovisté je také schopnost navySit produkci nanocastic
a nanokompozitl na vétsi objemy, pokud to situace vyZaduje.

Zcela zasadni je v tomto ohledu obracet se na ovéfené dodavatele,
pro které je samoziejmosti reprodukovatelnost realizovanych syntéz
a hlavné presnd charakterizace vlastnosti obchodovanych nanocéstic
jako je velikost, tvar a chemické sloZeni. Tyto parametry jsou totiz
pro miru a charakter potencidlntho ucinku oSetfeni osiv zcela
zasadni. Spoluprace s dodavateli bez odpovidajictho technického
zdzemi mulZe znamenat, Ze parametry nanomateridli nebudou
presné charakterizovdny, coz predstavuje vyznamné riziko pro
opakovatelnost vysledkli a jejich interpretace. DalS§im duleZitym
faktorem je preference nanocdstic ve formé vodnych disperzi, tedy
v prostfedi netoxickém pro rostlinnd pletiva. Zavérem lze fici, Ze
pouZzivani nanoc¢astic v zemédélstvi je v EU a CR regulovano s diirazem
na bezpecnost a ochranu zdravi. V pfipadé vyuziti pro vyzkumné ucely
spadaji nanocastice do legislativniho rdmce vymezeného REACH. Pfed
jejich komerénim vyuZzitim je nezbytné provést dikladné hodnoceni
rizik a zajistit, aby byly splnény vSechny legislativni poZadavky.

Charakterizace nanocastic

Pro efektivni a bezpefné vyuZivdni nanocéstic pfi oSetfeni osiv
je klicové zajistit co nejpresnéjSi charakterizaci syntetizovanych
nanomateridlli. Spravné provedend charakterizace umoznuje nejen
ovérit chemické sloZeni a morfologii nanocastic, ale také pochopit
jejich fyzikalné-chemické vlastnosti, které vyznamné ovliviiuji
vysledny biologicky efekt. Syntetizovand SarZe nanocdstic by proto
méla byt vidy podrobena diikladnému popisu s vyuZitim souboru
komplementarnich analytickych metod, jako je uvedeno napiiklad
v praci ByteSnikova et al. (2023).

elektronovd mikroskopie (TEM) doplnénd energiové disperzni
rentgenovou spektroskopii (EDX), ktera umoznuje detailni vizualizaci
velikosti, tvaru a vnitfni struktury cdstic, stejné jako stanoveni jejich
elementdrniho sloZeni. RovnéZ skenovaci elektronovd mikroskopie
(SEM) poskytuje informace o morfologii a povrchovych vlastnostech
vzorkl pri vysokém rozliSeni, coz je zadsadni pro posouzeni homogenity
a stability disperzi (viz priklad na Obrazku 1). Kombinace mikroskopie
atomarnich sil a skenovaci elektronové mikroskopie (correlative AFM-
in-SEM) déle umozZiiuje soucasné hodnotit topografii povrchu, jeho
mechanické vlastnosti a chemické sloZeni v jednom méreni, coZ pfinasi
komplexni pohled na analyzovany material.
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1: Morfologie vybranych nanomateridlit vizualizovanych pomoci SEM. Snimky
zahrnuji rizné typy nanomateridlit na bdzi grafenoxidu (GO) redukovaného
grafenoxidu (rGO), biocharu a kovovych nanocdstic. SEM snimKky poskytuji detailni
pohled na povrchovou strukturu, velikost, agregaci a distribuci kovovych ¢&dstic
v matrici nosice. Tato metoda charakterizace je zdsadni pro hodnoceni fyzikdlnich
vlastnosti nanomateridlii, které mohou ovlivnit jejich biologickou aktivitu,
stabilitu a interakci se strukturami semen nebo burikami mikroorganismii. Snimky
nanomateridlit byly porizeny na UCB AF MENDELU pomoci MAIA 3 SEM (TESCAN,
Brno, Ceskd republika). Byl pouZit detektor sekunddrnich elektronii v ose svazku
s urychlovacim napétim 5,0 kV, pracovni vzddlenosti 3—4 mm a zvétSenim 100 000-
50000x.

Rentgenova fotoelektronovd spektroskopie (XPS) slouzi k analyze
chemického sloZeni v povrchové oblasti (fddové nékolik nanometrti)
a k identifikaci chemickych vazeb, cozZ je dulezité zejména u funkcné
modifikovanych nanomateridli. Strukturni informace o krystalické
fazi nanocastic poskytuje rentgenova praskova difrakce (XRPD), ktera
umoznuje ur€it pritomnost specifickych krystalografickych struktur
a pripadnych pfimési.

Zvlastni pozornost je treba vénovat kompozitnim nanomaterialiim,
které obsahuji vice prvkl, napriklad nanokompozitim na bazi
redukovaného grafenoxidu s navazanymi nanocasticemi kovil
(rGO-Cu-Ag). V téchto pripadech je nutné presné stanovit obsah
jednotlivych kovovych sloZek, aby bylo mozZné provadét spravné
vypoCty a fedéni v ndvaznosti na koncentraci jednotlivych prvki
v pracovnich suspenzich. Pro tento ucel je vhodnou metodou atomova
absorpCni spektrometrie (AAS) nebo hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS), kterd umoZznuje citlivé
a presné kvantifikace jednotlivych kovii v kompozitnich systémech.

Komplexni charakterizace nanomaterial prostiednictvim téchto
metod je nezbytnym predpokladem pro sprdvné nastaveni podminek
oSetfeni osiv a nasledné hodnoceni ucinnosti nanoprimingu. Bez takto
provedené charakterizace by nebylo mozné spolehlivé interpretovat
dosaZzené vysledky ani zarucit opakovatelnost jednotlivych aplikaci.
Peclivé poznéni struktury a sloZeni nanomaterialli je proto zdsadnim
krokem smérem Kk efektivnimu a bezpe¢nému vyuZiti nanotechnologit
v oblasti upravy osiv.
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3.2 Zasadni parametry pro Uspésné oSetreni osiv
vybranymi nanocasticemi

Idedlni koncentrace a disperzni prostredi pro pouZiti nanocastic
Jednim ze zakladnich parametrd, které je nutné optimalizovat pii
aplikaci nanocdstic na osiva, je jejich pracovni koncentrace. Na
zdkladé dosavadnich experimentl autorského kolektivu i dostupnych
literdrnich udaju je zfejmé, Ze idedlni koncentrace se mizZe vyrazné
liSit v zavislosti na chemickém sloZeni nanocastic, jejich velikosti,
tvaru, povrchovych vlastnostech ¢i zplisobu stabilizace.

Typ pouzitého nanomateridlu vyznamné ovliviluje nejen interakci
s povrchem semene, ale i schopnost pronikat do vnitfnich struktur
semen, coZ se nasledné odradzi v ucinnosti oSetfeni. Obecné plati, Ze
s rostouci koncentraci nanocdstic roste potencidlni ucinek, napriklad
ve smyslu eliminace patogenti nebo stimulace kliceni. Od jisté Grovné
koncentraci vSak zacind také riziko vzniku fytotoxickych efektt, které
mohou mit za nasledek nezadouci sniZeni kli¢ivosti, zpomaleni riistu ¢i
poskozeni bunécénych struktur. Zbyte¢né vysoké koncentrace pouZzité
pro oSetfeni semen mohou také negativné ovliviiovat jeho rentabilitu.

