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Vézené kolegyné, vazeni kolegove,

prispévky v této védecké piiloze casopisu Uroda byly prezentovany na 26. roéniku mezinarodni
konference Aktudlni poznatky v péstovani, Slechténi, ochrané rostlin a zpracovani produktu,
ktera se uskuteCnila ve dnech 15.-16. 11. 2022 v Brné. Poradatelem konference byly
Vyzkumny ustav picninaisky, spol. s r. 0., Troubsko a jeho dcefina spole¢nost Zeméedélsky
vyzkum, spol. s r. 0., Troubsko. Vyznamnymi spolupotadateli a partnery této akce jsou Ceska
akademie zemé&délskych véd, Agrari komora CR, Ceska technologicka platforma rostlinnych
biotechnologii — Rostliny pro budoucnost a medidlnim partnerem je vydavatelstvi Profi Press.
Jiz vice nez deset let se vzdy v prosincovém &isle casopisu Uroda étenaii tohoto ¢asopisu setkali
s védeckou ptilohou ve formé CD. Letos poprvé neni tato pfiloha vkladana na CD disku, ale
cely sbornik bude mozné nacist pfes QR kod. I toto je maly piiklad postupujici digitalizace
V naSem Zzivoté. Nicméné zaklad zlstava potad stejny. Na konferenci vystoupili v tvodni sekci
kromé zastupce hlavniho poradatele také reprezentanti Agrarni komory CR a Ministerstva
zemédelstvi. Konference byla dedikovéna k 200. vyro¢i narozeni Gregora Johana Mendela.
Tomuto vyro¢i byly vénovany uvodni dvé pirednéasky. VSechny ptispévky této védecké ptilohy
byly recenzovany cleny védeckého vyboru konference, za coz jim patii velké podékovani.

Konference se kona v atmosféie, kterou jsme si jesté¢ pred rokem nedovedli ani ptedstavit.
V lonském roce jednim z hlavnich témat konference byl Green Deal a navazujici evropskeé
strategie, to vSe pod dojmem pandemie Covidu 19. Letos se zcela nutné v diskuzich objevi
aktualni témata spojend s energetickou a valecnou krizi. Doufejme, Ze stejné jako v dobé
Covidu i nyni bude zemédelstvi stabilizujicim faktorem a bude schopné fungovat i
Vv ekonomicky nejisté dobé. Ve sborniku je publikovéana celd tfada ptispévki, které mohou
rychlou aplikaci vysledkt piispét k zefektivnéni zeméd¢elské produkce. Jsou to predevsim nové
pristupy ve Slechténi rostlin, Skala novych poznatkli o moznostech rychlejsich selekci materiala
snovymi vlastnostmi pomoci markeri. Stejné tak jsou zde ptispévky zamétené do oblasti
novych technologii spojenych s jiz uvedenou digitalizaci a modernizaci zeméd¢lské produkce.
Vérim, ze kazdy Ctenaf si najde v Sirokém spektru témat to, které ho nejvice zajima. Autory
jednotlivych piispévkl jsou pfedni Cesti odbornici coz je jiz samo o sob& garanci kvality.
Osobné¢ se domnivam, ze bez novych inovativnich vstupti do vSech oblasti naseho zivota véetné
zeméd@lské a potravinarské produkce se neobejdeme a jsou nezbytnym piedpokladem
udrzitelnosti produkce. A v soucasné dobé nejen udrzitelnosti, ale i zabezpeceni potravinové
bezpeénosti Ceské republiky. Neni pochyb o tom, Ze produkce ¢eskych potravin a surovin je na
vysoké kvalitativni irovni a nyni je tfeba hledat postupy, které ji stabilizuji a u nékterych
komodit zvysi.

Véazeni Ctenari, autofi prispévki i editofi tohoto sborniku budou vdécni za zpétnou vazbu,
napiste prosim svlj nazor nejen na kvalitu vysledkd, ale 1 na tuto formu jejich transferu. To, Ze
se tato piiloha dostane k tisicim &tenatt ¢asopisu Uroda je jednou z moznosti efektivniho
transferu vysledkl do praxe. Ale je to nas nazor a byli bychom radi za zpétnou vazbu. Na zavér
si dovolim podékovat v§em autort, ktefi pfisp€li svymi ptispévky do tohoto sborniku, vSem
¢lentim védeckého vyboru za recenzovani. Dékuji vSem za aktivni ti€ast na konferenci.

Jan Nedélnik
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Charakterizace mrazového poskozeni u generativnich pupent
ovocnych drevin

Characterization of frost damage in generative buds of fruit trees
Bilavéik A.L, Bobrova 0.2, Faltus M., Zameénik J.!

YWyzkumny tistav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha
?Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine NAS of Ukraine

Abstrakt

V soucasnych podminkach probihajici zmény klimatu dochézi pii péstovani ovocnych drevin
ke zvySujicim se narokiim na odolnost jejich generativnich organt k jarnim mrazikim. V CR
jsou Slechtény nové odridy ovocnych dievin, u kterych je potieba stanovit odolnost jejich
generativnich pupenti v ranych fenofazich k mrazu. Pomoci termickych metod diferencni
skenovaci kalorimetrie a infraervené termografie byly charakterizovany termické udalosti v
generativnich organech ve fenofazi raseni u vybranych odrid a perspektivnich genotypu
merunky a tfeSn€ v priibéhu jejich vystaveni mrazovym teplotam.

Klicova slova: ovocné stromy, termicka analyza, ledova krystalizace, poSkozeni mrazem,
kvétni pupeny

Abstract

In the current conditions of ongoing climate changes, when growing fruit trees, the demands on
the resistance of their generative organs to spring frosts are increasing. In the Czech Republic,
new varieties of fruit trees are bred. Thus, it is necessary to determine their frost resistance in
the early phenophases. Using the thermal methods of differential scanning calorimetry and
infrared thermography, the thermal processes in the generative organs during the early stage of
sprouting phenophase of selected varieties and perspective genotypes of apricots and cherries
were characterized during their exposure to frost.

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

Uvod

Nizké teploty patii mezi hlavni faktory limitujici rozsifeni a produktivitu rostlin. O pfeziti
rostlin rozhoduje schopnost snaset extrémni podminky prostiedi bez poSkozeni ¢i po nich
regenerovat. Pfedev§im mrazové poskozovani je znacnym ekonomickym problémem nejen
V oblastech mirného pésu, ale zasahuje az do subtropi. Plisobenim nizkych teplot dochazi
u rostlin k ledové krystalizaci v jejich pletivech a organech. Pokud jsou rostlinna pletiva ve
vegetacnim stavu, mize byt jejich vystaveni teplotdm pod bod mrazu letalni. Diky ledové
krystalizaci v rostlinném pletivu mize dojit k jeho letalnimu poskozeni. Krystalizaci ledu je
Vv rostlinnych organech a pletivech moZné pozorovat piimo, napf. pomoci magnetické
rezonance (Ishikawa a kol., 1997, Price a kol., 1997), ¢i neptimo, nizkoteplotni elektronovou
mikroskopii (Ashworth 1990, Endoh a kol., 2014). V souvislosti s nové se rozvijejicim oborem
infracervené (IR) termografie je tato technika pouzivéna 1 pti sledovani mrazového poskozeni
u rostlin (Wisniewski a kol., 1997, Fuller a Wisniewski, 1998, Hacker a Neuner, 2007,
Wisniewski a kol., 2008, Livingston a kol., 2018). IR termografie je obor, ktery vyuziva
bezkontaktni sledovani teploty povrchu téles k vizualizaci teplotnich zmén vzorku v redlném
case. V zapornych teplotnich hodnotéach ptiblizné od -40 °C vyse. Diky vhodnému software 1ze
naméefené termogramy vyhodnotit v ¢asové ose. Pii vystaveni sledovaného materidlu teplotni
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zmeéné je u néj mozné v ¢ase vizualizovat teplotni odezvu v ramci zmény teploty prostedi. Tim
je mozné sledovat krystalizaci ledu a tani protoze v téchto ptipadech dochdzi k tvorbé
zaznamenatelného teplotniho rozdilu mezi objektem a okolim, které termokamera zobrazi a SW
zaznamena. Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie je termickd metoda, ktera se vyuziva pro
kvantitativni a kvalitativni stanoveni tepelné zabarvenych déji ve vzorcich. Piedevsim teplot
(onsetu) krystalizace a tani a celkového obsahu krystalizované vody ve vzorku. Cilem prace
bylo pomoci termickych metod diferen¢ni skenovaci kalorimetrie a infracervené termografie
charakterizovat termické udalosti v generativnich organech ve fenofdzi raSeni pupent
vybranych odrid a perspektivnich genotypli meruniky a tfesné v pritbéhu jejich vystaveni
mrazovym teplotam.

Material a metody

Rostlinny material byl odebirany v priibéhu piedjarniho a jarniho obdobi ze sadi VSUO
Holovousy. Byly pouzity pupeny z generativnich organti z jednoletych dormantnich vyhont
titesné (Prunus avium (L.) L.) nasledujicich odrud: '‘Amid', 'Early Korvik', ‘Jacinta’, 'Justyna',
'Regina’ a'Kordia'. Dale byly pouzity pupeny z generativnich organti z jednoletych dormantnich
vyhont meruniky (Prunus armeniaca L. var. armeniaca) téchto odrid: 'Betinka’, ‘Candela’,
'Harcot', 'Harogem', 'Leskora’ a 'Sophinka'. Vybér byl proveden tak, aby byly zastoupeny
produkéni odridy v CR (‘Kordia’, ‘Leskora’), odolné Kanadské odrtidy meruiiky (‘Harcot,
'Harogem’') a perspektivni slechténi merunék (‘Betinka’, 'Candela’ a 'Sophinka’) a tiesni CAmid',
Jacinta’, 'Justyna', 'Early Korvik) z CR. Z piedchozich zkusenosti a experimentdi, byla pro
pokusy charakterizace mrazového poskozeni vybrana fenofaze vyvoje generativniho pupene
pocatku raSeni pupene. Pro kalorimetrické méfeni stanoveni ledové krystalizace a celkového
mnozstvi krystalické vody byly pupeny temperovany pii 20 °C. Méfeni bylo provadéno
v diferen¢nim skenovacim kalorimetru Q2000 (TA Instruments). Celé dormantni pupeny byly
umistény do hlinikové panvic¢ky a vlozeny do DSC cely (20 °C). Termické vlastnosti byly
méfeny v pribéhu chlazeni & ohievu (10 °C min, vzorkovaci frekvence 0,2 s bod™, promyvani
pritokem 33 ml min™ dusikem) a analyzoviny pomoci software TA Instruments Universal
Analysis 2000. Obsah vody ve vzorcich byl stanoven gravimetricky a vyjadien jako procentni
podil z celkové hmotnosti vzorku. Pro vizualizaci pribéhu ledové krystalizace byly pouzity
pramérné 20 cm dlouhé jednoleté vyhony s generativnimi pupeny v celkovém poctu primérné
20 jedinch. Material byl umistén na filtracni papir poloZzeny na médéné podlozce umisténé
V pultovém mrazicim boxu s pocitacem fizenym regulatorem s poklesem teploty ptiblizné 0,5
°C min™*. Pfesnd teplota na médéné podloZce byla kontrolné zaznamendvana pomoci digitdlniho
teploméru. Po umisténi rostlinného materidlu do mraziciho boxu bylo spusténo infracervené
snimani pomoci stacionarni LWIR termovizni kamery Workswell WIC 640 (rozliSeni
640x512px, vzorkovaci frekvence 30 fps). Pomoci SW Workswell CorePlayer Beta byl poté
vyhodnocen zdznam termokamery. Naméfend data, teploty krystalizace, byla pomoci SW
vizualné odectena a zpracovana pomoci statistického software Statistica 7.0 (StatSoft).

Vysledky

U generativnich pupentli sledovanych odrid merunky a tfeSné byly zaznamenany v prub¢hu
chlazeni exotermické piky odpovidajici krystalizaci vody Vv pletivech. V pribéhu ohievu tato
krystalickd voda ptfechéazela do kapalného skupenstvi, coz bylo na kiivce ohfevu detekovano
jako endotermni pik. Plocha piku odpovidala podilu krystalick¢ vody v métenych vzorcich.
Ukéazka termogramil generativnich pupent v pribéhu chlazeni a ohfevu je u obou druht,
merunky 'Sophinka' a tfesné 'Kordia', na obr 1. Na obr 2. A je znazornén obsah krystalizované
vody Vv generativnich pupenech testovanych odrid meruiiky béhem chlazeni a ohfevu a obsah
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celkového mnozstvi vody v pupenech. V pribéhu chlazeni vykazovala nejvy$si obsah

cvwr

cwwvr

Primérny obsah krystalizované vody byl u testovanych odriid meruiiky v pribéhu chlazeni 50,6
% a Vv pribéhu ohifevu 54,9 %. Na obr 2. B je zndzornén obsah krystalizované vody
Vv generativnich pupenech testovanych odrid tfesn¢ béhem chlazeni a ohfevu a obsah celkového
mnozstvi vody v pupenech. V prib&hu chlazeni vykazovala nejvyssi obsah krystalizované vody
63,9 % 'Early Korvik' a nejnizsi 47,2 % 'Regina’. V prub&hu ohievu vykazovala nejvyssi obsah
krystalizované¢ vody 65,0 % 'Early Korvik' a nejnizsi 51,0 % 'Regina’. Primémy obsah
krystalizované vody byl u testovanych odriid meruiiky v pribéhu chlazeni 55,2 % a v prab&hu
ohtevu 58,0 %. Na obr 3 A je fotografie testovaného vyhonu tiesné 'Kordia', pro ktery je na obr
3 B. termograficky snimek s teplotnimi udaji onsetu krystalizace jednotlivych pupenti a v dolni
¢asti, obr 3 C, je znazornén Casovy teplotni pribéh jednotlivych pupenti oznaenych na obr 3
B. Cerna &ara znazoriuje pribéh zmény teploty pozadi. Cisla na obrazku ukazuji teploty v
riznych ¢astech vyhonu v dob¢ zacatku krystalizace. Nejvyssi teplota krystalizace pupene byla
na tomto vyhonu byla -3,2 + 0,38 °C. Béhem krystalizace se teplota jednotlivych pupeni
zvysila 0 0,5 - 1,7 °C, na teplotu bodu mrznuti.

3

A

2 ~
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: g ; .
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Heat Flow (W/g)
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Obr. 1. DSC termogram generativnich pupenti merunky 'Sophinka' (A) a tfesn¢ 'Kordia'
(B). V horni ¢asti kiivky je vyrazny pik krystalizace béhem chlazeni a v dolni ¢asti kiivky
je pik tani. Velikost plochy piku odpovida krystalizované vodé v pupenu. Rychlost chlazeni
a ohfevu byla 10 °C min™.

A 80 - 90 B_ =0 - 90
(=]

¥ 70 - 80 S 70 - 80
_ (U | —
o) - 60 > 5 - 60 o
= 50 = S
. - 50 > e - 50 o
& 40 ° g 40 >
@ - 40 2 > - 40 =
> O 30 @©
o 30 L o N 30 0
AT g ‘T 20 8
g 2 - 20 é g . - 200
7] - 10
> 10 - 10 ™z

X L 0 L0

QN 2> 2 N
N KN & Q' - b\
,&&’b (\béb ?;&o" og’& g@@ \{\@@ & \\%o‘\ \’b(’\(\ \\{;c\ ng@ %o‘
SRV IO S &
Odrada Odrada

Cbr. 2. Obsah krystalizované vody v generativnich pupenech odrid merunky (A) a tiesné (B)
b&hem chlazeni (H) a ohtevu () a obsah celkového mnozstvi vody v pupenech (—).
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Obr. 3. Charakterizace teplotnich zmén u generativnich pupenu tfesné ‘'Kordia' (A),
infracerveny snimek krystalizacnich procesti vyhonu (B) a teplotni zmény rtiznych bodii zdjmu
(C, barevné linie). Cerna ¢ara znazorfiuje pribdh zmény teploty pozadi. Cisla na obrazku
ukazuji teploty v rtiznych ¢astech vyhonu v dobé zacatku krystalizace (°C), béhem krystalizace
se teplota zvysila 0 0,5 - 1,7 °C.