Z tohoto divodu je nezbytné vénovat dostatenou pozornost
optimalizaci koncentrace jiz v ranych fazich prace s konkrétnim typem
nanocastice. Doporucuje se zahdjit testovani sérii predbéznych pokusi
zameérenych na fytotoxicitu, které by mély byt provedeny na cilovém
rostlinném druhu, a pokud mozno i na konkrétni odriidé nebo Sarzi
osiva, jeZ budou pozdéji pfedmétem findlni aplikace. Takové pre-
testy umozZinuji nejen detekovat potencidlni rizika v podobé inhibice
Kkliceni, ale zdroven slouzi k vyhleddni optimdlni koncentrace, kterd
maximalizuje pozitivni efekty oSetfeni bez negativniho vlivu na
vitalitu rostlin. Test fytotoxicity by mél byt navrZen tak, aby zahrnoval
srovnani klicovych parametra kliceni, jako je rychlost kliceni, energie
Kkliceni, procento vykliCenych semen a morfologie kli¢nich rostlin. Je
vZdy nezbytné porovnavat vysledky vici kontrole. Pro maximalni
pirehlednost a validitu vysledkd je vhodné testovat SirSi spektrum
koncentraci nanocéstic, nezZ jaké je zamySleno pro findlni pouZziti
v praxi, pficemZ se doporucuje zahrnout i koncentrace pod a nad
planovanou pracovni hladinou. PredbéZné testovani fytotoxicity
je tedy klicovym krokem nejen pro minimalizaci rizik, ale i pro
optimalizaci ufinnosti celého procesu oSetfeni. Pfesné nastaveni
koncentrace nanocastic mize vyrazné ovlivnit vysledné parametry
semen a nasledné i rist a vyvoj rostlin, coZ ma zadsadni vyznam pro
praktickou vyuzitelnost a uspéSnost nanoprimingu v zemédeélskych
a semenarskych aplikacich.
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S ohledem na cilové vyuZiti v biologicky aktivnich systémech, jako jsou
rostliny Ci bakterie, je nezbytné volit nanomaterialy stabilni ve vodnych
disperzich, které nevyzZaduji pouziti organickych rozpoustédel ani
dalSich chemickych latek s potencialni fytotoxicitou. Nevhodné zvolené
disperzni médium by totiZ mohlo nejen zkreslit vysledky testt kli¢ivosti,
ale i samo o sobé pusobit toxicky, a tim ztiZit interpretaci ucinku
samotnych nanomateridld. Z tohoto divodu predstavuje biologicka
kompatibilita disperzntho systému jedno ze zakladnich Kkritérii,
které je nutné pri nadvrhu a realizaci testl s nanocasticemi dodrzet.
Tomu odpovidala i volba syntetické strategie autorského kolektivu
metodiky, jeZ byla zaméfena na pfipravu nanocastic pfimo v biologicky
kompatibilnich vodnych suspenzich. Na zdkladé experimentdlnich
zkuSenosti se zaroven ukazalo, Ze pro spravné vyhodnoceni vysledkd je
nutné do experimentalniho designu zahrnout jak neoSetfenou kontrolni
variantu, tak i variantu oSetfenou samotnym vodnym médiem bez
prostfedi pouZitého pro dispergaci nanocdstic ovlivnilo vlastnosti
semen. Bez této kontrolni skupiny by proto nebylo mozné jednoznacné
odlisit uc¢inek samotnych nanocastic od vlivu disperzniho média.

Délka oSetreni

Pii béZzném maceni osiv ve vodnych disperzich nanomateridla se
v prubéhu experimentl postupné ukazaly limity tohoto pristupu,
a to na prikladu osiv Celedi Brassicaceae. U Sarzi hlavkového zeli
(cv. Albatros) a vybranych kultivart repky (Ocelot, Onca, NK Morse)
bylo zjiSténo, Ze delSi expozice v roztoku nanocastic zvySuje riziko
bobtndni semen a naruSeni integrity osemeni. Tento jev byl vyrazné;si
u Sarzi s vétSim primeérem semen, tedy u kalibrovanych osiv nad
2mm. Na zdkladé praktickych pozorovani byla proto u téchto Sarzi
stanovena maximalni doba maéceni na 1 hodinu pfi teploté 22°C
a michani 150 ot/min. Del3i expozice vedla k nevratné aktivaci kli¢icich
procest, projevujici se otevirdnim osemeni. Takto predklicené osivo
jiZ nelze susSit ani skladovat a musi byt okamZité vyseto, coZ vyrazné
omezuje jeho praktické vyuziti. Z tohoto divodu byla doba méaceni
u problematickych Sarzi nasledné zkracena na 30 minut. Tento
postup se ukazal jako vhodny kompromis mezi dostate¢nou expozici
nanomateridlim a minimalizaci nezddouciho bobtnéni semen.

Z téchto pozorovani lze vyvodit hypotézu, Ze se zvétSujicim se
pramérem osiva dochdzi k relativnimu zvétSovani povrchu osement,
které je vystaveno kontaktu s pracovni suspenzi. V&t$i povrchova
plocha znamend vétSi kontaktni oblast pro absorpci tekutin. Navic
u vétSich semen byva zpravidla osemeni (testa) relativné tenci
v poméru k celkovému objemu semene, coz také miiZe zplsobovat
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rychlejsi prinik nanocastic/vody dovnitf semene. Vétsi objem semene
zaroven poskytuje vySsi absolutni mnozstvi bobtnajicich vnitfnich
zasobnich latek (napf. Skrobli a pektint), které po nasati vody
expanduji a vyvijeji tlak na strukturu osemeni. V souhrnu 1ze tedy fici,
Ze vétSi semena maji nejen vétsi aktivni plochu pro prijem tekutin, ale
zaroven i vétsi vnitfni kapacitu pro bobtnani, priCemz struktura testy
nemusi byt adekvatné zesilena k odolani témto vnitfnim sildm. Tento
kombinovany efekt pak vysvétluje vy$$i nachylnost vétSich semen
k pred¢asnému praskani osemeni pfi delSich expozicich v primovacich
roztocich. Tyto uvahy potvrzuji také zadkladni principy interakce voda —
semeno v publikaci Bredford et al. (1995).

V dalSich experimentech realizovanych autory metodiky bylo
pozorovano, Ze osiva zastupcl zelenin z Celedi mifikovité (Apiaceae)
vykazuji vyssi toleranci k delSi dobé expozice roztoku s nanocasticemi,
aniz by dochéazelo k nezddoucimu bobtnani osement ¢i aktivaci kli¢ivych
procest. Tato skutenost umoznila testovani ucinku nanoprimingu
pii rGznych casech oSetfeni bez vyrazného rizika predcasného
Kliceni, pficemzZ doba oSetfeni osiv probihalo v ¢asovych variantach
3, 6 a 9 hodin. Z vySe uvedeného je zfejmé, Ze problém s nezadoucim
klicenim je druhové zavisly a pfi zdmeéru aplikovat nanocéstice
u daného rostlinného druhu je vhodné provést vlastni predbézné testy
a pruzkum literatury zaméreny na dany rostlinny druh.

Aplikace v podminkach sniZzeného tlaku
Vyuziti podtlaku pro aplikaci nanomaterialti predstavuje alternativni
technologii, ktera je zvlasté pfinosna tam, kde je Zddouci minimalizovat
dobu kontaktu semen s disperznim médiem. Pisobeni vakua urychluje
pronikdni pracovni suspenze do struktury osemeni, a umoznuje tak
dosdhnout srovnatelnych ¢i dokonce lepSich u¢inkdl nez pii béZném
maceni, ale v podstatné kratSim Case. Nevyhodou této metody je nutnost
specializovaného vybaveni a jeji obtiZnéj$i vyuZiti pri oSetfovani
velkych objemi osiv, coZ mliZe byt limitujici pro komeréni produkei.
Jedna z prvnich praci vyuZivajicich podtlak byla studie tymu
vedeného Roberts et al (1999), ve které bylo vakuum vyuZito pro
infiltraci inokula bakterii Xanthomonas campestris pv. campestris na
osivo kvétdku. Autofi v této studii popisuji postup, pfi kterém byly
alikvoty semen (25 g, cca 6 000 semen) ponofeny do bakteridlni suspenze
a nasledné vystaveny podtlaku po dobu péti minut. Po uvolnéni vakua
byla semena suSena v tenké vrstvé na papirovych utérkdch za pokojové
teploty pod proudem vzduchu a pred vysevem 7 dni skladovana pii 4 °C.
Dulezitym aspektem této prace je skutecnost, Ze pouZiti vakua nebylo
spojeno s negativnim ovlivnénim kli¢ivosti osiva. Autofri totiz zahrnuli
i kontrolni variantu, kdy bylo vakuové oSetfeni provedeno se sterilnim
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fyziologickym roztokem bez pritomnosti bakterii, pfi¢emz se nezminuji
o tom, Ze samotna aplikace vakua za téchto podminek poSkozuje osivovy
materidl. Pristup je nyni Siroce akceptovan, o ¢em svéd¢i znéni jednoho
z protokoll asociace ISTA (International Seed Quality Association) pro
umeélé inokulace semen bakteridlnimi patogeny za vyuZiti vakua (ISTA
Seed health Committee, 2021).

V soucasné dobé je pak ve védecké literatufe mozné zaznamenat, Ze
podtlak je vyuZivan jak za ti€elem infiltrace patogenu pfi umélé inokulaci
semen (He and Munkvold, 2012), tak i za ucfelem hlubsiho priniku
entity, kterd byla vybrana za ucelem zlepSeni vlastnosti oSetfenych
osiv, v€etné nanocdstic (O'Keefe et al, 2025). VySe uvedené informace
byly inspiraci pro zatazeni podtlaku i do experimentl realizovanych
v ramci autorského kolektivu metodiky. VyuZiti podtlaku bylo napriklad
experimentalné oveéfeno pri oSetfeni osiv stfibrnymi nanocasticemi se
zaméfenim na eliminaci pfitomnosti Xcc u osiva zeli (Pecenka et al,
2021). Vysledky této studie prokdzaly, Ze vhodné nastavené vakuové
oSetfeni nevedlo k negativnimu ovlivnéni kli¢ivosti oSetfenych SarZzi
a vakuové oSettreni stribrnymi nanocasticemi se ukazalo jako u¢innéjsi
v porovnani s metodou oSetfeni horkou vodou. Pro oSetfeni vakuem
bylo v ndmi realizovanych experimentech obvykle vyuZivdno osivo
ponofené do disperze nanomaterialli, jednostuprniové vakuové cerpadlo
s vykonem 120 W a 18,91 nerezova komora. Podtlak pro oSetfeni osiva
byl -0,9Bar po dobu 5 minut, pficemZ na 1 objemovy dil osiva byly
pouZzity vidy 4 objemové dily kapaliny. Ziskané poznatky potvrzuji,
Ze technologie vyuzivajici podtlak muzZe byt vhodnou alternativou
bézného maceni, a to zejména u citlivych Sarzi osiv, které jsou nadchylné
k predcasnému bobtndni pfi delSi expozici v suspenzi nanocdstic.

3.3 OsSetfeni osiv nanocasticemi za Gicelem sniZeni
vyskytu patogennich mikroorganismu

3.3.1 Vybér vhodnych nanocastic
z hlediska jejich antimikrobialniho Gcinku

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 2.2.1, do okruhu nanocastic
s antimikrobidlnim ucdinkem patfi kovové nanocastice anebo
nanocdstice na bazi jejich oxidl. V okruhu aplikaci na osiva se pak
nejcastéji jednd o nanocastice obsahujici stfibro (Ag), méd (Cu) nebo
oxid zine¢naty (Zn0). Dalsi skupinu tvofi nanocdastice na bazi uhliku
jako jsou uhlikové nanotrubice nebo obvykle plandrni grafenoxid.
V pripadé grafenoxidu pak muze byt vyuZita jeho schopnost vazat
kovové ionty a ziskat tak kombinované kompozitni materidly.
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Na zadkladé vlastnich viceletych zkuSenosti c¢lend autorského
kolektivu v oblasti testovani antimikrobidlnich vlastnosti pak byly
silné antimikrobialni vlastnosti zaznamendny i) u nanocastic na bazi
médi u patogenu rodu Xanthomonas, ii) nanocastice kombinujici
sttibro + méd + redukovany grafenoxid (ddle rGO-Cu-AgNPs) a stfibro
a selen (dale AgSeNPs) z hlediska jejich obecného antibakteridlniho
ucinku vici kontaminantim v in vitro kulturdch nebo patogentim
rodu Xanthomonas iii) stfibrné nanocastice s vyrazné vyssim ucinkem
proti patogenu rodu Xanthomonas nezZ konven¢né pouzivané oSetfeni
horkou vodou iv) nanocastice kombinujici zinek + méd + redukovany
grafenoxid (ddle rGO-Cu-ZnNPs) u patogenu rodu Xanthomonas.
Tyto vystupy jsou podrobnéji popsany v rdmci prikladovych aplikact
v ramci kapitoly 3.3.3.

Stanoveni antibakterialni aktivity nanocastic

Kromé testovani fytotoxicity je pfed samotnou aplikaci na osiva nutné
ovérit antibakteridlni uc¢innost nanomaterialti vii¢i cilovym patogentim
prostrednictvim in vitro testi minimdalni baktericidni koncentrace
(MBC) a minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Stanoveni MBC
a MIC predstavuje nezbytny nastroj pro hodnoceni biologické aktivity
nanomateridlli a poskytuje klicové informace pro optimalizaci jejich
pracovnich koncentraci pfi aplikacich zaméfenych na ochranu rostlin
proti bakteridlnim patogentm.

Pro komplexni charakterizaci u€inku nanocastic je kliCové nejprve
stanovit minimalni baktericidni koncentraci (MBC), tedy nejnizsi
koncentraci, pfi které dochazi k uplné eliminaci Zivotaschopnych
bakteridlnich bunék. Postup spoc¢ivd v inkubaci standardizované
bakteridlni suspenze s rGznymi koncentracemi testovaného
nanomateridlu v kapalném Zivném médiu, po které ndsleduje
preneseni na pevné Zivné médium bez nanocastic. Po inkubaci v délce
24 hodin se vyhodnocuje pfitomnost nebo absence ristu bakterialnich
kolonii. Koncentrace, pfi niZ je zaznamenéna uplnd absence ristu, je
povazovdna za MBC (viz pfiklad na Obrazku 2). Spravné stanoveni
MBC je zdsadni pro vyhodnoceni baktericidniho potencidlu daného
nanomateridlu a jeho praktické vyuzitelnosti v biologickych systémech,
jako je uvedeno v Tekielska et al. (2024).

Daldi metodou je stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC),
zpUsobila jejich smrt. Pro testovani MIC existuji riizné experimentalni
pristupy. Jednou z metod je pocitdni kolonii po smichdni bakteridlni
suspenze s nanoc¢asticemi. Cerstvé pripravend suspenze bakterialnich
bunék je smichdna s definovanym mnoZstvim nanocdstic, kratce
inkubovédna za mirného protfepavani a poté rovnomeérné roznesena
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rGO-Cu rGO-Zn

1000 800 800 % 1000 900

AgSe-NPs | AgNPs_2

100 5 25 | 50

2: Minimdlni baktericidni koncentrace testovanych nanomateridlii proti
Curtobacterium A7_M15. Riist bakterii po oSetieni rGO-Cu (a) a rGO-Zn (b)
pri koncentracich 50-1 000 mg-l* Cu/Zn, rGO-Cu-Ag a AgSe-NPs (c) pri 25-100
mg-l1 Ag a AgNPs_1 a AgNPs 2 (d) pri 25-50 mg-l'! Ag ve srovndni s pozitivni
kontrolou (PC).

Zdroj: Tekielska et al., 2024

na pevné Zivné médium. Po inkubacni dobé se provede sc¢itani kolonit
a hodnoti se inhibi¢ni u¢inek ve srovnani s kontrolou. Alternativnim
pristupem ke stanoveni MIC je tzv. plate pouring metoda, kdy je
bakteridlni suspenze po expozici nanocasticim zalita teplym (45 °C)
Zivnym médiem s agarem. Tento postup umoZzZiuje rovnomeérné
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rozprostieni bakterii i nanocastic v celém objemu média a muize
poskytovat vySsi citlivost pfi hodnoceni inhibi¢niho u¢inku nékterych
nanomaterial@. Dal$i mozZnosti je, Ze se bakteridlni suspenze inkubuje
za pritomnosti nanomateridld, pricemz rlstova krivka bakterii se
meéri spektrofotometricky. Tento pristup je vSak pouzitelny pouze
u Cirych roztokli nanomaterialli, u kterych neni riziko interference se
spektrofotometrickym stanovenim.

Ve vSech vySe wuvedenych pripadech je kliCové pouzivat
standardizované vychozi koncentrace bakteridlnich bunék, napfiklad
bakteridlni suspenze kalibrované na zdkladé optické hustoty. Hodnota
OD,, = 0,1 u patogeni rodu Xanthomonas odpovidd pfiblizné
koncentraci 1-108 CFU-mL-! a slouzi jako referencni standard.. Déle je
nezbytné zahrnovat vhodné kontrolni varianty — pozitivni kontrolu bez
nanocastic a pripadné také kontrolu s komercénim antimikrobidlnim
pripravkem. Testy by mély byt provadény v dostateném poctu
biologickych i technickych opakovania za podminek eliminujicich vnéjsi
proménné faktory, jako jsou teplota kultivace nebo rychlost michdni.

Pro ucely testovani antimikrobidlni u¢innosti nanomateridld byla
v ramci experimentll projektu NAZV AgriNano vyhodnocena celd
rada typli nanomaterald, a to jak jednoprvkovych (napr. AgNPs), tak
kompozitnich (napf. rGO-Cu-Ag). U jednotlivych typl nanomateridld
byly testovany Siroké Skdly koncentraci a jejich tucinnost byla
hodnocena mimo jiné i s ohledem na hodnoty minimélni inhibi¢ni
koncentrace (MIC). Kritériem pro zafazeni do praktickych testd bylo
nejen spektrum antimikrobidlni aktivity, ale také vhodnost daného
nanomaterialu pro konkrétni aplikaéni prostfedi (napf. in vitro
kultury) a konkrétni patogen.

Tabulka I shrnuje pfiklady vybranych nanomateriald testovanych
v ramci projektu NAZV QK22010031 z hlediska jejich antibakteridlniho
ucinku, jejich testované koncentrace a zajmové mikroorganismy
(aplikace).