Diskuze

Termicka charakterizace rostlinnych pletiv a organii je pro posouzeni mrazové odolnosti
generativnic‘l:l organt u SirStho spektra rtiznych genotypti ovocnych dievin nezbytnym
ptfedpokladem. PtedevSim teploty ledové krystalizace jsou znakem, ktery koresponduje
S poskozenim dané struktury (Proebsting a Mills, 1978, Meng a kol., 2007). V piispévku jsou
porovndny moznosti vyuziti diferen¢ni skenovaci kalorimetrie a infraervené termografie
k posouzeni termickych charakteristik pro vyuZziti posouzeni mrazového poskozeni
generativnich organti riznych odriid merunky a tfe$né. Ze zdznamu diferen¢niho skenovaciho
kalorimetru byla vyhodnocena teplota onsetu endotermniho piku pii ohfevu a procenticky
obsah krystalizované vody v pribéhu chlazeni a ohfevu. U vSech odrid obou druhii bylo
dosazeno vysSich hodnot obsahu krystalizované vody pii ohievu oproti chlazeni. V priméru
jsou hodnoty obsahu krystalizované vody béhem ohievu u meruiky a tfesn¢ o 4,3+ 1,05 °C
a2,1 = 1,12 °C vyssi nez hodnoty ziskané pfi chlazeni. Vyssi hodnoty obsahu krystalizované
vody V pribéhu ohfevu jsou dany tim, ze v pupenech dochazi ke krystalizaci vody béhem
dalSiho postupu mrazeni vzorku, ptipadné v pribéhu ohievu z ultranizkych teplot, do kterych
jsou z divodt postupu méteni v diferenénim skenovacim kalorimetru pupeny zmrazovany.
U merunky vykazovala nejniz§i hodnoty obsahu krystalizované vody odrida 'Harogem'
(42,6 %), coz byl oproti odrudé¢ 'Betinka’ o vice nez o 10 % mensi obsah krystalizované vody.
Toto sniZzeni odpovidalo ptedpokladu, protoze odriida 'Harogem' je povazovana za mrazove
obsah krystalizované vody u odridy 'Regina’, ktera je obecné povazovana za mrazové odolnou
a prekvapivé nejvyssi u odrady 'Early Korvik' (o 14 % vyssi obsah krystalizované vody), ktera
je také povazovana za relativné mrazuvzdornou. Tento vyrazné vyssi obsah krystalizované
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vody u mrazuodolnéji hodnocené odridy 'Early Korvik' by mohl byt vysvétlen celkoveé vyssim
obsahem vody v generativnich pupenech u této odrtdy, byl ze vSech odrud tfesni nejvyssi a mél
hodnotu 80,3 %. Hodnoty ledové krystalizace u generativnich pupent tiesné 'Kordia' byly
pramérné o 3,5 °C niz$i nez hodnoty zmétené pomoci diferencniho kalorimetru. Tento rozdil
je zptisoben rychlostmi méteni, kdy pti vyssi rychlosti mrznuti dochazi snadnéji k podchlazeni.
Piesto, ze k podchlazeni u méfeni pomoci diferen¢niho skenovaciho kalorimetru dochazi, 1ze
provést relativni porovnani odriid a hodnoty obsahu krystalizované vody zmétené pii ohievu
jsou termodynamicky odpovidajici termicka charakteristika. Ziskané vysledky napovidaji
moznosti vyuziti vySe uvedenych metod pro detekci termickych vlastnosti generativnich organt
merunék a tfe$ni pro stanoveni jejich aktualni mrazové odolnosti. V dalS§im postupu praci se
autofi zamé&fi na porovnani rozsahlejSiho spektra odriid v Sirsi oblasti jejich fenologického
vyvoje.

Zavér

Pro efektivni posouzeni potencidlniho mrazového poskozeni konkrétnich genotypt ovocnych
dfevin, posouzeni jejich mrazuvzdornosti, je zapotiebi vyvinout a otestovat nové, ¢i
optimalizovat stdvajici postupy, které budou charakterizovat teplotni udalosti v rostlinnych
pletivech a korelovat je s zivotnosti. Vyuziti diferen¢ni skenovaci kalorimetrie s pomoci
infracervené termografie se jevi jako vhodny pfistup, ktery vysSe uvedené pomize splnit.
V dal§im obdobi budou otestované postupy ve spolupraci s VSUO Holovousy vyuZity

v ovétfeni této metody pro Sirsi testovani mrazuvzdornosti generativnich organti ovocnych
drevin.
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Analyza genetické struktury odriid horcice bilé pomoci Bayesovskych
metod modelovani

Analysis of genetic structure of white mustard varieties using Bayesian
modelling methods

Curn V.,}Jozova E.}, Rost M.}, Rychla A.?, Stehlikova D.!

Yihoceskd univerzita v Ceskych Budéjovicich
20SEVA Pro, Vyzkumny iistav olejnin Opava

Abstrakt

Pro hodnoceni genetické struktury kolekce 187 genetickych zdroji hoicice bilé, Sinapis alba
L. byla pouzita analyza mikrosatelitd. V 15 lokusech bylo detekovano celkem 44 polymortnich
SSR alel. Jedenact z nich bylo stfedné az vysoce polymorfnich a také vysoka uroven
pozorované heterozygozity (0,12-0,83) a indexu genové diverzity (0,11-0,68) ukazovaly na
vysokou uroven polymorfismu vysvétlitelnou cizosprasnosti tohoto druhu a také rozsdhlym a
variabilnim souborem analyzovanych genetickych zdrojii. Bayesovska statistika odhalila jasné
bariéry a reprodukéni izolaci mezi odridami z diivodu omezené vymeény genetickych zdroji
mezi jednotlivymi Slechtiteli. U vétSiny genetickych zdroji byly také patrné zmény genetické
struktury v zavislosti na dobé€ Slechténi a registraci odriid, kdy byl patrny rozdil v genetické

vvvvvv

Kli¢ova slova: molekularni markery, SSR, genetické zdroje, Slechténi rostlin

Abstract

Microsatellite markers were used for assessment of genetic structure in a collection of 187
genetic resources of yellow mustard, Sinapis alba L. Microsatellites generated 44 polymorphic
alleles in 15 loci. Eleven of them were medium to highly polymorphic, and also the high level
of observed heterozygosity (0.12-0.83) and the Nei's gene diversity index (0.11-0.68) indicated
a high level of polymorphism explained by cross-pollination as well as an extensive and
variable collection of genetic resources. Bayesian statistics revealed clear barriers and
reproductive isolation between varieties due to the limited exchange of genetic resources
between individual breeders. For most genetic sources, changes in the genetic structure were
also visible, depending on the time of breeding and variety registration, when a difference in
the genetic structure of modern and earlier varieties was evident.

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

Uvod

Hoi¢ice bila (Sinapis alba L.) je nasi vyznamnou plodinou, kdy Ceska republika je spolu s
Kanadou a Ukrajinou jednim z nejvétSich svétovych producentli a vyvozci této plodiny.
Hofi¢ice bild pochazi z oblasti Blizkého vychodu a Stfredomoti, ale tato plodina je po tisicileti
péstovana po celém svété s rozliénym uplatnénim (Hemingway 1995; Hanelt 2001; Ruan et al.
2019). Hoi¢ice bila je odolna vici suchu (Kumari et al. 2020) a je odolna vici zavaznym
chorobam a hmyzim $kidcim (Bodnaryk a Lamb 1991), vykazuje fytosanitarni biofumigaéni
vlastnosti (Valdes et al. 2011) a je také duleZitou nektarodarnou a pylodarnou rostlinou pro
véely (Masierowska a Pietka 2014).

Ackoli je hot¢ice bila vyznamnou plodinou, doposud nebyla vénovana vétsi pozornost studiu
genetické diverzity a hodnoceni polymorfismu genetickych zdroji této plodiny (Katepa-
Mupondwa et al. 2006). Obecné ale panuje nazor, ze u Slechténych plodin klesd rozsah
genetické variability a morfologické znaky jiz nestaci k identifikaci nové vznikajicich odrid a
k definovani jejich fenotypové variability kvtili vliviim mnoha faktorti prostiedi. To se odrazi i
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v ¢asto problematickém pouZzivani testt DUS pro popis a pravni ochranu odrad (Fu et al. 2006;
Yu a Chung 2021). I to je divod pro¢ nariistd vyznam molekularnich markerd pro ucely
identifikace a popisu genetickych zdrojii a jako selekénich markerd ve Slechténi (Javidfar a
Cheng 2013; Fu et al. 2013; Karp a Edwards 1997). Nejkomplexngj$i markerovy systém
pouzivany pro tyto ucely jsou mikrosatelity (SSR markery), protoze maji mnoho zadoucich
vlastnosti, jako je hojna distribuce genomu (Kalia et al. 2011), schopnost tvofit multiplexy a
kodominance, tj. schopnost rozliSovat mezi homozygoty a heterozygoty (Guichoux et al. 2011).
Kombinace morfologickych a molekuldrnich markera je navic vynikajici technikou pro vybér
optimalnich genotypt pro Slechténi pti zachovani adekvatni genetické diverzity (Heffner et al.
2009; Varshney 2021).

Cilem této studie bylo vyhodnotit genetickou strukturu genetickych zdroji hoicice bilé,
zaznamenat mozné zmény v genetické struktufe a ovéfit vhodnost mikrosatelitti pro tyto tcely.

Material a metody

Rostlinny material: Pro analyzy genetické struktury byl vybran pilotni soubor 187 vyznamnych
genetickych zdrojii z kolekce hoicice bilé uchovavané na pracovisti OSEVA Pro v Opavé.
Analyzovany soubor zahrnoval moderni i starSi registrované odrudy, krajové odridy a
Slechtitelské materidly z riiznych zemi, tak aby piedstavoval reprezentativni vzorek genotypii
jarniho typu hoi¢ice bilé.

Izolace DNA: Semena byla vyseta do zahradnického raselinového substratu a péstovana v
laboratornich podminkach pii teploté¢ 21°C a fotoperiodé¢ 16/8 hodin po dobu péti dni.
Z kazdého genotypu byly odebrany délozni listky 36 rostlin a Setrné ususSeny v silikagelu.
Suseny material byl homogenizovan pomoci sklenénych kuli¢ek v Retsch® Mixer Mill MM400
po dobu 30 sekund pii maximalni frekvenci (30 Hz). DNA byla extrahovana modifikovanou

v v

a vysoce koncentrovana.

Analyza mikrosateliti: Bylo pouzito celkem 15 mikrosatelitnich markeri: BoREM1b A,
BoREM1b_B, BoREM1b_C, BolAB19TF, BoPC34 (Louarn et al. 2007), P381, D3_A, D3 B,
D11, D12, P17, P7, P9 B, P9 _C, P30 B, P30 C, P35 A, P35 B (Cui et al. 2008). V kazdé
PCR reakci byly pouzity tfi primery, jeden univerzalni primer znaceny FAM (Ba08 6-FAM
nebo Ba03 6-FAM), forward primer rozsiteny o sekvenci zna¢eného primeru a reverzni primer
(Enkerli et al. 2001; Jozovéa a Curn 2014). PCR reakce byla provedena v 10 pl, v 1x reakénim
pufru (75 mM Tris — HCI, pH = 8,8, 20 mM (NH 4) 2 SO 4, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgClI
2,200 uM dNTPs), 10 pmol kazdého primeru, 0,5 U Taq Purple DNA polymerazy PPP Master
Mix (Top-Bio, CZ) nebo 2x Master Mix se standardnim pufrem (NEB, USA), 2x BSA a 50 ng
templatové DNA. Amplifikace byla provedena na termocykleru Biometra TProfessional v
nasledujicim teplotnim profilu: pocate¢ni denaturace 5 min pii 94°C, 31 cykli 60 s pii 95°C,
60 s pii 52-59°C (v zavislosti na pouZitém primeru) a 60 s pii 72/68°C, finalni elongace 15 min
pii 72/68°C v zavislosti na pouzitém master mixu. PCR produkty byly separovany na
genetickém analyzatoru ABI 3500 (Applied Biosystems).

Analyza dat: Primarni molekularni data byla analyzovana pomoci softwaru GeneMapper a byla
zaznamenana velikost SSR alel. Pro dalsi zpracovani dat a vypocet parametra Ho, He, Fis, PIC
a indext genetické diverzity byl vyuzit softwarovy balik adegenet pro R software (R Core Team
2020; Jombart a Ahmed 2011). Bayesovské metody a software STRUCTURE byly pouzity pro
odhady poctu klastrii a vyhodnoceni genetické struktury analyzovaného souboru genetickych
zdroju (Evanno et al. 2005; Pritchard et al. 2000).
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Vysledky

Polymorfismus mikrosatelitovych markeru: V souboru 187 genotypi hoicice bilé bylo po
fragmentaéni analyze zaznamenano celkem 113 mikrosatelitovych alel. Z tohoto po¢tu bylo 44
alel polymorfnich a detekovanych v 15 lokusech s primérem 2,93 alely na lokus.

Tabulka 1: Detailni vysledky analyzy mikrosatelitd u souboru genetickych zdroju Sinapis alba.
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BoREM1b A 0,19 2 209 173-175 104,5; 187 | 0,12 0,11 -0,06 0,11 0,11 0,50
BoREM1b B 0,00 1 3 181 3;3 0 0 - - -
BoREM1b C 0,00 1 3 187 3;3 0 0
BolAB19TR 0,00 1 1 314 1;1 0 0 - - -
BoPC34 0,51 3 323 149-151 148; 172 0,73 0,50 -0,45 0,50 0,50 0,94
P381 0,50 2 21 213-229 105; 11 0,05 0,50 0,90 0,50 0,51 1,00
D3_A 0,65 6 342 155-163 33,5;149 0,83 0,67 -0,24 0,67 0,67 0,85
D3 B 0,44 5 101 167-171 10; 73 0,20 0,39 0,50 0,38 0,68 0,54
P7 0,27 6 119 141-156 3,5; 101 0,11 0,21 0,49 0,21 0,21 0,39
P9 B 0,38 3 184 125-138 32; 141 0,28 0,29 0,05 0,27 0,27 0,54
P9 C 0,35 4 231 145-160 23; 184 0,25 0,23 -0,06 0,23 0,24 0,49
P30 B 0,32 2 5 166-174 2,54 0 0,32 1,00 0,32 0,36 0,72
P30 C 0,00 1 2 192 2,2 0 0 - - -
P35 A 0,52 6 109 149-161 3,5; 68 0,53 0,47 -0,12 0,46 0,47 0,63
P35 B 0,00 1 1 173 1;1 0 0 - - -

Tri lokusy (D3 A, P7 a P35 A) pak obsahovaly po 6 alelach. Naopak pét lokust
(BoREM1b B, BoREMIb C, BolABI19TR, P30 C a P35 B) bylo klasifikovano jako
neinformativni lokusy s MAF < 0,01. V téchto lokusech byla detekovana pouze jedna alela a to
jen u 1 az 3 genotypti. Velikost amplifikovanych alel byla v rozmezi 125 — 314 bp. Jedenact
lokusii bylo stfedné az vysoce polymorfnich, s hodnotami PIC kolisajicimi od 0,19 do 0,65.
Nejvyssi hodnoty PIC byly pozorovany v lokusech D3 A (0,65), P35 A (0,52), ale také ve
dvou lokusech s nizkym poctem alel - BoPC34 (0,51) a P381 (0,50). Hladina pozorované
heterozygozity byla v rozmezi 0,12 az 0,83 s prumérem 0,21. NejvySsi pozorovana
heterozygozita byla také zaznamenana v lokusech s vysokym hodnotou indexu PIC, konkrétné
D3 A (0,83), BoP34 (0,73) a P35 A (0,53). Neitv index genové diverzity se pohyboval mezi
0,11 a 0,68 s primérem 0,25. Podrobné vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1. VSechny tyto
parametry ukazuji na velmi vysokou miru genetické variability a pomérné¢ vysokou genetickou
diverzitu v ramci sledovaného souboru genetickych zdroji.