Je vSak tfeba zdiraznit, Ze stanovené MIC/MBC je potfeba vnimat
pouze jako vstupni hodnoty pro nasledné testy v podminkdch co
nejblizSich praktickému pouziti, tedy v kontextu interakci mezi
rostlinou, patogenem a nanomateridly. Vysledky ziskdvané autorskym
kolektivem totiZ obvykle ukazuji, Ze pro dosazeni ucinné redukce
patogenu in planta je Casto nutné pouZziti vysSich koncentraci, nezZ jaké
se jevi jako dostacujici pfi in vitro testovani.
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I: Priklady pouZitych nanocdstic v testech jejich antimikrobidlniho ucinku
VIiCi vybranym mikroorganismitim

Druh nanoc¢astice MIC/MBC testovanych nanocastic

Aplikace

rGO-Cu-Ag_47 50**mg Ag-1? in vitro kultury Prunus
. . spp. kontaminované
Ag-Se-NPs 50**mg Agl Curtobacterium A7_M15
AgNPs-33 15.0**mg Agl?
AgNPs-34 25.0**mg Ag-l?
rGO-Cu-1 450.0* mg Cu-l*
rGO-Zn-3 75.0*mg Zn-1*
Curtobacterium A7_M15
rGO-Cu-Ag-43 1.0-10.0 Ag* + 0.65-6.5 Cu* (mg1?)
AgSeNPs-10 0.5 Ag* + 0,18 Se* (mg'1?)
AgSeNPs-11 <20.0 Ag*+ <7.21 Se* (mg1?)
AgSeNPs-12 <5.0 Ag* + <1.8 Se* (mg'1")
AgSeNPs-13 <5.0 Ag*+ <1.8 Se* (mg-11)
AgSeNPs-14 50** mg Se-1"* in vitro kultury Prunus
. i spp. kontaminované
rGO-Cu-Ag-47 50" mg Ag'l kmenem Leifsonia M4
* T4 1k 11 patogen Xanthomonas
AgNPs_29 37 mg Agl’, 10 mg Agl hortorum pv. carotae
o 5 patogen Xanthomonas
AgNPs_30 BRI hortorum pv. carotae
AgSeNPs_30 19* mg Agl patogen Xanthomonas
- hortorum pv. carotae
CuNPs_53 199* mg Cul’, 397** mg culn ~ Patogen Xanthomonas
- ’ hortorum pv. carotae
rGO-Cu_25 169* mg Cul?, 847%* mg cult ~ Patogen Xanthomonas
= ’ hortorum pv. carotae
rGO-Cu-Ag 47  <5.0 Ag* + <5 Cu* (mgl") patogen Xanthomonas
- euvesicatoria
rGO-Ag <5.0 Ag* (mg1") patogen Xanthomonas
) euvesicatoria
rGO-Cu <5 Cu* (mgl) patogen Xanthomonas
euvesicatoria

*hodnoty minimdlni inhibi¢ni koncentrace, **hodnoty minimdlni baktericidni

koncentrace
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3.3.2 Ovéreni ucinku oSetfFeni na vyskyt zajmového patogenu
Spolehlivd detekce pritomnosti patogentd v osivu je klicova pro
posouzeni zdravotni nezdvadnosti Sarzi a pro ucinnou prevenci
Siteni chorob. Zavedeni ovéfenych detekénich protokold zaroven
minimalizuje riziko faleSné pozitivnich vysledkl a umoZnuje
v€asnou identifikaci patogenu. Nezastupitelnou roli hraje také pfi
hodnoceni u¢innosti rtiznych zptsobl oSetfeni z hlediska schopnosti
patogen eliminovat. P¥i vybéru vhodného postupu je mozné vychazet
z nabidky standardizovanych protokolid pro testovani patogend u osiv
hospodéaisky vyznamnych plodin, které poskytuje organizace ISTA.
Seznam protokoldl dostupnych k 1. 9. 2025 je uveden v rdmci Tabulky II.

II: Seznam protokolii nabizenych organizaci ISTA pro testovdni patogenil
v osivech hospoddrsky diileZitych plodin

Patogen Hostitel (rostlina) prI()SgJ ?(ol
Alternaria dauci Daucus carota 7-001a,b
Alternaria radicina Daucus carota 7-002a,b
Botrytis cinerea Helianthus annuus 7-003
Plenodomus lingam Brassica spp. 7-004
Plenodomus biglobosus Brassica spp. 7-004
Ascochyta pisi Pisum sativum 7-005
Colletotrichum lindemuthianum Phaseolus vulgaris 7-006
Alternaria linicola Linum usitatissimum 7-007
Botrytis cinerea Linum usitatissimum 7-007
Colletotrichum lini Linum usitatissimum 7-007
Caloscypha fulgens Picea engelmannii 7-008
Caloscypha fulgens Picea glauca 7-008
Fusarium circinatum Pinus spp. 7-009
Fusarium circinatum Pseudotsuga menziesii 7-009
Bipolaris oryzae Oryza sativa 7-010
Pyricularia oryzae Oryza sativa 7-011
Trichoconiella padwickii Oryza sativa 7-012

Ustilago nuda Hordeum vulgare subsp. vulgare 7-013a,b

Parastagonospora nodorum Triticum aestivum subsp. aestivum  7-014
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Patogen Hostitel (rostlina) prI()Sg) ?(01

Epichloé coenophiala Festuca spp. 7-015
Neotyphodium lolii Lolium spp. 7-015
Phomopsis longicolla Glycine max 7-016
Diaporthe phaseolorum var. sojae  Glycine max 7-016
fDiaporthg phaseolorum Glycine max 7.016

. sp. caulivora
Xanthomonqs campestris Brassica spp. 7-019a,b
pv. campestris
Xanthomonas campestris pv. raphani Brassica spp. 7-019a
Xanthomonas hortorum pv. carotae Daucus carota 7-020
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli Phaseolus vulgaris 7-021
Xanthomonas citri pv. fuscans Phaseolus vulgaris 7-021
Microdochium nivale Triticum spp. 7-022
Microdochium majus Triticum spp. 7-022
Pseudomong § savastanot Phaseolus vulgaris 7-023
PpV. phaseolicola
Pea early browning virus (PEBV)  Pisum sativum 7-024
%’;Sabi\t/e[(\e]c)l—borne mosaic virus Pisum sativum 7-024
Aphelenchoides besseyi Oryza sativa 7-025
Squash mosaic virus (SqMV) Cucurbitaceae 7-026
‘C)‘::ﬂér?g g;“\/{g}\?;[e;)n DS e Cucurbitaceae 7-026
Melon necrotic spot virus (MNSV)  Cucurbitaceae 7-026
Pyrenophora teres Hordeum vulgare subsp. vulgare  7-027
Pyrenophora graminea Hordeum vulgare subsp. vulgare ~ 7-027
Tobacco mosaic virus (TMV) Solanum lycopersicum 7-028
Tomato mosaic virus (ToMV) Solanum lycopersicum 7-028
Pseudomonas syringae pv. pisi Pisum sativum 7-029
Acidovorax valerianellae Valerianella locusta 7-030
Ditylenchus dipsaci Medicago sativa 7-031




Miroslav Bardnek a kolektiv

Patogen Hostitel (rostlina) prI()Sg) ?(01
Ditylenchus dipsaci Vicia faba 7-031
Ditylenchus gigas Vicia faba 7-031
Verticillium dahliae Spinacia oleracea 7-032
Ascochyta rabiei Cicer arietinum 7-033

Jednim z duleZitych aspektl, na ktery je treba brat zretel, je vysoka
citlivost molekuldrnich metod detekce zaloZenych na PCR (polymerazové
retézové reakci). Teoreticky staci jedina kopie zajmoveé sekvence, pricemz
PCR metody detekuji pfitomnost cilové DNA bez ohledu na vitalitu bunék
patogenu. To znamend, Ze i neZivotaschopné buriky mohou poskytovat
pozitivni PCR signdl, coz mlzZe vést k faleSné pozitivnim vysledkim
hodnoceni. Je-li nutné ovérit schopnost daného oSetfeni eliminovat
nezadouci buriky patogenu, je dllezité se proto zameérit na metody, které
umoznuji selektivni detekci signdlu z Zivych bunék.

ISTA protokoly kombinuji prescreen PCR a kultiva¢ni ovéreni. Nejprve
se provede PCR prescreen k rychlé detekci DNA patogena. Pokud je
prescreen negativni, SarZe se hodnoti jako negativni na pfitomnost Xcc.
Pokud je prescreen pozitivni, nésleduje izolace na (polo)selektivnim
médiu; bez ziskdni Zivych kolonii se SarZe povaZuje za negativni.
Ziskané izolaty se dale testuji na patogenitu (bioassay). Teprve pokud se
prokéZe, Ze izolat je patogenni, hodnoti se SarZe jako kontaminovani;
v opacném pripad€ je mozné oznacovat jako ,healthy seed lot“.

Aktivity autorského kolektivu v oblasti detekce patogenl se se
soustfeduje hlavné na vyvoj a aplikaci vlastnich metodik kombinujicich
molekuldrni a kultiva¢ni pfistupy pro detekci Xcc. Tyto vysledky byly
prezentovany prostrednictvim certifikovanych metodik (Novotny
et al.,, 2019; Eiechmeier et al, 2017) a publikovanych odbornych ¢lankt
(Pendzovaetal,2015; Penidzova et al., 2018), které vychdazeji z praktickych
zkuSenosti s detekei Xcc ve specifickych typech pletiv. Dal§im pfikladem
je specificky detekéni systém vyvinuty cleny autorského kolektivu
metodiky pro bakterie rodu Leifsonia. Ty se casto vyskytuji jako
kontaminanty v in vitro explantdtovych kulturdch. Metoda chrdanénd
uzitnym vzorem (Eichmeier et al., 2024) vyuziva gPCR s TagMan sondou
a umoznuje rychlou a citlivou detekci bez nutnosti ¢asové narocné
kultivace ¢i sekvenace. Systém je zaloZen na specifické sadé primeri
(forward: AAGGAGCATCTGGCACCC, reverse: GATGTCCTTCTCGTTCTC)
a sondé (GGTCGAGAGCATCCGCGAC, FAM-BHQ1) a je urcen pro praktické
vyuZiti pfi prevenci kontaminaci rostlinnych kultur.
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3.3.3 Priklady vysledkl a vystupu ziskanych v této oblasti
¢leny autorského kolektivu

3.3.3.1 Eliminace patogenu Xanthomonas hortorum pv. carotae (Xhc)

Uvedeny patogen kofenové zeleniny muzZe u napadenych rostlin
zplsobovat velké hospodarské Skody. V daném experimentu byla
osiva nejdfive inokulovdna danym patogenem a ndsledné oSetfena
vybranymi nanocasticemi. Dopad oSetfeni na miru vyskytu patogenu
v rostlindch vzeSlych z jednotlivych variant osiv zachycuje Obréazek 3.
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3: Koncentrace patogenu Xhc v rostlindch z osiv po umélé inokulaci a ndsledném
oSetfeni nanocdsticemi. Koncentrace zdsobnich roztokit byly 100mg-l-1 pro
AgNPs _29; 3703 mg-l-1 Ag a 748 mg-l-1 Se pro AgSeNPs_8; 3974 mg-l-1 Cu pro
CuNPs_53..

Zdroj: Wohlmuth et al., 2024

Vysledky ukazaly, Ze Zadné z testovanych oSetfeni nevedlo k uplné
eradikaci patogenu z kli¢icich rostlin. Nejvyssi efekt byl zaznamenan
pri pouziti médénych nanocdstic (CuNPs) v koncentraci odpovidajici
993 mg Cu-l?, kde doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni koncentrace
Xhc bunék oproti kontrolnim variantadm. V pfipadé AgNPs a AgSeNPs
nebyla pozorovdna statisticky vyznamnad redukce koncentrace
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patogenu, ackoli trend poklesu pri vySSich koncentracich byl patrny.
«Eliminating the Pathogen Xanthomonas hortorum pv. carotae from
Carrot Seeds Using Different Types of Nanoparticles.» Agriculture. 14.3
(2024): 498, ze které byl prevzat také Obrazek 3.

3.3.3.2 Vyuziti nanocastic za Gcelem eliminace bakterialnich
kontaminantt rostlinnych in vitro kultur

V provozech vyuzivajicich princip in vitro multiplikace se muZze
opakované vyskytnout problém s vyskytem bakteridlnich kontaminaci
kultivacnich médii. Ty mohou vyrazné snizit kvalitu mnoZenych
rostlinnych materiald, jejich vitalitu a tim také i jejich obchodovatelnost.
V daném experimentu byl jako nejc¢astéjsi kontaminant identifikovan
zastupce rodu Curtobacterium sp., nasledné vystaveny pulsobeni
nanocastic vybranych v predtestech. Dopad oSetfeni na miru vyskytu
kontaminujici bakterie Curtobacterium sp. na takto oSetfenych médiich
zachycuje Obrézek 4.
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4: Kvantifikace Curtobacterium sp. na kultivacnich médiich osetienych vybranymi
nanocdsticemi o rtiznych koncentracich
Zdroj: Tekielska et al., 2024
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Z vysledkd je zrejmé, Ze inhibi¢ni ucinek byl pozorovan u obou
pouZitych nanocéastic s mirné silnéjSim ucinkem u nanokompozitni
Castice rGO-Cu-Ag. Z grafu je také zfejmd zavislost na pouZité
koncentraci, kterd vSak vZdy musi byt volena také s ohledem na moznou
ziskat v publikaci Tekielska, Dorota, et al. ,Elimination of Curtobacterium
sp. strain A7_M15, a contaminant in Prunus rootstock tissue culture
production, using reduced graphene oxide-silver-copper and silver—
selenium nanocomposites.“ Chemical and Biological Technologies in
Agriculture 11.1 (2024): 19, ze které byl také prevzat Obrazek 4.

3.3.3.3 Srovnani ucinnosti oSetfeni nanocasticemi a horkou vodou
u osiv uméle inokulovanych patogenem Xanthomonas
campestris pv. campestris
Patogen Xanthomonas campestris pv. campestris je jednim ze zdsadnich
patogenti brukvovitych zelenin zptsobujici chorobu oznacovanou
jako bakteridlni ¢ernd Zilkovitost brukvovitych. K jeho eliminaci se
v praxi konvenéné pouziva oSetfeni horkou vodou v rozsahu 50-53 °C.
V daném experimentu byla patogenem Xcc inokulovdna osiva zeli
hlavkového, kterd byla néasledné vystavena ptsobeni riznym typtm
stifibrnych nanocastic a konven¢né pouZivanym protokolim pro
oSetfeni osiv horkou vodou (viz Tabulka III).

Ze ziskanych vysledkd je ziejmé, Ze konvenéné pouzivané oSetfeni
horkou vodou mélo relativné nizky efekt na sniZzeni koncentrace
patogenu. Naopak pouZité nanocastice na bdzi stfibra eliminovali ve
varianté nejmensi rozmér + nejvyssi koncentrace tento patogen tak,

Vv

mozné ziskat v publikaci Pecenka et al. (2021).

3.3.3.4 Hodnoceni u€inku nanokompozitnich €astic rGO-Cu-Ag
a rGO-Cu-Zn jakoZto alternativy v ochrané proti bakterialni
skvrnitosti rajcete a paprik
Plvodcem bakteridlni skvrnitosti rajéete a paprik je patogen
Xanthomonas euvesicatoria, ktery zptisobuje v napadenych porostech
vyznamné hospodarské ztraty. V rdmci ochrany se proti této chorobé
pouzivaji médnaté pfipravky. V experimentu, ve kterém byla pouZita
nanocastice rGO-Cu-Ag, byl srovndn ucinek nanocastice ve dvou
koncentracich a s komerc¢né pouZivanym pripravkem Kocide 2000
(viz Obréazek 5). V experimentu, ve kterém byl hodnocen ucinek
nanokompozitni ¢astice rGO-Cu-Zn, byl jako srovnavaci pripravek
pouzit Champion 50 WG (viz Obrazek 6).
Z vysledkl dosaZenych pfi pouziti nanokompozitni ¢astice rGO-Cu-Ag
a pripravku Kocide 2000 je zfejmé, Ze vSechny oSetfené varianty

29
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II: Vysledky srovndni oSetieni stiibrnymi nanocdsticemi a horkou vodou na
vyskyt patogenu Xcc pti kvantifikaci pomoci qPCR a pocitdnim zivych kolonii

Treatment CFU/seedling
AgNPs size
concentration/temperature Real-time PCR Colony counting
6.25 pg-mL? 1.39-10* 1.11-10%*
12.5 pgmL? 9.06-10% 7.68-10%*
~2 nm
25 pg'mL? 1.00-10* 3.08-10%*
50 ug-mL?! 3.47-103 —*
6.25 ug-mL* 2.10-10¢ 2.74:10
12.5 pg'mL? 9.92-10% 1.91-10°
~22 nm
25 ug-mL1 9.25:103 7.65-102*
50 yg'mL?* 1.02-10* 6.65-10%*
6.25 pg-mL? 2.08-10* 4.93-10°
12.5 yg'mL™ 2.00-10* 2.21-108
~29 nm
25 yg-mL? 1.57-10* 1.97-103
50 ug-mL™? 1.75-10* 1.77-103
50°C 2.80-10* 2.64-103
HWT
53°C 2.09-10* 1.81-10°
Positive control 4.10-10* 3.26-103

* Significant reduction in Xcc colonies in comparison to the control
Zdroj: Pecenka et al., 2021

vykazovaly vyrazné men$i intenzitu symptom neZ varianta
neoSetfend. Dale je zfejmé, Ze v pripadé pouZiti nanocastic bylo
dosazeno prukazné mensiintenzity symptomul nezZ u variant oSetfenych
pripravkem Kocide 2000, a to pfi vyrazné nizsich koncentracich médi.

Vysledky pfi pouZziti nanokompozitni Castice rGO-Cu-Zn ukazuji
statisticky priikkazné mens$i intenzitu symptoma jak pii srovnani
S neoSetfenou variantou, tak i u varianty oSetfené médnatym
pripravkem Champion50WG. Tento efekt byl dosazen i pfes to, Ze
pracovni koncentrace médi pri oSetfeni danou nanocastici byl vyrazné
men$i nez u pripravku Champion 50 WG. Podrobnéjsi informace
o téchto experimentech je moZné ziskat v pfisluSnych dvou publikacich
1) Byte$nikova et al. (2022) a ii) ByteSnikova et al. (2023)
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oSetrenych nanokompozitni cdstici rGO-Cu-Ag, komercnim médnatym
pripravkem Kocide 2000 a neoSetiené kontroly

Zdroj: ByteSnikova et al., 2022.
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6: Srovndni intenzity symptomii na listech rajcete u variant oSetrenych
nanokompozitni ¢dstici rGO-Cu-Zn, komerénim médnatym pripravkem Champion
a neoSetrené kontroly. Koncentrace Cu a Zn v pracovnim roztoku nanomateridlu
byla u obou prvkii cca 6.7 mg-1.