Analyza genetické struktury: Software STRUCTURE byl pouzit pro odhad poctu shlukt
pomoci bayesovskych algoritmii, které 1épe popisuji genetickou strukturu a vysvétluji vysledky
molekularnich analyz. Vysledky a vystupy softwaru STRUCTURE (hodnoty Q1/Q2) jsou
uvedeny na obrazcich 1 a 2. Prostfednictvim softwaru STRUCTURE jsme provedli simulaéni
analyzy pro K = 1-7, béhem téchto analyz byl nastaven parametr burnin period = 100 tis,
MCMC = 150 tis a byl pouzivan ,,admixture model. Parametr lambda byl nastaven na hodnotu
1 a odvozena hodnota byla pouzita v sekven¢nich analyzach (kvantifikace nezavislosti mezi
markery z hlediska distribuce alelické frekvence). Ostatni hyperparametry byly ponechany na
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své vychozi hodnoté. Parametr LOCPRIOR jsme v naSich simulacich nepouZzili Na zakladé
hodnoty DeltaK byl parametr K stanoven na K=2 a analyzovany soubor genotypt byl podle
hodnot Q1/Q2 rozdélen do dvou klastrti. Stabilni hodnoty byly rovnéZ dosazeny pro parametr
In(alpha) (kvantifikace relativnich trovni pfimési mezi populacemi).

Jednotlivé genotypy byly rozdéleny do dvou skupin podle hodnot Q1/Q2. Celkem 115 genotypt
(61,5%) s hodnotami Q1 v rozmezi od 0,008 do 0,437 bylo piifazeno do skupiny 1. Sedmdesat
dva (38,5%) genotypil s hodnotami Q1 vyS$imi nez 0,533 bylo pfifazeno do skupiny cislo 2
(Obr. 1). Primérna hodnota alfa byla odhadnuta na 0,0595, coz ukazuje na znacné bariéry mezi
odridami a reprodukéni izolaci v dusledku omezené vymeény genetickych zdroji mezi
jednotlivymi $lechtiteli. Primérné hodnoty Fst 1 a Fst 2 byly 0,3449 resp. 0,1770. Tyto
hodnoty také naznacovaly znacnou genetickou diferenciaci (ve skupiné 2) a velmi velkou
genetickou diferenciaci (ve skupin€ 1) mezi jednotlivymi genetickymi zdroji.

Admixture coeff.

Samples

Obr. 1: Klasifikace genetickych zdroji hot¢ice na zékladé parametrtt Q1/Q2.

Podrobna analyza prvotnich dat a vystupli ze softwaru STRUCTURE naznacila piitomnost
ptechodové zony mezi dvéma hlavnimi skupinami. Proto byla provedena podrobna klasifikace
genotypt podle hodnot Q1/Q2 a jejich rozde€leni do tii blokl: a/ prvni blok zahrnoval genotypy
s hodnotami Q1 v rozmezi 0,008-0,092; b/ druhy blok tvofil pfechodovou zoénu s hodnotami
Q1 v rozmezi 0,101-0,894; ¢/ ve tfetim bloku byly genotypy s hodnotami Q1 v rozmezi 0,904-
0,984. Vétsina genotypt (103) byla pfifazena k prvnimu bloku; tfeti blok obsahoval 55
genotypt a 29 genotypt tvofilo prechodovou skupinu. Ve vSech tfech skupinéach se vyskytovaly
jak star$i odrady a krajové odridy, tak i moderni odriidy a $lechtitelské materidly.
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0.0

Samples

Obr. 2: Zmeény v genetické struktufe odrid v zavislosti na zemi ptivodu a roku registrace.

Z vysledkl bylo také patrné, Ze odridy pochézejici z nekterych zemi nebo Slechtitelskych
programii maji podobnou nebo stejnou genetickou strukturu. Cast&j§im ptipadem ale je
rozdéleni odrid/genotypt do dvou skupin podle doby vyslechténi resp. registrace dané odrtdy.
Hlavnim faktorem, ktery vede k pfifazeni odriid do jednotlivych skupin je prave parametr ,,rok
puvodu/registrace®. Tento parametr ¢asto také odrazi zmény Slechtitelského programu, vyuziti
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riznych genetickych zdroji nebo zaméteni Slechténi na nové znaky (Obr. 2). Toto rozloZeni
odrid je patrné naptiklad u mad’arskych odriid, kde se nejnovéjsi a starsi odriidy vyrazné lisi
genetickou strukturou. Podobny charakter lze pozorovat u odriid z Nizozemska, Belgie,
Dénska, Francie, Svédska a Rumunska. Rozdilny charakter shlukovani je patrny u némeckych
a eskych odrid. Ctyfi némecké odriidy ('Seco', 'Semper', 'Setoria' a 'Sigri') patiily do stejné
skupiny s velmi podobnymi hodnotami Q1. Tento vysledek mize byt ovlivnén tim, Ze tyto
odridy byly vyslechtény v jedné Slechtitelské stanici a jejich geneticka struktura tak odrazi
vyznamnou podobnost genetickych zdroji pouzivanych v Slechtitelskych programech. V
ptipadé Eeskych odriid patii obé krajové odriidy (‘Prerovska bila', 'Ceska krajova'), starsi odriida
'Zlata' a moderni odrtidy z Slechtitelské stanice Opava a Krukanice do skupiny s hodnotami Q1
v rozmezi 0,016-0,053. Druhy klastr zahrnuje soucasné moderni odriidy z Slechtitelskych
programt v Seltonu a BOR (,,Agent* a ,,Veronika*). V téchto piipadech je patrny silny vliv
omezeného souboru genetickych zdroji dostupny na jednotlivych §lechtitelskych pracovistich.

Diskuze

V souboru hodnocenych genetickych zdroji hoi¢ice bilé byl ve srovnani s jinymi brukvovitymi
olejninami (Havlickova et al. 2014) zaznamenam velmi vysoky stupen polymorfismu. To lze
vysvétlit jak piitomnosti cizospraseni u této plodiny (Downey et al. 1970; Lombard et al. 2000),
tak i velkym rozsahem analyzovanych genotypii. Obdobné studie u hoicice bilé byly provedené
na souboru materialti udrzovanych v Plant Gene Resources of Canada (Katepa-Mupondwa et
al. 2006; Fu et al. 2006), ale tento soubor byl pocetné¢ mensi a niz$i byla i jeho ,,geograficka“
variabilita. Soubor analyzovany v této studii zahrnoval materidly rizného stafi, zem¢ ptivodu,
materidly morfologicky variabilni, pravé aby byl postizen co nejvyssi rozsah genetické
variability. Mikrosatelity pouzité v této studii byly piivodné navrZzeny pro genetické zdroje
Brassica oleracea (Louarn et al. 2007) a Brassica rapa ssp. chinensis (Cui et al. 2008).
Velikosti alel vypoctené z CE elektroforeogramt byly pro vnitini kontroly shodné a stabilni ve
vSech opakovanich. Tato jednotnost a reprodukovatelnost u vSech mikrosateliti byla
indikatorem spravné¢ nastavenych protokolti molekularnich analyz. NaSe vysledky tak ukazaly
velmi dobrou pienositelnost a mozné vyuziti téchto markert u hot¢ice bilé. Thakur et al. (2020)
a Xu et al. (2021) uvedli podobné vysledky a kiizovou pienositelnost mikrosateliti mezi
jednotlivymi brukvovitymi plodinami. Také Plieske a Struss (2001) uvedli uspésnou
amplifikaci specifickych fragmentd ze vzdalenéji piibuznych druhti rodu Brassica, véetné S.
alba pomoci primert urenych pro B. napus.

Analyza genetické struktury populaci rostlin je pomérné béZnou metodou pouzivanou
v ekologickych a evolu¢nich studiich (Kolaf et al. 2012), ale neni vyuzivand pro hodnoceni
genetickych zdroji kulturnich rostlin. Pouziti tohoto pfistupu muize poskytnout ale zajimavé
interpretace molekularnich dat a poskytnout dalsi informace nad rdmec standardniho hodnoceni
pomoci shlukové a ordina¢ni analyzy. Dale muize vést také k objasnéni shlukovani jednotlivych
genetickych zdroji a doporuceni pro spravny management genetickych zdroji a vybér
genetickych zdroju do $lechtitelskych programti (Mondini et al. 2009; Dar et al. 2019; Pascual
et al. 2020; Varshney et al. 2021).

Zavér

Pro hodnoceni genetické struktury v souboru genetickych zdroji hoic¢ice bilé byl vyuzit
softwarovy néstroj Bayesian Structure pro analyzu molekularnich dat. Vysledky tohoto ptistupu
piinaSeji moznosti detailn€j$i interpretace dat. Rovnéz zjiStény rozsah genetického
polymorfismu byl mnohem vyssi, nez uvadély jiné studie tykajici této plodiny. Tyto vysledky
ukazaly na vyznam analyzy a hodnoceni rozsahlych souborti genetickych zdrojti a na vyznam
spravného managementu genetickych zdrojli pro zachovéani vysoké miry genetické diverzity.
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Analyza spektra alkaloidii u TILLING populace maku setého
Analysis of alkaloid spectrum in TILLING poppy population
Endlova L.}, Vrbovsky V., Hora¢ek J.%, Cervei J.°

Y0seva vyvoj a vyzkum s.r.o.
2Agritec Plant Research s.r.o.
30stravskd univerzita

Abstrakt

Za ucelem tvorby genotypti maku setého (Papaver somniferum L.) se specifickym obsahem
alkaloidii v makoviné byl optimalizovan postup indukce mutaci pro tuto plodinu. Pouzitym
chemomutagenem byl ethylmethansulfonat (EMS), jako optimalni se ukdzala koncentrace EMS
0,5 % a 1,0 % pulsobici na nakli¢ené osivo po dobu jedné hodiny. Pomoci tohoto postupu byly
vytvoteny TILLIG (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) populace dvou vybranych
genotypu maku setého. Molekularnimi metodami byly vytipovany linie rostlin M2 generace
vykazujici zmény v genech biosyntetické drahy alkaloidd. Tyto linie byly dopéstovany do plné
zralosti a metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) byl stanoven obsah
alkaloidii v makovin€. VSechny vybrané mutacné ovlivnéné linie vykazaly nizsi obsah morfinu
oproti vychozimu genotypu.

Klic¢ova slova: mutacni Slechténi, makovina, morfin, tebain, kodein

Abstract

In order to create seed poppy (Papaver somniferum L.) genotypes with a specific content of
alkaloids in capsules, the mutation induction procedure for this crop was optimized. The
chemomutagen used was ethyl methanesulfonate (EMS). The concentration of 0.5% and 1.0%
EMS acting on the germinated seeds for one hour proved to be optimal. Using this procedure,
TILLIG (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) populations of two selected poppy
genotypes were created. Using molecular methods, M2 generation plant lines showing changes
in the genes of the alkaloid biosynthetic pathway were selected. These lines were grown to
maturity and the content of alkaloids in capsules was determined by high-performance liquid
chromatography (HPLC). All selected mutation-affected lines showed a lower morphine
content compared to the original genotype.

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

Uvod

Perspektivnim smérem Slechténi maku setého je tvorba odrlid s minimalnim obsahem
alkaloidt, pfedevsim dominantniho morfinu, v makoving. Jde piredevsim o prevenci mozného
zneuZziti maku k nelegalni produkci narkotik. Jednou ze Slechtitelskych metod, jak efektivné
zménit kvalitativni parametry, je vyuZiti indukované mutageneze s naslednou identifikaci zmén
v zdjmovych genech metodami molekuldrni biologie (TILLING). Zavedenim TILLING metod
se vyznamné zefektivnil nasledny selekéni proces, ktery byl diive pro své naroky na obrovskeé
mnozstvi vedenych mutaéné ovlivnénych linii hlavni slabinou tohoto typu Slechténi (van
Nimwegen et al. 2016).

PredloZeny piispévek ma za cil zhodnotit pouzitelnost indukované mutageneze u maku setého
pro tvorbu genotypi se specifickym obsahem alkaloidi v makoviné. Soustiedime se v ném na
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vliv muta¢niho zdsahu na zménu fenotypu v naslednych generacich. S vyuzitim
molekularnich metod byla v TILLING populacich realizovana rozsahla analyza detekujici
zmény v genech zapojenych do syntézy alkaloidi.. Detekce a vyuZivani genetickych variant
byly vzdy podstatnou soucasti Slechténi rostlin. Vzhledem k tomu, ze se sekvenovani DNA stalo
cenove dostupné a postoupil vyvoj riznych vysoce vykonnych sekvenacnich metod, jako jsou
PacBio a Ion Torrent, doslo k urychleni integrace téchto metod do TILLING technologie.

Tuto problematiku vSak z hlediska jeji obsahlosti nebudeme v tomto piispévku podrobné
rozebirat, bude tématem piispévkua dalSich.

Material a metody

Za ucelem vytvoreni mutaéné ovlivnénych linii vybranych genotypt maku setého vykazujici
dostate¢ny vyskyt mutaci bylo nejprve nutné stanovit optimalni postup vlastni mutageneze,
tedy stanovit typ mutagenu, jeho koncentraci, dobu plsobeni a dalsi parametry. Cilem bylo
vytvofit mutaéné ovlivnéné osivo s 75% KkliCivosti oproti vychozimu (mutagenem
neovlivnénému) osivu. Po stanoveni optimalniho postupu pak doslo k vlastni mutagenezi u
vybranych dvou genotypt maku. Muta¢né ovlivnéna semena byla vyseta a dopéstovana do
rostlin plné zralosti (M1 generace), pficemz béhem kveteni byly vSichni takto ziskani jedinci
individualné zaizolovani proti cizospraseni technickymi izolatory. Sklizené osivo (respektive
z n¢j nakli¢ené rostlinky) bylo vyuZito k molekularni analyze zmén v genech zapojenych do
biosyntézy alkaloidl. Osivo linii, u kterych byla zména detekovéana, bylo nasledné pouZzito
k zalozeni populace M2 ve Slechtitelskych skolkach. Zde opét probéhlo pieizolovani proti
cizospraseni a soucasné¢ byly odebrany vzorky makoviny pro analyzu obsahu alkaloida
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).

Vysledky

Optimalizace postupu chemomutageneze

Na zéklad¢ dostupnych udaji (Tejklova 2002) byl jako nejvhodnéj$i mutagen vybran
ethylmethansulfonat (EMS). Z pracovist¢ OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. byl na pracovisté
Agritec Plant Research s.r.o. zaslan vzorek osiva vybraného genotypu (20 g, odrtida Opex).
Semena maku se pied vlastni mutagenezi nechala nabobtnat 18 hodin ve vod¢ pii pokojové
teploté. Po této dobé se prebyte¢nd voda slila pres sitko a k osivu se pridal roztok EMS o
ruznych koncentracich (0,5 %; 1 % a 1,5 % EMS). Baiiky se zabalily do alobalu (zamezeni
pristupu svétla — EMS se na svétle rozkladd) a umistily na tfepacku. EMS se nechal ptisobit po
dobu 1 respektive 2 hodin pti laboratorni teploté. Roztok EMS se slil a nadoba s osivem se
umistila pod proud tekouci vody po dobu 30 minut, aby doslo k dikladnému vymytim
mutagenu. U méku (€1 jiného rostlinného materialu s malymi semeny) je nutné zabezpecit osivo
pred vyplachnutim z nddoby — napiiklad pietazenim silonové sitky zabezpecené gumickou.
V3e staci provadét nesterilné. Takto oSetfené osivo je pfipravené k vysevu do pidy (Mackova
2021). Osetfené osivo bylo pfeneseno na navlhceny filtracni papir a hodnotila se kli¢ivost. Jako
idedlni mnozstvi je vykliceni 75 % ovlivnéného osiva oproti neovlivnénému (kontrolnimu)
vzorku (veSkery pracovni postup s kontrolnim vzorkem byl shodny, s vyjimkou aplikace
mutagenu). Po zhodnoceni byly vybrany 2 varianty nejvice se bliZici pozadované hodnotg.
Jednalo se o tyto varianty: kombinace ptisobeni 0,5% roztoku EMS po dobu 1 hodiny a 1%
roztoku EMS také po dobu 1 hodiny.

Vlastni chemomutageneze

Byly vybrany dva genotypy maku pro mutacni zasah, ptedevsim na zaklad¢ obsahu alkaloidl
v makoving s predpokladem zmén tohoto parametru po ovlivnéni. Jednalo se o genotyp OP-P-
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19, vytvoteny Slechtitelskou ¢innosti OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. a vyznacujici se sttednim
az vysokym obsahem morfinu (1,11 %) a relativné vysokym obsahem tebainu (0,32 %).
Druhym genotypem byla odrlida Ametiszt, ktery vykazuje velmi nizky obsah alkaloidl
v makovin¢ (0,04 % morfin, 0,02 % kodein, tebain ve stopovém mnozstvi). Osivo z obou
materiali pochazelo zizolovanych, tj. samospraSenych rostlin. Vlastni oSetfeni osiva se
provadélo v uvedenych dvou variantach koncentrace EMS.

Dopéstovani ovlivnéného materialu

Ovlivnéné osivo bylo dodano zpé&t na pracovisté¢ OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. ve zkumavkach
s vodou. Zde bylo vyseto do zahradnického substratu v truhlicich (2 od kazdé varianty), po
vzejiti byly rostlinky pfesazeny do zdhont. Materidl OP-P-19 vykazoval ve varianté s nizsi
koncentraci EMS (0,5 %) relativné dobrou kli¢ivost a vitalitu vzchéazejicich rostlin, u 1%
roztoku EMS byly rostlinky slabsi a klicivost byla niz8i o 10 %. U odridy Ametiszt byla vitalita
o trochu nizsi oproti OP-P-19, u 1% roztoku EMS byly rostliny slabsi a klicivost byla niZsi o
15 % oproti 0,5% EMS. VSechny dorostlé rostliny byly zaizolovany proti cizospraseni
technickymi izolatory a po dozrani byly individualné sklizeny tobolky z jednotlivych rostlin.

Bylo ziskéano osivo z nasledujiciho poctu rostlin:
Ametiszt - 0,5 % EMS — 159 rostlin
Ametiszt - 1,0 % EMS — 195 rostlin
OP-P-19 - 0,5 % EMS — 279 rostlin
OP-P-19 - 1,0 % EMS — 232 rostlin

Nasledn¢ byla provedena molekularni analyza gent biosyntetické drahy alkaloidl realizovana
na pracovisti Ostravska univerzita (OSU). Na zékladé vysledkl byly vytipovany a nasledné
vysety pouze ty linie, u kterych byly detekovany pozadované zmény v syntetické draze
alkaloidd. S témi byla zalozena Skolka M3 generace. Bylo vyseto 33 muta¢n€ ovlivnénych linii,
jejichz rostliny byly béhem kveteni zaizolovany proti cizospraSeni. Po dozrani byly odebrany
vzorky makoviny pro analyzu obsahu alkaloidti metodou HPLC. Cast linii vykazovala velmi
Spatnou vitalitu, proto se je nepodafilo dopéstovat do plné zralosti (vSechny mutacni linie
odridy Ametiszt). Vysledky stanoveni obsahu alkaloidii jsou uvedeny v tabulce 1. Soubézné
byl analyzovan také kontrolni vzorek makoviny (K) ziskany z vychoziho genotypu OP-P-109.

Tab. 1: obsah alkaloidii v makoviné muta¢né ovlivnénych linii maku setého stanoveny
metodou HPLC

VYSLEDKOVY LIST ALKALOIDY — HPLC
. Koncentrace alkaloidu ve vzorku [%]
Cislo vzorku - - - - -
Morfin Kodein Tebain Papaverin Narkotin

Kontrola (K) 1,453 0,110 0,296 <LOQ <LOQ
9038 0,434 0,114 0,206 <LOQ <LOQ
9039 0,551 0,070 0,210 <LOQ <LOQ
9040 0,507 0,079 0,380 <LOQ <LOQ
9041 0,636 0,094 0,304 <LOQ <LOQ
9042 0,100 0,064 0,525 <LOQ <LOQ
9043 0,635 0,096 0,235 <LOQ <LOQ
9044 0,972 0,077 0,300 <LOQ <LOQ

27



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

9045 0,369 0,055 0,212 <LOQ <LOQ
9046 0,452 0,059 0,222 <LOQ <LOQ
9047 0,868 0,085 0,278 <LOQ <LOQ
9048 0,527 0,104 0,304 <LOQ <LOQ
9049 0,471 0,101 0,210 <LOQ <LOQ
9050 0,485 0,076 0,324 <LOQ <LOQ
9051 0,763 0,088 0,336 <LOQ <LOQ
9052 0,513 0,064 0,224 <LOQ <LOQ
9053 0,892 0,001 0,338 <LOQ <LOQ
9054 0,561 0,056 0,204 <LOQ <LOQ
9055 0,743 0,095 0,153 <LOQ <LOQ
9056 0,673 0,073 0,224 <LOQ <LOQ
9057 0,750 0,067 0,224 <LOQ <LOQ
9058 0,200 0,117 0,145 <LOQ <LOQ
9059 0,762 0,063 0,287 <LOQ <LOQ
9060 0,922 0,073 0,284 <LOQ <LOQ
9061 0,629 0,067 0,256 <LOQ <LOQ
9062 0,983 0,075 0,337 <LOQ <LOQ
9063 0,571 0,055 0,199 <LOQ <LOQ
9064 0,709 0,070 0,306 <LOQ <LOQ
9065 0,857 0,080 0,301 <LOQ <LOQ
9066 1,062 0,084 0,390 <LOQ <LOQ
9067 0,378 0,094 0,166 <LOQ <LOQ
9068 0,856 0,061 0,219 <LOQ <LOQ
9069 0,615 0,044 0,202 <LOQ <LOQ
9070 0,420 0,095 0,219 <LOQ <LOQ

<LOQ = mez stanovitelnosti

Diskuse

Podaftilo se ziskat mutacni linie M3 generace pouze z genotypu OP-P-19. Odrida Ametiszt
vykézala v naslednych generacich po mutagenezi snizenou vitalitu rostlin. Uz v M2 generaci
byl ziskdn mensi pocet linii oproti genotypu OP-P-19 a M3 generace vibec nevzesla a
nepodafilo se tak ziskat vzorky osiva ani makoviny pro analyzu obsahu alkaloidt. Je patrné, Ze
rizné genotypy maku reaguji na mutacni zasah rozdiln¢€ a bylo by vhodné toto zohlednit pii
mutacnim zasahu (u citlivéjSich genotypl pouzit nizsi koncentrace EMS nebo krat$i dobu
pusobent).

Ziskané vysledky obsahu alkaloidt se tak tykaji vyhradné genotypu OP-P-19. Bylo ziskano 33
vzorkd makoviny mutac¢nich linii. Jako kontrolni vzorek byla pouzita makovina z vychoziho
genotypu OP-P-19, ktery byl péstovan soucasné s TILLING populaci. U vSech mutac¢nich linii
byl identifikovan nizsi obsah morfinu oproti kontrolnimu vzorku. Obsahy se pohybovaly od
0,10 do 1,06 % obsahu morfinu, ptficemz zddny vzorek TILLING populace neptekonal vzorek
kontrolni (1,45 %). Primérny obsah morfinu u muta¢nich linii (n=33) byl 0,63 %. Primérny
obsah kodeinu u TILLING populace byl 0,078 %, tedy opét nizsi oproti kontrolnimu vzorku
(0,11 %). U dvou vzorkdl mutantnich linii byl zjistén obsah nepatrné vyssi. Relativné velky
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rozptyl vykazal u TILLING populace obsah tebainu (0,145-0,525 %). U 12 vzorka byl
identifikovan vysSi obsah tohoto alkaloidu neZz ve vzorku kontrolnim, a to v nékterych
pfipadech vyrazné. Primérna hodnota u TILLING populace (0,264 %) byla opét niZsi nez u
nazorn¢jsi posouzeni zmén v obsahu alkaloidi v TILLING populaci udava Tabulka 2 relativni
hodnoty obsahu sledovanych alkaloidd vici vychozimu (muta¢né neovlivnénému) genotypu.

Tab. 2: Relativni obsah alkaloidii v TILLING populaci (n=33) ve srovnani s kontrolnim
vzorkem K (vychozi genotyp; K =100 %)

Relativni obsah vzhledem ke K [%] Podil vzorki s vysSim
Alkaloid obsahem alkaloidu
Priamér Max. Min. nez K [%]
Morfin 44 73 7 0
Kodein 71 106 40 6
Tebain 89 177 49 36

Zjisténé obsahy papaverinu a narkotinu neptekonaly mez stanovitelnosti (LOQ) ani u
kontrolniho, ani u testovanych vzorki.

Posuny v obsahu morfinu, kodeinu i tebainu v TILLING populaci oproti vychozimu genotypu
nejsou piekvapivé, nebot’ byly molekularnimi metodami sledovany zmény pravé v genech
zapojenych do biosyntetické drahy alkaloidu.

Zavér

Aplikace metody indukované mutageneze pomoci EMS se jevi jako perspektivni Slechtitelsky
postup pro tvorbu genotypii maku setého se specifickym obsahem alkaloidii v makoving.
Vyuziti metody TILLING detekujici zmény v zdjmovych genech v naslednych generacich
znacné zefektivituje proces selekce linii s predpokladanou zménou fenotypu (obsah alkaloidit).
Tyto zmény byly potvrzeny analyzou obsahu alkaloidii metodou HPLC. Podle vysledki analyz
doslo ke snizeni obsahu morfinu u v§ech 33 linii s detekovanou zménou v genech pro syntézu
alkaloida.

Tvorba odriid s nizkym obsahem morfinu je aktudlné cenénym Slechtitelskym smérem,
ptedevsim z hlediska mozného zneuZziti maku k nelegalni vyrobé narkotik. Planujeme proto
uvedeny postup uplatnit také u dalSich Slechtitelskych materiali. Jiz vytvorené mutaéné
ovlivnéné linie vyuZzijeme k tvorbé novych odrid a jako donort kvality v dal$im Slechtitelském
procesul.
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Vliv dehydratace a termickych charakteristik pylu a explantati bramboru
na jejich vitalitu
Effect of dehydration and thermal characteristics of potato pollen
and explants on their vitality

Faltus M.t, Hammond S.D.H. !, Domkafova J.?, Bilavéik A.l, Zameénik J.!
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Abstrakt

Cilem této prace bylo zjistit vliv dehydratace na termické vlastnosti pylu a explantati bramboru
a jejich vitalitu. Termické analyza byla pouZita pro stanoveni teploty tdni (Tm), podilu (%)
krystalické vody v cerstvé hmoté vzorkt a teploty skleného prechodu (Tg). U vzorki pylu bylo
zjisténo, ze vysokd dehydratace vedla k absenci exotermickych i endotermickych efekta,
posunu teploty skeln¢ho ptechodu do vysokych teplot (39 — 45 °C) a k silnému poklesu vitality
pylu. U explantath byla jejich Zivotnost a regeneracni schopnost po kryoprezervaci ovlivnéna
genotypem, vyznamné zvySena pii otuZzovani rostlin osmotickym stresem a zavisela na dobé
dehydratace pomoci modifikovaného kryoprotektivniho roztoku PVS3. Optimalni doba
dehydratace (60 minut) vedla k vyznamnému poklesu obsahu volné vody na 0,3 — 5 %, pfi¢emz
dalsi dehydratace, kterd eliminovala pfitomnost volné vody, vedla k poklesu vitality explantatt.
Klic¢ova slova: Diferencni skenovaci kalorimetrie, kryoprezervace, skelny pfechod, Solanum
tuberosum L., termicka analyza

Abstract

The aim of this work was to determine the effect of dehydration on the pollen and potato explant
thermal properties and their vitality. Thermal analysis was used to determine the melting
temperature (Tm), the proportion (%) of crystalline water in the fresh mass of the samples and
the glass transition temperature (Tg). High dehydration led to the absence of exothermic and
endothermic effects, a shift of the glass transition temperature to high temperatures (39 — 45
°C) and a strong decrease in pollen vitality. Explant survival and regeneration ability after
cryopreservation was affected by genotype, significantly increased by osmotic stress, and
depended on dehydration using the modified cryoprotective solution PVS3. The optimal
dehydration time (60 minutes) led to a significant decrease in free water content to 0.3 — 5%,
while further dehydration led to a decrease in their vitality.

Key words: Cryopreservation, differential scanning calorimetry, glass transition, Solanum
tuberosum L., thermal analysis

Uvod

Obsah vody, respektive jeho pokles je zakladnim faktorem, ovliviiujicim uspésnou
kryoprezervaci pletiv a organti rostlin (Day et al. 2008). Proto jsou vyvijeny postupy kultivace
explantata, které zahrnuji riizné zplisoby dehydratace pletiv, souvisejici s vystavenim rostlin
pusobeni osmotickému stresu nebo stresu nizké teploty (Pegg 2007). Takové otuzeni vede
primarn¢ ke zvySeni odolnosti vic¢i nasledné silné dehydrataci suchym vzduchem nad
silikagelem, mrazové dehydrataci v mrazdku nebo pomoci osmoticky aktivnich roztokda.
Dostatecna dehydratace explantatli, ktera nezptsobi jejich poskozeni, je predpokladem pro
uchovani jejich regeneracni schopnosti pii kryoprezervaci (Engelmann 2004). Vitalita pylu je
ovlivnéna jeho fyziologickym stavem, ktery zdvisi na genotypu rostliny, jeho vyvojovém
stadiu, stafi a na fyzikalnich parametrech, zejména na jeho vlhkosti a teploté prostiedi. Pro
ucely kratkodobého uchovani pylu pfi Slechténi se obvykle vyuzivaji teploty skladovani nad
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bodem mrazu (v chladnicce), a pokud je to mozné, vzdy pfi snizeném obsahu vody. Kontrola
téchto fyzikalnich parametrii je klicova pro udrZeni Zivotnosti pylu po celou dobu jeho
skladovani, poc¢inaje jeho sklizni aZ po jeho vyuziti pfi opylovani. Obdobna je i situace pfi
dlouhodobém skladovani v podminkach kryoprezervace. V tomto piipadé musi byt obsah vody
kapalné¢ho dusiku, -196 °C. Cilem této prace bylo stanovit vliv dehydratace a termickych
charakteristik pylu a explantati bramboru na jejich vitalitu.

Material a Metody

Vzorky pylu byly odebrany z rostlin na pracovistich Vyzkumného ustavu bramboraiského
Havli¢ktv Brod, s.r.o. (VUBHB) a Vesa Velhartice, a.s. Byly vybrany odriidy s réiznou dobou
kveteni a s rtiznou vytéznosti pylu. Ve Vyzkumném tstavu bramborafském Havlickiiv Brod
byly odebrany vzorky pylu u odriid Jasmina, Jindra a Magda a dale bylo vybrano novoslechténi
R13.534/12 z pracovisté Vesa Velhartice, a.s. pro testovani termickych vlastnosti pylu a jeho
zivotnosti. Kvétenstvi byla odebrana z matefskych rostlin po dozrani prasniki a umisténa v
laboratornich podminkéach. Pyl byl uvolnovan poklepem jehlou na jednotlivé prasniky a
nasledné sesypan do plastovych zkumavek a ulozen v chladu (4 °C). Metoda diferencni
skenovaci kalorimetrie byla vyuzita ke stanoveni teploty fazovych ptfechodii a hodnoty entalpie
tani. Byl pouzit diferencni skenovaci kalorimetr Q2000 s RCS (TA Instruments, USA) v
rozsahu -90 az +20 °C, pii rychlosti chlazeni i ohfevu 10 °C/min., s vyuzitim hlinikovych,
hermeticky uzavienych, panvicek. Pfi ohfevu byla stanovena teplota skelného ptfechodu, teplota
tani vyjadfena jako tzv. onset piku, mnozstvi skupenského tepla tani a vypocitdno mnozstvi
zmrzlé vody ve vzorku, které bylo vyjadieno jako procentni podil z celkové hmotnosti vzorku.
Celkovy obsah vody ve vzorku byl stanoven gravimetricky z rozdilu Cerstvé hmotnosti a
hmotnosti susiny po vysuSeni vzorku do konstantni hmotnosti v horkovzdusné susarné pii
teploté 105 °C. Cerstvé vzorky pylu byly barveny pomoci tii postupt vitalniho barveni s
vyuzitim neutralni ¢ervené (Roth), methylenové modii (P-lab) a Lugolova roztoku (Sigma
Aldrich), mikroskopické snimky byly pofizeny pomoci mikroskopu Carl Zeis Amplival pfi
pouziti objektivl 16x a 40x, digitalni kamery CMOS 570 a programu TCapture a z potizenych
snimki byl stanoven podil pIn¢ vitalnich rostlin.