Zdroj: Byte$nikova et al., 2023

3.4 Osetfeni osiv nanocasticemi za tcelem ovlivnit
parametry kliceni a klicnich rostlin

3.4.1 Vybér vhodnych nanocastic hlediska mozného
stimulacniho Gcinku na kliceni

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 2.2.2, z hlediska stimula¢niho ptisobeni
na proces kliceni byl tento efekt pozorovadn u celé fady nanocéstic,
pricemz u nékterych typli nanocastic je mozné v literdrnich zdrojich
zaznamenat tento efekt opakované. MoZzna ponékud prekvapivé se
pozitivni vliv objevuje pfi pouZiti nanocastic obsahujicich Ag, které
jsou zaroven casto popisovany jako nanocastice schopné sniZovat
bakteridlni kontaminace osiv. Tim se zde teoreticky otevird prostor
pro synergii pozitivnich efektl pii jejich pouziti. Mezi dalsi casto
zminované nanocastice se stimula¢nim ucinkem jsou popisovany ty,
které obsahuji prvky Cu, Zn, Fe a nebo Si (viz Obrazek 7). V souladu
s informacemi uvedenymi v kapitole 3.2, je pfi vybéru nanocastice
pro oSetfeni je tfeba brat v potaz i praktické aspekty, jako je stabilita
disperze. Dale je dulezité, aby médium, ve kterém jsou dané
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jsou také autori této metodiky. Pocet publikact odpovidd stavu do roku 2021.
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nanocastice rozptyleny, nebylo problematické z hlediska toxicity
pro rostlinnd pletiva. Nejlépe je tedy upfednostiiovat nanocdstice ve
vodnych roztocich, jako je doporuéeno v kapitole 3.2.

V ramci experimentti realizovanych autorskym kolektivem piedloZené
metodiky byla za timto ucelem testovadna celd fada nanocastic. Jednalo
se jak o Céastice at uZ spiSe s konvencénim sloZenim, tak i materialy
s vysoce inovativnim charakterem. Konkrétné miiZzeme zminit relativné
jednoduché nanocastice obsahujici Ag, Zn, Cu a nebo Si. Tyto byly
v dalSich variantdch vzdjemné kombinovdny anebo byly testovany
nanocastice, které tyto prvky kombinovaly se selenem. Z hlediska
kombinovanych nanocastic byly také testovany kompozitni castice,
kde byla matrice ve formé grafenoxidu, redukovaného grafenoxidu
anebo biouhlu modifikovdna riznymi kovovymi prvky popf. jejich
kombinaci. Z hlediska pozitivniho u¢inku na prvotni faze kliceni semen
nakonec vykrystalizovala jako nejperspektivnéjsi dvojice nanocastic
na bazi Si02 a rGO-Cu. Piiklady registrovanych pozitivnich G¢inka
z hlediska vlivu na prvni faze kli¢eni vCetné jejich dynamiky jsou pak
uvedeny v ramci kapitoly 3.4.3.
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3.4.2 Ovéreni ucinku oSetfeni na parametry kliceni

Je tfeba pripomenout, Ze zvlaSté u Lkombinaci neovéfenych
v predchozich experimentech, je dtlezité v rdmci prelimindrnich
testl urcit optimalni pracovni koncentraci daného nanomaterialu
bez fytotoxického efektu a dobu ptsobeni nanomateridlu na osivo
(vice viz kapitola 3.2). V praxi autorského kolektivu se také ukdzalo, Ze
pozitivni stimula¢ni efekt nelze pauSalizovat napfi¢ druhy a bohuZel
ani mezi odridami téhoZ druhu. Pri testovani nastavaly situace, kdy
byl u vétsiny odriid jednoho druhu zeleniny pozorovan pozitivni efekt,
naproti tomu byl u nékterych odrad efekt oSetfeni negativni. I tento
fakt podtrhava nutnost ovérit chovani dané kombinace oSetfeni-
nanomaterial-osivo, a to formou prelimindrniho testovani pro vymezeni
bezpecnych aplikacnich hranic.

Po optimalizaci oSetfeni vybranymi nanomateridly je tfeba zvolit
vhodné experimentalni podminky pro evaluaci dopadu oSetfeni na
kliceni a dal$i rGstové parametry, nejlépe s ohledem na specifické
podminky daného rostlinného druhu. Pro ziskani uvodni orientace
v problematice testovani osiv je vhodné se opfit o mezindrodni
standardy: rdmcové definice, obecné postupy a druhové tabulky
viz ISTA Rules (kap. ,Germination Test“), posuzovani ,normdélnich/
abnormalnich“ semenackdl viz ISTA Seedling Evaluation Handbook
(ISTA, 2018). Jako vychozi podklad pro hodnoceni realizovand autory
metodiky pak byla vyuzita hlavné metodika zkouSeni osiva a sadby
vydana UKZUZ (2014).

Jak jiZ bylo naznaceno, pro kazdy rostlinny druh mohou existovat
specifika, kterd ovliviiuji pristup k potfebnym pozorovanim. Pro
experimenty v ramci pracovisté autor metodiky byly pro tento typ
experimentl vybrany Sarze odrid osiv zeli hlavkového, brukve fepky
a osiva zastupcl Celedi Apiaceae. Postupy popsané nize tedy budou
reflektovat hlavné zkuSenosti s témito druhy.

Co se tyCe vysevu, je vhodné si predem uvédomit do jaké faze
budou Kkli¢ni rostliny ponechdny. Pokud je zamér hodnotit rostliny
az po vytvoreni prvnich pravych listkd, je mozZzné zvolit vysev
do malokapacitnich kvétind¢ s objemem bunék odpovidajicim
predpoklddané fenofdzi hodnoceni rostlin. V pripadé zaméru
hodnotit pouze Kklicni rostliny je mozné pracovat v prostfedi bez
substratd. U brukvovitych druh@ byla osiva kliena na papirech
(Seed Testing Paper typ 3014, Hahnemiihle, Némecko) navlhcenych
sterilni demineralizovanou vodou do plné nasdkavosti, aniz by z nich
dochdzelo ke gravitaénimu odkapavani vody. Osivo brukvovitych
Kklicilo pfi 22 °C a 16 hodinové svételné periodé (viz Obrazek 8). Papiry
s osivem byly umistény v krabicich z transparentniho plastu, které byly



Metodika o3etFeni osiv nanocasticemi za Gcelem zlep3eni vybranych kvalitativnich parametrd

8: ZaloZeni pokusu s oSetfenymi osivy na testovacich papirech.

zakryty vikem, avSak nikoli vzduchotésné, aby byla umozZnéna vymeéna
plynt. Pro kazdou experimentalni variantu bylo pouzito 150 semen
(50 semen ve tfech opakovénich).

U Celedi Apiaceae byly zachovany shodné pocty semen a opakovdni,
pricemZ byly zvoleny specifické kli¢ici podminky: sterilni filtra¢ni
papiry, 8hodinovd svételnad perioda a stfidani denni a no¢ni teploty
(30°C den, 20°C noc).

Co se tyce hodnoceni vysevl, u brukvovitych byla energie kli¢eni
hodnocena 5. nebo 6. den od vysevu v zavislosti na rychlosti kliceni
dané odrudy, procento kli¢ivosti bylo hodnoceno 10. den od vysevu (viz
Obrazek 9). U zastupcl Celedi Apiaceae hodnoceni kli¢ivosti probihalo
v zavislosti na druhu osiva: mrkev 14. den, celer 21. den a petrZel
28. den po vysevu semen (viz Obrazek 10).

Mezi zdkladni parametry patfi celkovd procentudlné vyjadiend
Klicivost osiva a energie kliceni. Mezi dalS$i dobfe hodnotitelné
parametry v prvnich dnech po vysevu patfi napriklad procento
vykli¢enych rostlin v jednotlivych dnech po vysevu (odhaluje zrychleni
kliceni). Na konci hodnoticiho obdobi je moZzné hodnotit vybrané
parametry celych kli¢nich rostlin jako je délka kofene, stonku nebo
celkovy zdravotni stav rostliny. I zde lze s vyhodou doporucit open
source software FIJI (Image], Eliceiri/LOCI Group USA; Jug Group
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10: Ukdzka vyhodnocovdni kli¢ivosti oSetienych osiv celeru 21 dni po vysevu na
sterilni filtracni papiry.
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Italie, MPI-CBG Némecko). Tento néstroj md i dalS$i vyuziti. Autory
této metodiky byl vyuzit rovnéz pro stanoveni poctu bakteridlnich
kolonii pro ucely vyhodnoceni antibakteridlni aktivity nanomateriald,
a také pro analyzu vitality rostlin v in vitro kulturadch. Experimentalné
naroc¢néjsi je pak stanoveni susiny jakoZto vyznamného biometrického
ukazatele rastové vitality a celkového zdravotniho stavu osiva
a Kli¢nich rostlin. Spociva v suSeni klic¢icich rostlin z jednotlivych
variant pres noc v komorové susarné pri 105 °C a ndsledném stanoveni
podilu Cerstvé a suché hmoty.