Explantaty bramboru odrtid Désirée a Judika (z genové banky VUBHB) byly pouZity pro testy
otuzovani a dehydratace pii pisobeni kryogennich teplot. Kultivace a otuzovani in vitro rostlin
bramboru probihaly na modifikovaném kultivaénim mediu podle Grospietsche et al. (1999) bez
kaseinu a myoinositolu a se snizenym obsahem dusiku, 30 g 1" sacharézy a 7 g 1" agaru.
Jednonodalni segmenty otuZzované varianty byly po péti dnech kultivace zality roztokem 2 M
sacharozy a po dalSich 5 az 6 dnech kultivace byly vyizolovany vzrostné vrcholy o velikosti
piiblizné¢ 2 mm a umistény do Petriho misky na filtracni papir nasyceny 0,7 M roztokem
sachardzy s fytohormony (0,5 mg 1 kyseliny indolyl octové, 0,5 mg 17 kinetinu, 0,2 mg I
kyseliny giberelové) po dobu 20 hodin pii 22 °C. Otuzovani explantatii vic¢i dehydrataci
probihalo po dobu 5 dni piisobenim 2 M roztoku sachardzy, ktery byl pfidan do nddobek s
explantaty v poméru 1:2 vzhledem ke kultivacnimu mediu. Kultivace kontrolnich rostlin
probihala za stejnych podminek kultivace, ale bez aplikace roztoku 2 M sachardzy. Nasledné
byly z narostlych vyhoni izolovany vzrostné vrcholy bramboru, které byly umistény na sterilni
filtra¢ni papir nasyceny roztokem 0,7 M sachar6zy ve sterilni Petriho misce po dobu 20 hodin.
Izolované vzrostné vrcholy byly dehydratovany nejprve pomoci syticitho roztoku (LS)
obsahujicim 2 M glycerol a 0,4 M sachar6zu po dobu 30 minut. Pak byl sytici roztok odsat
pomoci Pasteurovy pipety a nahrazen kryoprotektivnim modifikovanym roztokem PVS3
obsahujicim 40 % (w/v) glycerol a 40 % (w/v) sachardzu po dobu 30, 60 a 90 minut. Poté byly
vzrostné vrcholy umistény na hlinikové plisky a vlozeny do kryozkumavek (1,8 ml) s kapalnym
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dusikem po dobu 60 minut. Odtani vzorkii z kapalného dusiku probéhlo rychlym ponofenim
hlinikovych pliskl s explantaty do roztoku 0,7 M sacharézy o teploté 40 °C po dobu 1 min. a
poté nasledovalo jejich vysazeni na regeneraéni medium, které mélo shodné slozeni jako
medium multlphkacm ale bylo obohaceno o smés fytohormonu (0,02 mg I kyseliny
giberelové, 0,1 mg 1" kyseliny indolyl maselné, 0,01 mg 1" 6-benzylaminopurinu). Zivotnost
explantatti byla hodnocena po 2 tydnech a regenerace po 8 tydnech kultivace. Metoda diferencni
skenovaci kalorimetrie byla vyuZita ke stanoveni teploty fazovych piechodll a hodnoty entalpie
tani u explantatt obdobné¢ jako pti hodnoceni pylu.

Vysledky a diskuze

Dehydratace a Zivotnost pylu

Vzorky pylu u odrid Jasmina, Jindra a Magda a novoslechténi R13.534/12 byly hodnoceny
S vyuzitim termické analyzy a nasledné byl stanoven obsah vody (Obr. 1), ktery se pohyboval
v rozmezi 0,07 (odriida Jindra) az 0,16 (nsl. R13.534/12) g vody g susiny. Pouze vzorek pylu
novoslechténi se z hlediska obsahu vody a také hodnoty teploty skelného piechodu (39,18 —
45,43 °C) pohyboval v hodnotach zjisténych u pylu bramboru pfi ptedchozim vyzkumu (Faltus
et al. 2020).

0.4

—— Jasmina
—— Jindra

39.18°C(l) ——— Magda
0.04399W/g — RI3534/12
0.2643J/(g-°C)

0.2 \ 56.12°C(l)
0.04403W/g

0.2647J/(g-°C)

94.90°C(1)
0.009419W/g

45.43°C(l) 0.05660J/(g-°C)

004 | 0.01506W/g
| 0.09056J/(g-°C)

59:45°C(l)
0.06749W/g
0.4064J/(g-°C)

tepelny tok (W/g)

0.2 40.08°C(l)
0.05180W/g
0.3113J/(g-°C)
0.03662W/g 96.98°C(l)
0.2202J/(g-°C) 0.01130W/g
-20.87°C(l) 0.06794J/(g-°C)
0.01301W/g
-0.44 0.07815J/(g-°C)
59.13°C(l)
0.04219W/g .
0.2537J/(g-*C) 0.06525J/(g-°C)
-0.6 : : \ :
-100 -50 0 50 100 150
Exo Up teplota (°C) Universal V4.5A TA Instruments

Obrazek 1. Termogram z termické analyzy vzorkl pylu u odriid bramboru Jasmina, Jindra,
Magda a novoslechténi R13.534/12. Méteni bylo provedeno pomoci diferen¢niho skenovaciho
kalorimetru TA Q2000 (TA Instruments, USA) s chlazenim pomoci elektrického chladice.
Vzorky byly chlazeny z laboratorni teploty do teploty -90 °C a nasledné ohfaty az na 100 °C.
Rychlost chlazeni i ohievu bylo 10 °C min™, byly pouzity hlinikové, hermeticky uzaviené
panvicky. Na kifivkach jsou vyznaceny termické efekty, které¢ maji charakter skelného
pfechodu, a jsou charakterizovany teplotou skelného prechodu, mnozstvi uvolnéné energie
termického jevu na jednotku hmotnosti vzorku a mérna tepelna kapacita termického jevu
vzorku. Hodnoty uvedené v ramecku u jednotlivych kiivek predstavuji hodnotu obsahu vody
vzorku vyjadienou v gramech vody na 1 gram suSiny.
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U ostatnich odrid byly hodnoty obsahu vody i teploty skelnych ptechodt (-20,87 °C) mimo
rozsah diivéjsich zjisténi, coz ukazuje na extrémni dehydrataci vzorkl pylu. Vzhledem k tomu,
ze se hodnoty teploty skelného ptechodu nachézely pii pomérné vysokeé teploté, bylo provedeno
méfeni az do teploty 100 °C. Ptitom byly zjistény dalsi dva efekty s charakterem skelného
pfechodu. Prvni v rozmezi teplot 56,12 az 59,45 °C, ktery souvisi pravdépodobné s denaturaci
bilkovin a druhy v rozmezi teplot 74,06 az 96,98 °C, ktery pravdépodobné souvisi s celkovou
dezintegraci vzorku. Tyto zjisténé efekty vSak piimo nesouvisi s procesem dehydratace pylu.
U cCerstvych vzorktli byla nasledné hodnocena vitalita pylu s vyuzitim barveni pomoci neutralni
cervené, methylenové modii a Lugolova roztoku (Obr. 2). VSechny tifi metody potvrdily
pomérné znacény pokles vitality vSech vzorki, kdy podil plné€ vitalnich vzorka pylu byl u vSech
genotypt nizs$i nez 10 %. Tyto vysledky potvrdily pfedchozi poznatky tykajici se extrémné
nizkého obsahu vody ve vzorcich pylu a vysoké hodnoty teploty skelného pfechodu. Protoze
odebrany pyl nebyl vystaven podminkam tizené dehydratace, lze pfedpokladat, ze snizeny
obsah vody ve vzorcich pylu byl zptsoben ro¢nikem a prub&éhem pocasi pii sklizni a
podminkami pfi izolaci pylu.

Obrazek 2. Mikroskopické snimky pylu bramboru a) pfed obarvenim, po obarveni pomoci b)
neutralni Gervend, c) methylenové modie, d) Lugolova roztoku. Cerné use¢ky reprezentuji 50
um, ¢erné Sipky znaci plné€ zivotaschopna pylova zrna, svétleji obarvend zrna znaci snizeni
zivotaschopnosti, neobarvena a deformovana zrna poskozeni pylu a ztratu zivotaschopnosti.

Dehydratace a Zivotnost explantatii

U modelovych odriid Désirée a Judika byl hodnocen vliv otuzovani explantatl, doby
dehydratace a jeji intenzity pomoci kryoprotektivniho roztoku PVS3 na Zivotnost a regeneraci
vzrostnych vrcholl po kryoprezervaci. Termicka analyza prokéazala postupny pokles obsahu
volné vody (Tab. 1), odpovidajici podilu krystalické faze (ledu) ve vzorcich. Po 30 minutach
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pusobeni syticiho roztoku (LS) se podil krystalické faze v explantatech pohyboval v rozmezi
34 — 42 %, po 30 minutach ptisobeni roztoku PVS3 poklesl na 6 — 10 % a po 60 minutach
v PVS3 poklesl na 0,3 — 5 %. Dalsi dehydratace pomoci roztoku PVS3 (90 minut) vedla
k aplnému omezeni krystalické faze, znacici absenci volné vody v explantatech. V prub&hu
dehydratace doslo k poklesu teploty tani u vSech variant u obou odrid. Po plisobeni syticiho
roztoku se teplota bodu tani pohybovala v rozmezi -15 az -19 °C. Pii nésledné dehydrataci, po
30 minutach plisobeni roztoku PVS3, teplota tani klesla na -40 az -43 °C. Dalsi dehydratace
(60 minut) jiz nevedla k dalsimu poklesu teploty tani (-35 az -42 °C). Na zaklad¢ dosazenych
vysledkl nebyl prokazan statisticky vyznamny vliv odridy a otuzovani osmotickym plisobenim
roztoku 2 M sachardzy na zmény teploty tani a podilu krystalick¢é vody. Na druhou stranu
odrida Désirée vykazovala v priméru vySsi Zivostnost a regeneraci explantati po
kryoprezervaci ve srovnani s odridou Judika (Obr. 3 a 4).

Tabulka 1. Vysledky termické analyzy explantati bramboru, odrad Désirée a Judika, v
prubéhu kryoprezervace po plisobeni syticiho roztoku (LS) a pisobeni kryoprotektantu PVS3
po dobu 30, 60 a 90 minut u rostlin po osmotickém otuzeni (+) pomoci 2 M roztoku sachar6zy
po dobu 5 dni a rostlin v kontrolnich podminkach bez otuzeni (-). Tm piedstavuje teplotu tani;
procento krystalizace (kryst.) je vyjadfen jako podil krystalické vody vztaZzeny na Cerstvou
hmotu vzorku; v poslednich dvou sloupcich tabulky (po 90 minutach ptisobeni PVS3) nejsou
uvedena zadna data z diivodu absence krystalizace vody a odpovidajiciho piku tani.

dehydratace
pusobeni PVS3 (min.)
LS 30 60 90
osmot. Tm krystal. Tm  krystal. Tm  krystal. Tm Kkrystal.

Genotyp otuzeni O (%) (°O) (%) (°O) (%)  (°CO) (%)
Désirée - -19 40 -43 10 -42 5 - -

+ -17 38 -40 4 -39 2 - -
Judika - -16 34 -42 6 -39 4 - -

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

Bylo prokazano, Ze otuzovani explantati osmotickym pusobenim roztoku sacharézy vedlo u
obou odrad k vyznamnému zvySeni Zivotnosti a regeneracni schopnosti po kryoprezervaci u
vSech pokusnych variant pisobeni kryoprotektivniho roztoku PVS3 (Obr. 3 a 4). Dale byl u
obou odrid zjistén statisticky vyznamny nartist Zivotnosti a regenerace po kryoprezervaci u
varianty po 60 minutach dehydratace pomoci roztoku PVS3 ve srovnani s 30 minutami
pusobeni roztoku. Dals8i dehydratace pomoci roztoku PVS3 (90 minut) vedla k poklesu
po kryoprezervaci byla 91 % u odridy Désirée a 86 % u odrudy Judika po 60 minutach
dehydratace pomoci roztoku PVS3 u rostlin, které byly otuzované pomoci 2 M roztoku
sacharozy. Nejvyssi regenerac¢ni schopnost u odridy Désirée byla 26 % po 60 minutich
dehydratace roztokem PVS3 u rostlin otuzenych roztokem sacharézy. U odridy Judika byla
nejvyssi regeneracni schopnost 18 % po 90 minutach plsobeni roztoku PVS3 u rostlin
otuzovanych roztokem sachardzy, ale nebyla statisticky vyznamné odlisSnad od regeneracni
schopnosti po 60 minutach dehydratace (13 %).
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Obrazek 3. Zivotnost explantati bramboru, odriid Désirée a Judika, po kryoprezervaci
Vv kontrolnich podminkach a po otuzovani pti piisobeni 2 M roztoku sachar6zy po dobu 5 dni.
Vertikalni Gisecky reprezentuji standardni chybu priméru.
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Obrazek 4. Regenerace explantati bramboru, odrid Désirée a Judika, po kryoprezervaci
Vv kontrolnich podminkéach a po otuZovani pii piisobeni 2 M roztoku sacharézy po dobu 5 dni.
Chybé¢jici hodnoty v grafu u kontrolni varianty odridy Judika pfedstavuji nulovou regeneraci
explantatl. Vertikalni Gsecky reprezentuji standardni chybu priméru.
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Z vysledkii vyplyva, Ze nejvy$Si Zivotnost explantati a regenerani schopnost po
kryoprezervaci byla dosazena v priméru po 60 minutach ptisobeni roztoku PVS3 u varianty,
kde byly rostliny otuZzované roztokem 2 M sachardzy, pii obsahu krystalické faze 0,3 az 5 %
(Tab.1). Z vysledku vyplyva, ze dosazeni maximalni Zivotnosti a regeneracni schopnosti po
kryoprezervaci zaviselo, kromé genotypu, pfedevSim na otuzovani rostlin pomoci osmotického
stresu a na nasledné dehydrataci pomoci kryoprotektivniho roztoku PVS3. Optimalni doba této
dehydratace byla v priméru 60 minut, kdy zlstal zachovan velmi nizky podil volné vody, ktera
vSak nezpiisobila fatalni poskozeni explantati.

Zavér

Termicka analyza testovanych vzorkll pylu prokdzala jejich vysokou dehydrataci, kterd se
projevovala extrémné vysokymi hodnotami teplot skelného piechodu. Vitalni barveni zaroven
prokézalo vysokou miru poskozeni pylovych zrn v dsledku vysoké dehydratace, ke které doslo
pravdépodobné diky podminkam pii sklizni nebo izolaci pylu. Tento poznatek ukazuje na
nezbytnost kontroly podminek sbéru, izolace a transportu pylu bramboru pied jeho
kryoprezervaci. U explantatii bramboru byl prokdzan vyznamny vliv otuZovani rostlin pomoci
osmotického stresu a testovaného genotypu na zivotnost a regeneraci explantatd po
kryoprezervaci. Optimalni doba dehydratace pomoci modifikovaného kryoprotektivniho
roztoku PVS3 byla zjiSténa po 60 minutidch jeho plisobeni. Termickd analyza prokézala, Ze
maximalni vitalita explantatt souvisela s pfitomnosti nizkého obsahu volné vody (0,3 — 5 %),
ktera mize krystalovat pti poklesu teploty béhem kryoprezervace, ale zfejmé nepiisobi fatalni
poskozeni uchovavanych vzorku.
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Predikce obsahu inhibitori trypsinu u hrachu (Pisum sativum L.)
s vyuzitim metody FT-NIRS

Prediction of trypsin inhibitor content in pea (Pisum sativum L.)
using the FT-NIRS method

Horacek J.

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

Abstrakt

Cilem prace bylo vytvofeni kalibraéniho modelu pro zatizeni FT-NIRS Antaris Il. VVzorky
zralych semen hrachu byly odebirany z maloparcelkovych pokusii s genovymi zdroji hrachu.
Ve vzorcich byl stanoven obsah inhibitord trypsinu (TIA). Vzorky byly proméfeny na
analyzatoru FT-NIRS Antaris II a pomoci pfislusSného chemometrického softwaru byla
vytvofena kalibra¢ni rovnice v rozsahu 4,63 az 17,52 TIU. Na zaklad¢ provedenych diagnostik
je kalibra¢ni model vhodny zejména pro skriningova méfeni.

Klicova slova: TIA, hrach

Abstract

The aim of the work was to create a calibration model for the FT-NIRS Antaris Il analyzer.
Samples of pea seed were collected from small-plot experiments with pea genetic resources.
The content of trypsin inhibitors (TIA) was determined in the samples. Samples were then
measured on an FT-NIRS Antaris 11 analyzer and a calibration equation in range 4,63 — 17,52
TIU was created using the appropriate chemometric software. Based on the performed
diagnostics, the calibration model is particularly suitable for screening measurements.

Key words: TIA, pea

Uvod

Inhibitory trypsinu (TT) jsou hlavnim antinutri¢énim faktorem semen hrachu (Page et al. 2000).
Stanoveni TIA (z anglického ,,Trypsin inhibitor activity*) je vyuzivano pfi Slechténi novych
odrid hrachu s diirazem na nizky obsah TI. Z toho vyplyvaji i pozadavky na analytickou
metodu, kterd by méla byt rychla, levna a méla by umoziovat analyzu vétSich sérii vzorkd.
Metoda FT-NIRS se fadi mezi metody molekulové spektroskopie. Principem metody je
absorpce energie zafeni molekulami analyzovaného vzorku, zptsobujici zvySeni rotacnich a
vibracnich stavii molekul. Méteni probiha v blizké infraervené oblasti, odtud je odvozen nazev
metody (Near Infrared Spectroscopy — NIRS). Jeji vyhodou je nedestruktivnost, ¢asova
nenaroc¢nost, nizké naklady na analyzy, a pfitom je zachovéana dostatecna pfesnost a spravnost
analyzy. Metoda Casto nevyzaduje zddnou upravu vzorku, pfipadné¢ pouze mleti najemno.
Metoda FT-NIRS je vhodna zejména pro rutinni analyzu velkého poétu vzorkd a umoznuje
stanoveni vice parametri nejednou (Endlova et al. 2017). Cilem prace bylo vytvofeni
kalibracniho modelu FT-NIRS pro analyzator Antaris II (Thermo Scientific, USA). Kalibra¢ni
model pro ur€ity parametr vyjadiuje miru korelace mezi vysledky ziskanymi metodou NIRS a
laboratorni referencni metodou a pro jeho spolehlivé vyjadieni je potfeba shromazdit dostatecné
obsahly soubor vzorkt (Endlova et al. 2017).

Material a Metody
Pro Gcely tvorby kalibra¢niho modelu byl vytvofen soubor vzorkt hrachu setého s vysokou
variabilitou stanovovaného parametru. Vzorky zralych semen hrachu byly odebirany
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z maloparcelkovych pokusti s genovymi zdroji hrachu. Obsah TI byl stanoven laboratorni
analytickou metodou (Horacek 2008), ktera byla jiz difive vyvinuta na nasem pracovisti na
zakladg starSich metod (Bacon et al. 1995, Page et al. 2000). Vzorky semen hrachu byly nejprve
namlety na laboratornim rotovniku Cyclotec 1093 (Foss Tecator, Svédsko). Inhibitory trypsinu
ze vzorku byly extrahovany do alkalického extrakéniho pufru. K extraktu byl pfidan trypsin a
po inkubaci také umély substrat, ktery byl trypsinem hydrolyzovan za vzniku barevného
produktu. Absorbance produktu byla méfena spektrofotometricky a z naméfenych hodnot
absorbanci byla vypocitana aktivita inhibitort trypsinu, vyjadiend v jednotkdch TIU (Horacek
2008).

Pomleté vzorky byly souc¢asné zméteny na analyzatoru FT-NIRS Antaris Il (Thermo Scientific,
USA) vybavenym softwarem Omnic (Thermo Scientific, USA). Méfeni bylo provedeno
V rotacni kruhové kyveté s kiemennym dnem, propustnym pro NIR zafeni. Kazdy vzorek byl
meéfen ve tfech opakovanich a pro vypocet bylo pouzito primérné spektrum. FT-NIRS spektra
vzorkli hrachu jsou znazornéna na obrazku (Obr. 1). Pro zpracovani naméfenych spekter a
vytvofeni kalibracniho modelu byl vyuzit chemometricky software TQ Analyst (Thermo
Scientific, USA). Software je uzivatelsky pifivétivy a pro tvorbu kalibrace umoziiuje vyuziti
privodce. Na vytvoreni kalibracniho modelu pro stanoveni obsahu TI u hrachu byl aplikovan
algoritmus PLS (Partial Least Squares). Byly vypocitany hodnoty standardni chyby kalibrace
(RMSEC) a korelacni koeficient kalibrace (R) (Obr. 2). Byly vyjadfeny odchylky
predikovanych a laboratornich hodnot (Obr. 3).

Diagnosticky nastroj ,,Statistical Spektra Tool* byl pouzit pro vybér spektralnich oblasti, ve
kterych nejlépe koreluje zména v obsahu TI se zménou absorbance ve spektru. Pomoci
diagnostik ,,Spectrum Outlier®, ,,Leverage* (Obr. 5) a ,,Principal Component Scores* byly ze
souboru vylouceny kalibra¢ni vzorky, které vykazovaly velkou odchylku mezi laboratornimi a
vypocitanymi hodnotami a dale pak spektra, ktera byla vyhodnocena na zakladé¢ Chauvenetova
testu jako odlehla. Pro ovéieni spolehlivosti a robustnosti kalibrace byla provedena kiizova
validace. Byly vypocitany hodnoty standardni chyby cross-validace (RMSECYV) a korela¢ni
koeficient cross-validace (Rcv) (Obr. 4).

Vysledky a diskuse

V ramci kolekce genovych zdrojii hrachu bylo odebrano a analyzovano 270 vzorkl semen
hrachu seté¢ho. Primérny obsah inhibitorti trypsinu se pohyboval na urovni 7,45 TIU (Trypsin
17,52 TIU. Kalibra¢ni model pokryl celou §ifi obsahu inhibitort trypsinu u polniho hrachu, vice
jsou v kalibraci zastoupeny vzorky s hodnotou obsahu T1 do 10 TIU.

Hodnota korelacniho koeficientu kalibrace byla 0,96, hodnota standardni chyby kalibrace byla
0,755. Kalibratni model byl otestovan pomoci série diagnostik, které jsou soucasti
chemometrického software TQ Analyst, spolehlivost kalibrace byla ovéfena kiizovou validaci.
Byla vyjadfena hodnota korelacniho koeficientu kiizové validace (Rcv) a chyba kiizové
validace (RMSECV).

Hodnota korela¢niho koeficientu kiizové validace byla 0,66, hodnota standardni chyby kiiZzové
validace byla 2,04. Chyba kiizové validace je vysSi nez chyba kalibracni, vétsi odchylku
vykazuji hlavn€ vzorky v oblasti nad 10 TIU. Tato oblast bude muset byt v budoucnu jesté
doplnéna dals$imi kalibracnimi vzorky.

Pro vypocet kalibratniho modelu bylo pouzito 17 faktorii (Principal Components, PC). Do
téchto proménnych jsou pfeneseny algoritmem PLS dllezité spektralni informace zvolenych
kalibra¢nich oblasti. Toto bylo potvrzeno diagnostikou PRESS (Obr. 6).

Pouzité diagnostiky a validace metody ukazaly, Ze vytvoteny kalibra¢ni model je dostate¢ny
pro screeningovou predikci obsahu TI metodou NIRS. Vyssi obsahy TI v hrachu nejsou
v kalibraci zastoupeny v takové mife jako obsahy do 10 TIU a tyto vzorky zatézuji kiiZzovou
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validaci vys8i chybou. Je vSak nutné mit na paméti, Ze pfesnost metody NIRS je vzdy zavisla
na pouzité primarni analytické metod¢ a jeji chyba nemiize byt z principu nikdy nizsi, nez je
chyba analytické metody, pouzité pro kalibraci.

Hlavni vyhodou metody NIRS, oproti primarni analytické metodé¢, je snadna a rychla ptiprava
vzorku, kterd spociva pouze v jeho dokonalé homogenizaci pomoci mlynku. Vlastni méteni je
pak velmi rychlé, tfi opakovana méteni jednoho vzorku 1ze pohodIné provést do péti minut,
metoda je tak velmi vhodna pro rychld screeningova méteni.

Zavér

Byl vytvofen kalibraéni model pro predikci obsahu inhibitord trypsinu u polniho hrachu
metodou FT-NIRS. Metoda bude vyuzitelna pifi popisu genovych zdroji hrachu, ale zejména
pti Slechténi, kdy je potieba provadét screeningové vyhodnoceni velkého mnoZzstvi vzorki.
Kalibra¢ni model bude kazdorocné dopliiovan o dal§i namétfené hodnoty, aby byly pokryty
vlivy ro¢niku a aby byl doplnén o standardy s vy$Sim obsahem TI.

Log(1/R)

Obr. 1: FT-NIRS spektra vzorkt hrachu
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Obr. 3: Odchylky predikovanych (NIRS) a laboratornich hodnot obsahu TIA u polniho hrachu
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Obr. 4: Ktizova validace modelu pro predikci TIA, korelacni koeficient Rcv = 0,657, RMSECV
=2,04
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Obr. 6: Diagnostika PRESS
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Analyza polymorfismu mikrosatelitovych markeri v TILLING populaci

Analysis of microsatellite marker polymorphism in the TILLING population
Jozova E.}, Vrbovsky V.2, Horaéek J.°, Curn V.1

YFakulta zemédélskd a technologickd JU, Ceské Budéjovice
20OSEVA PRO s.1.0,
SAGRITEC, vyzkum, $lechténi a sluzby, s.r.o.

Abstrakt

Slechténi hospodaiskych plodin je dlouhodoby proces, ktery je velmi naro¢ny na &as, prostor,
pracovni silu a zejména finance. Zamérem Slechtiteli je tento proces zkratit. Jednou z moznosti
je vyuziti mutagent. Pro testovani u¢innosti chemomutagenu byly pouzity dvé odriidy druhu
Papaver somniferum a 6 odrud nebo Slechtitelskych materiali Sinapis alba. Osivo bylo
osetfeno béznym mutagenem EMS v riznych koncentracich. Celkem bylo hodnoceno 262
vzorkl vCetné€ neosetienych kontrol. Pro hodnoceni moznych zmén v genotypu bylo pouzito 17
mikrosatelitovych markert, které jsou ovérené predchozimi vyzkumy. Na zaklad¢ analyz bylo
identifikovano 52 vzorktl s odlisnymi velikostmi alel oproti vzorkiim kontrolnim. Uginky
mutageneze maji na zmény v genomu veétsi vliv u druhu S. alba nez u druhu P. somniferum.
Klic¢ova slova: mak, mutageneze, molekularni markery

Abstract

Breeding of agricultural crops is a long-term process that is very demanding in terms of time,
space, manpower and especially finances. The intention of the breeders is to shorten this
process. One possibility is the use of mutagens. Two varieties of Papaver somniferum and six
varieties of Sinapis alba were treated with EMS mutagen to test the effectiveness of this
mutagen. A total of 262 samples including untreated controls were evaluated. To evaluate
possible changes in the genotype 17 microsatellite markers verified by previous research were
used. Based on the molecular analyses 52 samples (offsprings) with different allele sizes were
identified compared to the control sample. The mutagen had a greater effect on the genemone
changes in Sinapis alba. The molecular data will be compared with the phenotypic
characteristics in further research.

Keywords: Poppy seed, mutagenesis, molecular markers

Uvod

Péstovani olejnin ma v Ceské republice dlouhodobou tradici. Mezi nejpéstovangjsi olejniny u
nas mizeme zatadit fepku olejku, mak sety, slunec¢nici, hoicice, len olejny a sdju lustinatou.
Zejména mak sety (Papaver somniferum L.) ma dlouho tradici péstovani ve stiedni Evrope¢.
Jeho péstovani bylo a stile je rozSifeno zejména mezi slovanskymi narody (Fejér, 2015).
Nejvétsim péstitelem a vyvozcem potravinaiského maku je dlouhodobé Ceska republika.
Tradi¢né jsou v naSich podminkach péstovany zejména ceské a slovenské nizkomorfinové
modrosemenné odriidy (UKZUZ, 2021). V poslednich par letech si oviem zadinaji diky
Slechténi hledat své misto na trhu i odriidy s jinou barvou semen, napi. okrova (Redy), Cervena,
Seda, Ci bila. Pravé bélosemenné odrady (Orel, Racek) jsou vyhledavané pro svou specifickou
chut’, vroce 2020 byly tyto odridy vysety pfiblizné¢ na 1500 ha. Tuzemské produkce je
exportovano az 90 %, zejména do slovanskych zemi, pro jejichZ kuchyni je mék tradi¢ni
surovinou (Zukalova, 2009).

Dalsi z vyznamnych olejnin p&stovanych v CR jsou hoigice. Nejbé&znéji péstovanym druhem je
hoi¢ice bila (Sinapis alba L.). Dalsimi druhy pak mohou byt hoicice ¢erna (Brassica nigra) a
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hot¢ice sarepska (Brassica juncea). Hoicice jsou péstovany zejména pro potravinaiské ucely,
jako picnina a v posledni dob¢ také jako oblibena plodina pro zelené hnojeni. V posledni dekadé
se osevni plochy hoi¢ice pohybuiji kolem 15 tis. ha (Sindelkova, 2020).

Diky velkému mnozstvi odriid a intenzivnimu Slechténi jen na nékteré parametry dochézi
k efektu tzv. bottlenecku, tzn. ke zuzeni genetické diverzity. Proto se hledaji jiné zpisoby
produkce novych odrid, nez jen pomoci klasického kiizeni. Jednou z moznosti je chemicka
mutageneze. Mezi nejcastéj$i chemické mutageny patii EMS (etylmetansulfat) a DES
(dietylsulfat). Pasobeni mutagenti byva ndhodny proces s nejistym vysledkem, ale timto
zpiisobem mohou vznikat velmi zajimavé varianty odrid. Pouziti mutagent musi byt bezpecné
S ohledem na lidské zdravi. Pfi selekci mutantnich rostlin je nutné ve stejnych podminkach
péstovani drzet i kontrolni odrtidy nevystavené ti€inktim mutagent, aby byl mozny cileny vybér
na zaddouci mutaci zménéné znaky. Fenotypové vlastnosti mutantl lze Casto odhalit az
Vv generaci M1, tedy po samoopyleni, kdy jsou rostliny homozygotni (Ehrenbergerova, 2014).
Dals$i moznosti je vyuziti molekularnich markerti, diky jejichz pomoci Ize zmény v genomu
odhalit i v pocatecnich fazi ristl rostliny nedestruktivni metodou.

Cilem této prace bylo zhodnotit, zda doslo v pribéhu vystaveni odrid mutagennim ucinktim ke
zméné ve struktufe genomu nékolika odrid u méku setého a hoicice bilé. Tyto zmény byly
hodnoceny pomoci mikrosatelitovych markert.