Jak jiz bylo uvedeno vyS$e, v rdmci experimenti NAZV projektu
AgriNano byla vyuZita S$irokd S$kdla nanomateridld rdzného
chemického slozeniimorfologie. Velky objem dat ziskanych testovdnim
mnoha koncentraci a pouzitim rtznych Sarzi a odrid osiv umoznilo
formulovat obecné platné zavéry vyuZitelné pro ucely nanoprimingu
v semenarské praxi. Z dosavadnich vysledkd vyplyva, Ze nékteré typy
nanomaterialli — napf. nanocastice na bazi oxidu kiemicitého (SiO2_NPs)
mohou mit pozitivni vliv na pocdtecni faze kliceni, a to predevSim
v podobé urychleni vykli¢eni, rovnomérnosti a vitality kli¢nich rostlin.
Tento efekt byl nejvyraznéjsi u zastupcii Celedi Apiaceae, ktefi obecné
lépe tolerovali del$i expozici primovacim roztok@im, aniZz by doslo
k nezadoucimu bobtndni nebo poSkozeni osemeni. Naproti tomu
u brukvovitych druht, predevsim u $arzi s vétsi kalibraci semen, bylo
nezbytné expozici zkratit, jak bylo podrobné diskutovdno v kapitole
3.2. Mezi dalsi perspektivni materidl prokazujici pozitivni vysledky
spiSe u testovanych osiv fepky pak byla nanocastice typu rGO-Cu,
ktera zrychlovala kliceni anebo prinaSela zvySenou toleranci k fomové
hnilobé (dosud nepublikovano). Cast ziskanych vysledkl je s vice
detaily prezentovana v nasledujici kapitole 3.4.3.
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3.4.3 P¥iklady vysledku a vystupt ziskanych v oblasti
ovlivnéni klicivosti cleny autorského kolektivu

3.4.3.1 Zrychleni kli€¢eni u osiv Fepky olejky v disledku oSetFeni
nanocastici rGO-Cu

V ramci experimentu byla oSetfena osiva celkem 6 odriad fepky,
pricemz osSetfené osivo bylo nasledné vyseto do sadbovact, které
byly umistény do skleniku. V rdmci experimentu byla monitorovana
rychlost kli¢eni jednotlivych odrid paty, Sesty a sedmy den od vysevu.
K vyznamnym rozdilim doslo paty den po vysevu (viz Obrazek 11).
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11: Souhrnné vysledky rychlosti kliceni osiva fepky pro vSechny odriidy po aplikaci
rGO-Cu (100 mg Cu-l).

Jak je z priloZeného obrazku zrejmé, paty den od vysevu doslo
k signifikantnimu ndrdGstu rychlosti Kkliceni osiva oSetfeného
nanokompozitem rGO-Cu o koncentraci 100 mg Cul! ve srovnani
s kontrolou bez oSetfeni (KS) a dosaZené hodnoty byly vyrazné vyssi
také ve srovndni s kontrolou oSetfenou vodou (KM). Efekt zrychleného
kliceni byl dosazen v globdlnim kontextu vSech Sesti testovanych
odrad. Vice je k této problematice a designu experimentu mozné nalézt
v uZitném vzoru Pecenka et al. (2025).
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3.4.3.2 Zrychleni kli€eni u osiv koFenovych zelenin v disledku
oSetreni vybranymi nanocasticemi

Praxe uvadi, Ze proces Kkliceni osiv kofenovych zelenin je ve srovnani
s jinymi druhy delSi. Nabizi se zde tedy vyuZit v literatufe popisovany
potencidl nanocastic zrychlit proces kliCeni. Za timto ucelem byly
zaloZeny pokusy s osivy tfech druhti kofenovych zelenin, konkrétné se
jednalo o mrkev, celer a petrzel. Na rozdil od osiv Celedi Brassicaceae
bylo pozorovano, Ze osiva Apiaceae vykazuji vyssi toleranci k delSi dobé
expozice v primovacim roztoku, aniz by dochéazelo k neZzadoucimu
bobtnani osemeni ¢i aktivaci procest kliceni. Tato skute¢nost umoznila
testovani ucinku nanoprimingu pii rtznych casech oSetfeni bez
vyrazného rizika predfasného klieni. Byly pouZity tfi varianty
oSetfeni: nanocdstice rGO-Cu (v koncentraci odpovidajici 150 mg mg
Si02-11) a kombinace obou téchto nanomateridld o zminovanych
koncentracich. OSetfeni osiv probihalo ve tfech Casovych variantach:
3,6 a 9 hodin, formou maceni prilaboratorni teploté a 150 rmp. Priklad
dosazenych vysledkl je zndzornén na Obrazku 12.

Celer (priming 3H)

100

Klicivost (%)

Bvarianta: KS

| BVarianta: KM

Hvarianta: Si02_1 1600
BVarianta rGO_Cu_150
Bvarianta: rGO_Cu_150 + Si02_1
1600

12: Vliv oSetfeni nanocdsticemi rGO-Cu, SiO, a jejich smési na rychlost kliceni
oSetreného osiva celeru.
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Predbézné vysledky nasich experimentd ukazaly, Ze nanopriming
pomoci SiO,NPs mél pozitivni vliv na rychlost kli¢eni osiv vSech tfi
testovanych druhl, pricemz statisticky prtkazné zrychleni kli¢eni
oproti kontrolnim variantdm bylo zaznamendno zejména v prvnich
péti dnech od pocatku kli¢eni. Tento efekt byl nejvyraznéjsi pfi stfedni
a delsi dobé expozice, coZz naznacuje, Ze nanocastice na bazi SiO.,

mohou fungovat jako stimulator kli¢icich procesi u osiv Apiaceae,

zejména v pocate€nich fazich kliceni.

3.4.3.3 Dopad oSetFeni nanocasticemi obsahujicich méd'na kli€éni
rostliny Fepky olejky

V daném experimentu byly testovany ucinky rtznych modifikaci

nanocastic na bazi médi na vlastnosti semenaca tri odrad Fepky olejné.

Konkrétné se jednalo o nanocéstice s pracovnim oznacenim GO-Cul

(GO = grafenoxid), rGO-Cu2 (rGO = redukovany grafenoxid), Biochar-Cul

a Cu-NPs_57.

Z hodnocenych parametri byl zaznamenan pozitivni vliv o$etfeni na
prodluzovaci rist stonku (viz Obrazek 13), a to u dvou ze tii pouzitych
odrid. Tento vysledek je zaroven prikladem toho, Ze vnimavost
jednotlivych odrtd/osiv na oSetieni nanocasticemi, se miize lisit. Tento
zavér podporuje dfive formulované doporuceni, Ze pred aplikaci

varianta*Odrtda; Priméry MNC
Soutasny efekt: F(10, 2682)=4,4531, p=,00000
Dekompozice efektivni hypotézy

Vertikalni &ary oznaéuiji 0,90 intervaly spolehlivosti
45

40

. S ST

S P S
o b $

20 % % % % % %

Délka stonku (mm)

& Odrida
10 Ocelot

Kkontrola - sucha GO _Cu2 Biochar Cu1 0 Odruda

CmA%ens Sonyx
kontrola - macena GO_Cut Cu_NPs_57 % Odrida

varianta Orex

13: Vliv oSetieni riiznymi variantami nanocdstic na bdzi médi na délku stonku
klicnich rostlin.
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nanoprimingu na neovéfend osiva ve vétSim méritku, je vhodné
provést menSi pre-test jejich vnimavosti. Podrobnéjsi informace
o0 tomto experimentu je mozné ziskat v publikaci Baranek et al., (2022),
ze které byl také prevzat Obrazek 13.

4 SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

Predklddanad metodika predstavuje problematiku nanoprimingu osiv
jak na teoretické urovni, tak i ve formé prehlednych, laboratorné
proveditelnych postupd. Novost spocivd v predstaveni zdsadnich
aspektti ovliviiyjicich dopad nanoprimingu jako je volba typu
nanocastice, nastaveni koncentrace a doby ptlisobeni. Déle jsou
predstaveny nésledné postupy pro ovérenim ucinku z hlediska
schopnosti eliminovat patogeny vdzané na osiva anebo na kliceni
a rany rust.