Material a metodika

Semena maku byla vystaveno G¢inkiim mutagenni latky 1% EMS (etylmethansulfonat). Jedna
se 0 mutagenni slouCeninu produkujici ndhodné mutace v genetickém materialu substituci
nukleotidi (Sega, 1984). Pro identifikaci pfipadnych zmén v genetické struktufe semen maku
setého oSetfenych mutagenem byla vybrana potomstva dvou odrad: OP-P-19 (80 vzorkl) a
AMETISZT (61 vzorkl). Od kazdé odridy byl vzdy jeden kontrolni vzorek, ktery nebyl
vystaven u¢inkiim mutagenu. U hoi¢ic bylo testovano 6 riiznych genotypt druhu Sinapis alba:
odridy Warta, Salsa a Silenda a Slechtitelské materidly 6823, 6824 a 6825. Semena hoicice
byla vystavena riiznym koncentracim EMS, od 0,6% do 4%. U hoi¢ic bylo hodnoceno celkem
121 potomstev.

Pted samotnym oSetfenim byla semena nemocena 18 hodin ve vod¢€. Poté byla prebytecna voda
slita a k osivu byl ptidam roztok EMS o rizné koncentraci. Baiky s osivem byly zabaleny do
alobalu, aby bylo zamezeno piistupu svétla a umistily se na tfepacku. EMS se nechal pusobit
po dobu 1 — 2 hodin pfi laboratorni teploté. Po této dob¢ byl roztok EMS slit a osivo se umistilo
pod proud tekouci vody po dobu 30 minut, tak aby doSlo k dikladnému vymyti mutagenu.

Pro hodnoceni zmén v genomu byl veskery materidl dodan ve form¢ semen generace M2
v mnozstvi od 10-20 ks u méku, v pfipadé¢ hoicice to bylo 1-5 semen, dle mozZnosti Slechtiteltl.
Tento material byl umistén do vysevniho substratu. Rostliny se nechaly vyrust do velikosti
dé€loznich listki, pfiCemz tento proces trval piiblizn¢ 14 dni.

Po této dobé¢, byly odebrany listky jednotlivé dle variant do papirovych sackl a vzorky byly
uloZeny cca 7 dni v silicagelu. Diky tomu doslo k pomalému a Setrnému vysuseni materidlu. Po
jednom tydnu byly vysuSené rostlinky umistény do 2 ml mikrozkumavky, byly pfidany
sklenéné kuli¢ky a material byl homogenizovéan v automatické homogenizatoru Beat Ruptor 96
(Omni Interanational Inc., USA) po dobu 30 sec pii maximalni frekvenci.

Z takto pfipraveného materidlu byla izolovdna DNA pomoci modifikované metodiky pro
izolaci DNA z rostlinného materialu (Doyle, 1991). Tento typ izolace je pro analyzu ovéfeny a
vhodny, diky vysoké koncentraci a €istot€ DNA (Jozova, 2020).

Jako marker pro identifikaci mutantniho osiva byly pouZzity mikrosatelitové markery. Celkem
bylo pouzito 10 specifickych mikrosatelitovych markeri pro mak: Psom4, Psoml7 B,
OPESTO026_B, OPEST081c, OPEST053, OPEST106, SSR001, SSR57_A, SSR57_B, psSSR69
(Ondreickova 2017, Vasek 2019), a 7 specifickych mikrosatelitovych markerti pro hoicice:
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BoREMIb, BolAB19TF, BoPC34, P381, D3, P7 a P35 (Louarn , 2007, Cui 2008). Pfi analyze
pro mék bylo postupovano podle metodiky Jozova a kol. (2020). U hoicic byl postup
nasledujici. Celkovy objem reakce 10 pl. Slozeni roztoku: 1x reakéni pufr (75 mM Tris—HCI,
pH=8,8, 20 mM (NH4)2S04, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCI2, 200 uM dNTPs), 10 pmol
kazdého primeru, 0,5 U Taq Purple DNA polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio, CZ), 2x BSA
a 50 ng templatové DNA. Amplifikace prob¢hla na termocycleru Biometra TProfessional pfi
nasledujicim teplotnim profilu: po€atecni denaturace 5 min pii 94 °C, 31 cykli v profilu 1 min
95 °C, 1 min 52-59 °C (dle pouzité¢ho primeru), 1 min 72 °C a kone¢na elongace 5 min 72 °C.
Vysledky PCR amplifikace byly vizualizovany pomoci fragmentacni analyzy s vyuZitim
fluorescenéné  znacenych forward primerd. Vyhodnoceni probihalo v programu
GeneMapper ™ (ThermoFisher Scientific, USA).

Vysledky
Pii odebirani vzorkii bylo pozorovano, ze n¢které odriiddy vyrazné haie klici, tento jev byl
pozorovan zejména u odrud druhu S. alba. Vysledky kli¢eni jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1 Charakteristika klicivosti odriid po osetfeni chemomutagenem

druh genotyp | % pocet vzeslo %
EMS | potomstev | potomstev | vzchazeni

Papaver | OP-P-19 1 81 79 97,5
somniferum | Ametizst | 1 60 60 100
Warta 0,6 85 76 89,4
Salsa 0,6 9 8 88,9
Sinapis Silenda 15 35 20 57,1
alba 6823 4 1 1 100
6824 2 32 11 34,4

6825 2 10 7 70
celkem 313 262 83,7

Podle vysledki bylo kliceni riznych variant velmi odli$né, od 34,4% u genotypu 6824 druhu
S. alba az po 100% vzchazivost u genotypu Ametizst druhu P. somniferum a genotypu 6823
druhu S. alba. Primérna vzchazivost byla 83,7 %, pficemz jako idealni kli¢ivost u materialti
oSetfenych chemomutagenem je 75 %. Této hodnoty doséhlo 5 variant, oba genotypy druhu
P. somniferum (OP-P-19 a Ametizst) a 3 genotypy S. alba (Warta, Salsa a 6823).

Po odbéru materialu a extrakci DNA byla provedena PCR analyza pro mikrosatelitové markery
dle vyse uvedené metodiky. Amplifikace prob¢hla standardnim zptisobem u vSech variant obou
druhti. U druhu P. somniferum bylo celkové amplifikovano 31 alel u deseti mikrostelitovych
markert, u druhu S. alba to bylo 23 alel pro sedm mikrosatelitovych markerd. Obrazky 1A a
1B zobrazuji ukazku amplifikaci u kontrolniho a mutovaného vzorku.
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Obradzek 1 Ukdzka amplifikace mikrosatelitovych markert

Obrazek 1A zobrazuje velikost alel pro mikrosatelitovy primer OPEST106. Na spodni ¢asti
obrazku je zobrazena alela u kontrolni vzorku odriidy OP-P-19 o velikosti 192 bp. V horni ¢asti
je vzorek €. 1/137, u kterého jsou jasné patrné dvé alely o velikosti 192 a 195 bp. Obrazek 1B
zobrazuje velikost alel pro mikrosatelitovy primer BoOREM1b. Na horni ¢asti obrazku je
kontrolni vzorek odrudy Warta s velikosti alel 245 bp, v dolni ¢asti je oSetfeny vzorek, u kterého
se amplifikovaly alely o velikostech 245 a 249 bp.

Alely vSech variant byly vzdy porovnany s kontrolnim vzorek, ktery nebyl oSetfen. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 Charakteristika genetické odlisSnosti

druh genotyp | % pocet geneticky % variabilnich
EMS | analyzovanych | odliSnych | odliSnosti | markeri
potomstev
Papaver OP-P-19 1 79 8 10,1 7z11*
somniferum | Ametizst | 1 60 4 6,7 5z12*
Warta 0,6 76 19 25 428
Salsa 0,6 8 5 62,5 428
Sinapis Silenda 1,5 20 9 45 428
alba 6823 4 1 0 0 0z8
6824 2 11 6 54,5 628
6825 2 7 1 14,3 1z8
celkem 262 52 19,8

* U maku nedochazi vzdy k amplifikaci vSech markerii u jednotlivych odridy, proto je celkovy
pocet markeru odlisny.

U amplifikace alel byly vyrazné rozdily jak mezi druhy, tak i mezi jednotlivymi opakovanimi
u vSech variant. U druhu P. somniferum bylo rozdilnych 6,7 respektive 10,1 %, pro druh S. alba
se procento odliSnosti v opakovani pohybovalo od 0 do 62,5 %. Tyto rozdily mohou byt
zpisobeny koncentraci chemomutagenu, vyrovnanosti odriidy, ale také poctem opakovani ve
variant¢, zadnd ztéchto hypotéz ovSem neni jednoznacné prokazatelna. Co je ovSem
prokazatelné, ze u druhu P. somniferum nedochazi po osetfeni chemomutagenem k tak vyrazné
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zméné v genomu jako je to u druhu S. alba. Z celkového poctu 262 opakovani bylo 52 geneticky
odlisnych, coz je 19,8 %.

Diskuze

Mutagenezi se ve své studii zabyval také Sikora (2011), ktery porovnaval n¢kolik chemickych
mutagend a jejich piisobeni na rizné hospodaiské plodiny. Vlivy mutagenti zkousel n€kolika
screeningovymi metodami. Podobny vyzkum provadéli i Walkowiak a Ogrodowczyk (2013),
kteti zjist'ovali ovSem pouze zmény v obsahu morfinu v makoviné u odridy Lazur, nikoliv vSak
zmény ve struktufe celého genomu. Metoda hodnoceni pomoci mikrosatelitovych markeri
ovSem vV jejich pokusech zahrnuta nebyla. Vyuziti mikrosateliti ve svych pokusech ale
pouzivali napt. Kostova a kol. (2008), kteti hodnotili genetickou diverzitu u 12 mutantnich linii
druhu Zea mays. Pro identifikaci pouzili 18 mikrosatelitovych markerd. Huang a kol. (2016) u
270 mutanti druhu Glycine max pouzili chemomutagenu EMS i metodu ozafovani gama
zatenim. Kromé& genotypovych zmén hodnocenych 82 pary SSR markert, byla v této studii
provedena i analyza fenotypova. Ve vSech vyse uvedenych pokusech doslo prokazatelné ke
zménam nejen na urovni fenotypu, ale také na Grovni genotypu.

Zavér

Pro identifikaci zmén v genomu u semen osetfenych 0,6 - 4% roztokem EMS mutagenu bylo
pouzito celkem 17 mikrosatelitovych markerti, které jsou bézné¢ vyuzivany pro hodnoceni
genetické variability u odrid maku setého a hoicice bilé. Celkové bylo porovnavano
262 potomstev vetné kontrolnich neosSetfenych vzorka. Na zakladé vysledkt z fragmentacni
analyzy bylo zji§téno, ze v ptipad¢ druhu P. somniferum bylo od kontrolnich vzorki odlisnych
12 potomstev z celkového pocétu 139 potomstev. U druhu S. alba byly tyto hodnoty velmi
rozdilné. Z celkové poctu 123 potomstev bylo odlisSnych 40 vzorkd, tzn. téméf tietina vSech
hodnocenych vzorkt. V1iv mutageneze ma tedy na druh S. alba jednoznaéné vétsi vliv, nez na
druh P. somniferum. Mikrosatelitové markery se ukazaly jako vhodny nastroj nejen pfi
identifikaci odrtd, ale i1 pfi identifikaci moznych zmén v genomu odrid vystavenych
mutagennim ucinkiim. V kombinaci s hodnocenim dalSich parametri jako jsou naptiklad
fenotypové vlastnosti, nebo nutri¢ni hodnoty mohou diky tomu vzniknou nové unikatni odrady.
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Validace molekularnich markeri pro identifikaci plisné Hyaloperenospora
parasitica u hospodaisky vyuZivanych plodin druhu Brassica oleracea

Validation of molecular markers for the identification of Hyaloperenospora
parasitica in commercial crops of Brassica oleracea

Jungova M., Petrzelova 1.2, Ovesna J.!

YWyzkumny vstav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha
2Crop research Institure, Olomouc

Abstrakt

Technologie molekularnich markert je integrovana do stavajicich programu Slechténi rostlin a
vybrané rezistentni genotypy podle molekularnich markertt mohou byt pouzity pro hybridizaci.
Tato studie hodnotila asociaci molekularniho markeru BODML1 s odolnosti vic¢i plisni
Hyaloperenospora parasitica u 24 genotypa Brasica oleracea. .Marker nevykazuje délkovy
polymorfismus mezi rezistentnimi a nachylnymi varietami. AvSak sekvenace uvedenych
vzorkid poukazala na 96% variabilitu tandemové sekvence ATC, nachazejici se ve 3. intronu
glukosinolatové drahy druhd Brassica, ktera by mohla byt v dalSich studiich pouzita jako
molekularni marker.

Kliéova slova: Brukvovité, sekvenovani, houbové choroby, mikrosatelity, Slechtitelstvi

Abstract

Molecular marker technology is integrated into existing plant breeding programmes, and
selected resistant genotypes based on molecular markers can be used for hybridisation. This
study evaluated the association of BODM1 molecular marker with resistance to
Hyaloperenospora parasitica for set of 24 Brassica oleracea genotypes. The marker does not
show length polymorphism between resistant and susceptible varieties. However, sequencing
of these samples indicated a 96% variability in the tandem ATC sequence located in the 3rd
intron of the glucosinolate pathway of Brassica species, which could be used as a molecular
marker in future studies.

Key words: Brassicaeae, sequencing; fungal diseases; microsatellites; plant breeding

Uvod

Rod Brassica zahrnuje tii hlavni péstované druhy, B. nigra, n = 8; B. oleracea, n = 9; a B. rapa,
n = 10, z nichZ vSechny jsou diploidni. Tyto druhy zahrnuji velmi rozmanité plodiny,
oznacované jako morfotypy, které vznikly v disledku umélého vybéru béhem domestikace a
Slechténi a navzajem se odlisuji svou morfologii (Kim et al. 2018). Brassica oleracea L. (B.
z hospodaisky vyznamnych druhi zeleniny na svété (Bayer et al. 2019). Variety B. oleracea
zahrnuji mnoho oblibenych a vyZivnych zeleninovych plodin véetné zeli, kvétaku, brokolice,
ruzickové kapusty, kedlubny a kapusty. Tyto variety jsou vSak nachylné k fadé patogent,
Plasmodiophora brassicae, Sclerotinia sclerotiorum, Erysiphe cruciferarum; Fusarium
oxysporum f. sp. conglutinans a také Hyaloperenospora parasitica (Lv et al. 2020). Plisef,
zpusobena obligatnim houbovym parazitem Hyaloeronospora parasitica (H. parasitica) Pers.:
Fr., jejiz taxonomicky spravny nazev u Brassica spp. je Hyaloperonospora brassicae, patii
mezi nejnicivéjsi choroby plodin B. oleracea. Tato choroba je rozsifena po celém svété a lze ji
nalézt u mnoha hospodarsky vyznamnych druht u celedi Brassicaceae. Napiiklad brokolice
muze byt nachylna k infekci béhem vsech ristovych stadii, ale infekce rostlin ve stadiu

24

déloznich listkil je nejskodlivejsi. Pokud jsou infikovany délozni listy a mladé tkané, sazenice
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Casto zakrni nebo uhyne a snizi se vyznamné vynos plodin (Giovannelli et al. 2002). Choroba
také zptsobuje defoliaci u dospélych rostlin na poli, coz snizuje nejen vynos, ale i kvalitu
hlavek (Jensen et al. 1999) a za ptiznivych klimatickych podminek se pak miiZe stat epidemii
(Coelho a Monteiro 2003). Infekce sazenic je velmi Casta hlavné ve Skolkach, zejména ve
sklenicich, kde se rostliny sazeji nahusto. Za piiznivych podminek muze Hyaloeronospora
parasitica (H. parasitica) infikovat az 50-60 % semen zeli a snizit tak sklizenn o 16-20 %
(Saharan et al. 2017). V Ciné je tato pliseii zodpovédna az za 90% ztratu vynosu ¢inského zeli
(B. rapa) (Yu et al. 2009).