Srovnani s dezinfekénimi (sanitacnimi) postupy

Dosud pouzivané metody zaméfené na eliminaci patogent
prendSenych osivy jsou prevadzné fyzikalni (napf. teplotni oSetfeni)
a jejich ucinnost je Casto podminéna uzkym optimem nastaveni; pri
odchylce miiZze dochdazet k oslabeni kli¢ivosti. Nanopriming umoziuje
zacilit i na vnitfni infekce (pfi vhodné aplikaci a podtlaku), a pfitom
si drZet neutrdlni aZ priznivy dopad na KkliCeni. Ve srovndvacich
pokusech byl napfiklad postup se stfibrnymi nanocasticemi ucinné;si
nez oSetfeni horkou vodou u Xanthomonas na osivech brukvovitych.

Srovnani s postupy pro urychleni kliceni

Klasické ,primingové“ metody (hydro-, osmo-, halo-, hormondlni
priming) jsou dlouhodobé vyuZzivany ke zrychleni a sjednoceni kliceni,
obvykle vSak bez cileného antimikrobidlniho ucinku. Nanopriming
naopak spojuje obé hlediska: muZe soucasné urychlit kliceni
(prokazano u testovanych zastupcli Apiaceae a Brassicaceae) a sniZovat
vyskyt patogend, pokud se pouZziji vhodné typy nanocastic.

Prakticky dopad novosti

V praxi to znamend, Ze nanopriming pfedstavuje jednu z mala uprav
osiv, kterd dokazZe v ramci jednoho postupu nabidnout jak sanita¢ni
efekt tak i zrychleni ndstupu kliceni a raného rdstu. Srovnatelna
teplotni oSetfeni sleduji primarné hygienizacni cil, ucelem klasickych
metod primingu je zase primdrné nastartovat fyziologické procesy
v semenech, ale bez jejich dezinfekce. Vhodné zvolend aplikace
nanoprimingu (vfetné vyuziti podtlaku) tak mutze preklenout mezeru
mezi ,dezinfekci“ a ,,podporou vitality“ a nabidnout obé vyhody soucasné.
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5 POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je urcena predevSim vyzkumnym a zkuSebnim pracovistim
v oblasti biologie semen, rostlinné patologie a Slechténi, ktera pottrebuji
ovérit dezinfekéni a stimulac¢ni ucinek nanoprimingu v laboratornich
podminkach. D4le nalezne uplatnéni u semendaiskych firem pfi
zvySovani standardd péce o cenné liniové materidly a novoslechténi.

Rozsah a typické scénare pouziti

¢ ovéfeni Uucinku nanoprimingu na sniZeni vyskytu patogent
prendSenych osivy a na zrychleni kliceni u modelovych i hospodarsky
vyznamnych druhl zelenin (zejm. z celedi brukvovitych a dalSich
vybranych druhti). Metodika poskytuje sadu krokd vedoucich
k volbé vhodné nanocéstice, nastaveni koncentrace, doby plisobeni
a k jednoduchému laboratornimu ovéfeni ucinku.

+ srovnavaci zkousky s konvenénimi postupy (napf. teplotni oSetfeni),
kdy je cilem posoudit, zda nanopriming prindsi kombinovany efekt
(sanitace + rychlejSi nastup kliceni) tam, kde tradi¢ni postupy mifi
primarné na hygienizaci.

+ oSetfeni cennych semennych materiali ve §lechtitelskych firmach,
a to jako prevence pro dlouhodobéjsi uchovani anebo naopak pro
zvySeni kli¢ivosti problematickych, ale pro firmu cennych $arZzi osiv.

Kde dava uplatnéni nejvétsi smysl

« vyzkumné a zkuSebni laboratofe (univerzity, vyzkumné ustavy,
Slechtitelské stanice) — pro optimalizaci parametri nanoprimingu,
srovnani s alternativnimi pristupy k oSetfeni osiv a dokumentaci
ucinku.

* semendfské firmy v malych objemech - zejména pro cenné
Slechtitelské linie a novoSlechténi, kde je relativné malo osiva
a zaroven vysokd hodnota kazdé Sarze; zde mulZe nanopriming
zvySit Sanci na bezproblémové vzchdzeni a potencidlné prispét
k 8irsi pouZitelnosti takto oSetfenych osiv.

Limity uplatnéni ve velkém méritku

Primyslové/velkoobjemové oSetfeni osiv zatim neni dofeSeno: narazi
na technické komplikace (rovnomérnost zdsahu, manipulace s velkym
mnozstvim jak osiv, tak nanocastic) a zejména na obtiZzné ,scale-up“
vyroby perspektivnich nanocéstic v konstantni kvalité. Metodika proto
prozatim predpoklada vyuziti v laboratornim a poloprovoznim meéritku.

Bezpecnost a dopad na Zivotni prostredi
* pri ,in house“ laboratornich aplikacich a pouZitych koncentracich
je riziko Sifeni nanocdstic do prostfedi minimadlni: oSetfeni probiha
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mimo pidu, davka ulpéld na osivech je velmi nizkd a po aplikaci
nasleduje osuSeni a standardni manipulace se suchym osivem.
Zbytkové roztoky se likviduji jako laboratorni odpad dle internich
piredpist pracovisté.

Shrnuti pro praxi

Metodika je okamZité uplatnitelnd v laboratorich jako nastroj
k rizenému sniZeni mikrobidlni zatéZe osiv a ke zrychleni kliceni
u vybranych kombinaci, pfi¢emZ pii deklarovanych davkach
nepiedstavuje relevantni riziko pro Zivotni prostiedi. Pro primyslové
objemy zatim slouzi jako pripravny krok (optimalizace, porovnani
alternativ). Nejvétsi prinos je o¢ekdvanu malych, cennych Sarzi.

6 EKONOMICKE ASPEKTY

Naklady na zavedeni techniky na pracovisté

Pro rutinni provddéni postaci béZné laboratorni prostredky:
michaci lazné/tfepacky, pfesné vahy, filtracni a suSici zafizeni
a standardni spotfebni materidl (pipety, filtry, Petriho misky, kli¢ni
substraty). Zavadéci naklady jsou tim paddem nizké, protoze vychazeji
z béZné dostupného a Siroce vyuzZivaného laboratorniho vybaveni
a standardnich provoznich polozek (materidl, energie, mzdy
laboranta). Pokud je cilem prohloubit pronikdni suspenze do semen,
lze pridat jednoduché vakuové feSeni (menSi vakuovd komora +
Cerpadlo) prostfednictvim zafizeni béZzné dostupnych v konvencénich
laboratofich, popripadé porizenim nové aparatury, kterd predstavuje
naklady na urovni vyssich tisic korun.

Cena nanocastic
Rozptyl cen nanocastic je pomérné vyrazny. Ndkladovost se lisi podle
typu a dostupnosti vstupnich surovin. BéZné dostupné anorganické

svvs

drazsi. V obecné roviné se dle zkuSenosti pracovisté pripravujicitho
nanocastice pro projekt NAZV QK22010031 materidlové ndaklady
na oSetfeni 100grami osiva pohybuji v rozmezi 200K¢-400Kc.
To je castka bez zapocitdni osobnich ndkladd, rezii a bez ndkladd
na charakterizaci nanocastic, které mohou cenu findlné pouzité
nanocastice vyrazné navysit. Koneény vybér nanocdastic by mél
zohlednit nejen cenu, ale i stabilitu disperze a cilovy u€inek (tzn. miru
sanitace vs. stimulace). Pro primyslové (velkoobjemové) oSetfeni
zatim chybi ustalené technologické a cenové parametry. Teoreticky
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plati, Ze s rlistem sériového charakteru vyroby mohou nékteré naklady
jako je Casta charakterizace nanocdastic odpadat a jednotkové naklady
tak mohou vyrazné klesat. Vyslednd cena zavisi na konkrétnim feSeni
nebo optimalizacich a dnes ji nelze univerzalné odhadnout.

Provozni naklady a ocekavané uspory

oSetfeni osiv sniZujici vyskyt patogentl prendSenych osivem by se
mélo projevit mensimi ztratami pfi péstovani (nizsi tlak chorob na
pocatku porostu, rovnomeérnéjsi vzchazeni). Ekonomicky se to mtze
promitnout do lepsi obchodovatelnosti a hodnoty produkce. Pfesnéjsi
ekonomické odhady nelze formulovat, zavisi na hektarovém vynosu
dané plodiny, ndkladim na konkrétni nanocastici a zavaznosti
daného patogenu Sifeného osivem.

nanopriming osiv malych, ale pro Slechtitelské firmy vysoce
hodnotnych Sarzi (linie, novoslechténi), mize ptrinést zlepseni jejich
Zivotnosti. Pravé v tomto smyslu se jevi potencidl nanoprimingu jako
nejvyssi, protoZe chrani jedinecné SarZe semen a podporuje jejich
lepsi vzchéazeni. Piimé vycisleni pfinosu je zde obtiZné, nicméné
ztrata takovychto materidlG byva pro Slechtitelskou firmu obecné
citlivd a zpravidla téZko nahraditelna.
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