Aplikace fungicidii miZe poskytnout urcitou kontrolu nad touto plisni, ale Slechténi novych
plisni bylo identifikovano u druhu B. oleracea, a to jak u semenackt (Natti el al. 1967; Hoser
Krauze et al. 1995; Jensen et al. 1999; Farnham et al. 2002; Giovannelli et al. 2002), tak i ve
fazi dospélych rostlin (Mahajan et al. 1995; Coelho 1998; Farinho et al. 2007; Coelho and
Monteiro 2018).

Technologie molekularnich markert je integrovana do stavajicich programt Slechténi rostlin
(molekularni Slechténi), coZz umoznuje vyzkumniklim rychleji a ptesnéji piistupovat ke genlim
odolnosti vii¢i chorobam, prenaset je a kombinovat. Pfistup molekularniho Slechténi poméaha
pii v€asné generacni detekci alel rezistence v jakémkoli prostiedi dlouho pfedtim, nez je znak
fenotypové vyjadren, coz dodava vysokou ditvéru v selekci. Vybrané genotypy mohou byt
pouzity pro hybridizaci ve stejné sezoné, ¢imz se urychli vyvoj odrid pro odolnost vuci
chorobdm (Shaw et al. 2021). VétSina gent rezistence je pfitomna ve vétSich nebo mensich
shlucich misto nahodné distribuce na chromozomech. V soucasnosti, je nejefektivnéjsi
metodou identifikace rezistentnich rostlin ve Slechtitelstvi, selekce za pomoci molekularnich
markerti. SSR (Short Sequence Repeat) markery, jsou sekvence repetitivni DNA slozené
zZ opakujiciho se motivu o daném poctu nukleotidl (obvykle 2 az 5). Tento opakujici se motiv
je v sekvenci pfitomen mnohokrat, pfiCemz pocet jeho opakovani je unikatni pro kazdého
jedince (Powell et al. 1996). Vzhledem ke konzervované povaze lemujicich sekvenci, mohou
byt pouzity k rozliseni délkového polymorfismu mezi piibuznymi druhy. Bylo popsano velké
mnozstvi SSR markerti (Lowe et al. 2004; Piquemal et al. 2005; Gao et al. 2007; Carlier et al.
2012; Sigh et al. 2015; Saha et al. 2020). Jeden z téchto markert, BODM1 (Gao et al. 2007),
ktery souvisi s rezistenci vi¢i H. parasitica u juvenilnich rostlin B. oleracea, byl vybran a
testovan v této studii. Cilem studie bylo zjistit, zda testovany BODM1 marker (Gao et al. 2007)
dokaze rozlisit nachylné a rezistentni genotypy variet B. oleracea testovanych ve Vyzkumném
ustavu rostlinné vyroby v Olomouci.

Material a metody

Rostlinny materidl a standardy

Na analyzy DNA, byly pouzity listy variet B. oleracea (kvétak, brokolice, zeli, ruzi¢kova
kapusta, kedlubna a kapusta), které byly testovany na rezistenci vici Hyaloperenospora
parasitica podle metody Coelho a Monteiro 2003, ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby
v Olomouci.

Genotypy standardi B. oleracea convar. Italica: rezistentni HRIGRUOL87125 a nachylny
HRIGRUQOLS87098 (Farinho et al. 2007; Carlier et al. 2012), byly laskavé poskytnuty genovou
bankou z Warwicku (Warwick Genetic Resources Unit - https://warwick.ac.uk). Dal$im
standardem byla: rezistentni Couve Algarvia a nachylna Couve de Corte (B. oleracea convar.
Acefala). Laskavé poskytnuté Dr. Paulou Santhos Coelho (University of Catania, Portugalsko).
Hodnoceni fenotypu interakce

Testované rostliny, kultivované za kontrolovanych podminek, byly naoCkovany ve stadiu
déloznich listkli péti rasami izolatu H. parasitica. Nasledné bylo provedeno symptomatické
hodnoceni na zaklad¢ jejich rezistentni a nachylné odpovédi. Fenotyp interakce byl hodnocen
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podle modifikované metody popsané Coelho and Monteiro 2003. Nasledné byl fenotyp
interakce rozdélen dle stupnice zvySujici se citlivosti, s ohledem na sporulaci patogenu a reakci
hostitele. Rostliny v 1. téidé byly zcela rezistentni, ve 2. tfid€ byly rezistentni, ve 3. t¥id¢ byly

neuplné rezistentni a rostliny ve 4. tfidé byly nachylné.

Tabulkal Sekvenované vzorky 14 rezistentnich a 9 nachylnych vzorkt odrid B. oleracea

Rezistentni vzorky sekvence motiv

HRIGRUOL87125  brokolice standard Warwick ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
Couve Algarve kapusta standard Portugalsko ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800028 kvetak Delta ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800006 kvétak Bolero ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800035 kvétak Stupicky obrovsky ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800279 brokolice Cavolo Cavolinaizza ATCATCATCATCAATTCAATCATC 4x(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800253 kedlubna Cavolo ATCATCATCAATTCATCATC 3X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800254 kedlubna Cavulu Augusto ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800084 zeli - Savoy B.O. sabauda ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800088 kapusta B.O. acephala ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800285 kapusta B.O. tronchuda Rabicu ATCATCATCAATTCATCATC 3X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800226 rizickova kap. C.d Bruxelles MN ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800067 Brassica dreanensis ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800076 Brassica villosa ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
Nachylné vzorky

HRIGRUO0OL87098 brokolice standard Warwick ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
Couve de Corte kapusta standard Portugalsko ATCATCAATTCATCATC 2x(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800089 kvétak z Italie ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800105 brokolice z Italie ATCATCATCAATTCATC 3X(ATC) AATTC 1X(ATC)
B1800080 kedlubna z Italie ATCATCATCAATTCATC 3X(ATC) AATTC IX(ATC)
B1800049 zeli Landrace (Parnica) ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800126 kapusta Dwarf green curled ATCATCATCAATTCATCATC 3X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800204 rizickova kapusta Ama ATCATCATCAATTCATCATC 3X(ATC) AATTC 2x(ATC)
B1800113 Brassica macrocarpa ATCATCAATTCATCATC 2X(ATC) AATTC 2x(ATC)
Molekuldarni analyzy

Rostlinnd genomickd DNA byla extrahovana a 50 ng/ul roztoku DNA bylo pouZito pro
naslednou PCR analyzu. Forward primer (Gao et al. 2007) byl fluorescencné oznacen (5'PET).
Amplifikace (PCR reakce) probehla pomoci zatizeni Applied Biosystem Thermal Cycler
(Applied Biosystems, USA). Pi nasledujicim teplotnim profilu: 15 minut denaturace a aktivace
HotStarTaq DNA polymerazy pii 95 °C, nasledovéano 35 cykly (30 sekund denaturace pii 94
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°C, 90 sekund annealing pfi 60 °C, 60 sekund elongace pii 72 °C a nakonec 15 minut
zavérecneho prodluzovani amplikonu pifi 72 °C. Poté byla provedena fragmentacni analyza
pomoci ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems, USA). Amplifikovana produktova data byla
analyzovana a vyhodnocena pomoci GeneMarker ver. 1.8 (SoftGenetics, USA).

Purifikované amplikony DNA byly klonovany do kompetentnich bunék JM109 High
Efficiency (E. coli) a testovany PCR na pfitomnost ofekavaného inzertu pomoci BODM1
primerd. Amplifikované produkty byly néasledné sekvenovany pomoci ABI PRISM 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). Udaje o amplifikovanych produktech byly
analyzovany a vyhodnoceny pomoci softwaru Sequencing Analysis Software 7 (Applied
Biosystems, USA).

Statistické a sekvenacni analyzy

Sekvence B. oleracea byly blastovany v NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Evolu¢ni historie byla odvozena pomoci metody Maximum Likelihood a Tamura 3-
parametrového modelu (Tamura 1992). Vysledny dendrogram vznikl automaticky aplikaci
algoritmil Neighbor-Join a BioNJ na matici parovych vzdalenosti odhadnutych pomoci modelu
parametri. Tamura 3 a poté vybérem topologie s vyssi logaritmickou hodnotou
pravdépodobnosti. Evolu¢ni analyzy byly provedeny v MEGA X (Kumar et al. 2018).

Vysledky

Z vysledki vyplynulo, Ze ptfedpokladany SSR marker BoODM1 produkuje amplikon o délce cca
800 bp a nelze jej multiplexovat ve fragmentacni analyze ABI PRISM 3500 s dalsimi bézn¢
testovanymi SSR markery o délce 150 — 450 bp. Z tohoto divodu byly vysledné produkty 14
rezistentnich a 9 nachylnych variet (tab. 1) zaklonovany a osekvenovany. Sekvence standarda
Z univerzity ve Warwicku, byly 100% identické a nevykazovaly zadné nukleotidové zmény.
Naproti tomu mezi standardy z Portugalska, byla zaznamendna mirna 98% nukleotidova
variabilita (obr. 1). Mezi vzorky nachylnych a rezistentnich variet byla zaznamenana 95 — 98%
nukleotidova variabilita a zarovenl zde byla objevena opakovana tandemova sekvence ATC,
ktera mezi varietami B. oleracea vykazovala 96% nukleotidovou identitu: sekvence B1800279,
B1800253, B1800285; B1800105, B1800080, B1800126, B1800204 (tab.1, obr. 2). Naproti
tomu, tandemova sekvence vSech 4 standardii vykazovala shodu 100 % (obr. 2).

Obrazek 1  Alignment sekvenci standardi z Warwicku a Portugalska + ndchylny genotyp
HRIGRU03592 (podle Petrzelové) a rezistentni UNICT4448 (Coelho et al. 2018).

Vysledné sekvence byly blastovany a byla zaznamenana 98% shoda se sekvenci GSL Elong
(AF399834), kterd je soucasti genu glukosinolatové drahy. Opakovana mikrosatelitni
tandemova sekvence ATC byla identifikovana ve 3. intronu tohoto genu.
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Obrazek 2 Aligment sekvenci 14 rezistentnich a 9 citlivych odriid Brassica oleracea
shodnych se sekvenci GSL Elong (AF399834 2).

Na zékladé celych cca 800 bp dlouhych sekvenci byl sestaven fylodendrogram, jehoz vysledky
jsou patrné z obrazku €. 3. Byly vytvoteny 2 hlavni vétve, pti¢emz do 1. skupiny pattili dva
zietelné klastry 3 nachylnych a 2 rezistentnich variet B. oleracea. Druha skupina se rozd¢lila
na 2 podskupiny; 1. obsahovala 4 rezistentni a 2 nachylné variety, které tvotily samostatny
klastr. Tteti skupina navazala na tuto a obsahovala mix rezistentnich a nachylnych variet.
Nasledovalo dalsi klastrové propojeni s 5 podshluky, které obsahovaly kombinaci 5
rezistentnich a 2 nachylnych variet (obr. 3).
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Vzledem k tomu, Ze dlouhé sekvence nevykazovaly jasny patern, byly navrzeny dva pary
primert:

forward_ GAAAACACTAGCTCCTCGACA areverse CCAACTCGCAACAAAATGAGT,
obklopujici motiv ATC, které mély produkt zkratit na 200 — 250 bp a zpfistupnit ho pro
fragmentac¢ni analyzu. Primery byly testovany na vyse uvedenych genotypech B. oleracea (tab.
1), vysledky vSak nezaznamenaly délkovy polymorfismus. Naopak vysledné produkty
testovanych variet byly monomorfni a vykazovaly stejnou délku 238 bp.
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Obrazek 3. Dendrogram sestrojeny na zdklade sekvenci (cca 800bp) variet B. oleracea

Diskuze a zavér

Cilem této studie bylo otestovat SSR marker BODML1, odhalujici rezistenci proti plisni H.
parasitica u 23 variet B. oleracea. Ukazalo se, Ze vysledny produkt je ve skute¢nosti dlouhy
800 bp anevhodny do multiplexu pouzivaného ve fragmenta¢nich analyzach s ostatnimi
markery (Carlier et al. 2012, Saha et al. 2020). Bylo rozhodnuto osekvenovat vyse uvedené
variety a navrhnout novy par primert, ktery produkty zkrati na pozadovanou délku. Kompletni
kodujici sekvence vSech testovanych variet méla pramérnou délku 800bp a kodovala 46
aminokyselin. Prelozenim sekvenci do proteinu, byla v NCBI blas zjisténa 100% shoda
s proteinem: AAR36908.1 Brassica oleracea isopropylmalate synthase, ktery patii do skupiny
zahrnujici proteiny IPMS1 a IPMS2 Arabidopsis thaliana, protein Glycine max GmN56 a
protein Brassica insularis BatIMS. Vysledny alignment vSech sekvenovanych sekvenci
vykazoval mezi sebou mensi nukleotidové zmény u vSech testovanych variet a v blastu byla
zjisténa 98% shoda s genem glukosinolatové drahy AF399834 GSL_ELONG. Tyto zmény
nebyly v8ak dostacujici na to, aby dokazaly rozlisit fenotypovou interakci variet, jak je patrno
Z dendrogramu, ktery rozd¢lil sekvence do 2 hlavnich vétvi a nasledné do né€kolika vzijemné
propojenych klastrii. Nebyl zde tedy zaznamendn jednoznalny pattern, naopak spolu
klastrovaly rezistentni a i nachylné variety B. oleracea, s vyjimkou jedné z vétvi. Podobné
vysledky zaznamenal 1 Singh et al. (2015). Ve vyslednych sekvencich se vSak v ramci vSech
variet vyskytoval variabilni opakovany motiv ATC. Po navrZeni a testovani novych primeria
Vv okoli tohoto motivu, se vSak nepotvrdila variabilita délkového polymorfismu testovanych
variet. Zmény se neprojevovaly ani pii elektroforetickém zobrazeni produkti plvodné
dlouhych 800 bp a posléze ani pii nové délce sekvence, ktera byla u vSech testovanych variet
238 bp. Neprokazany délkovy polymorfismus nastal zfejmé proto, Ze vSechny markery byly
navrzeny v intronu genu glukosinolatové drahy, kde dosSlo pravdépodobné k ndhodnym
zménam motivu ATC jinymi nukleotidy a délka produkti tak zistala zachovana (Giovanelli et
al. 2002; Yu et al. 2009). GSL-ELONG je homologni k At5 g23400 a je zfejmé& vysoce

konzervovany v chromozomalnim segmentu a nemusi byt skute¢nym genem pro BODM1 (Gao
et al. 2005, 2006, 2007).
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Otazkou porad ziistava, zda marker, ktery byl navrZen na dihaploidnich liniich, miZe byt pouzit
I v ptipadé F1 hybridd. Rostliny testované v Olomouci na rezistenci vii¢i rasam H. parasitica,
mohly byt genotypové variabilni, protoZe v experimentu nebyly pouzity dihaploidni linie
(Giovannelli et al. 2002, Farinho6 et al. 2007, Vincente et al. 2012, Carlier et al. 2012; Sigh et
al. 2015; Saha et al. 2020), ale semena rostlin ziskand z genovych bank. Je mozné, Ze rostliny,
které mély fenotypovou interakci nachylnou, mohly byt ve skutecnosti rezistentni (Coelho et
al. 2012). Bylo by proto vhodné molekularné otestovat vétsi mnozstvi vzorkt dané variety,
nebot urcitd variabilita v opakovaném motivu ATC nalezena byla. Nelze tedy vylou¢it BODM1
jako marker na odhaleni rezistence vii¢i H. parasitica, mohl by byt vyuzivan pfi sekvenovani,
kde skutecné vykazoval variabilitu v poc¢tu opakovani motivu ATC mezi testovanymi vzorky.
Dilezité je, ze variabilita nebyla spojena s varietami B. oleracea, jak by se dalo ocekavat (EI-
Esawi et al. 2016), na druhou stranu nebyla spojena, ani s fenotypovou interakci standardi
(Coelho and Monteiro 2003). Vysledky téZ mohou byt zkresleny faktem, ze kvili Casté
cizosprasnosti jsou genomy B. oleracea silné variabilni a polymorfni (Lv et al. 2020). To
zpusobuje vysokou miru heterozygotnosti a genetické variability, coz znesnadnuje posléze
genetické analyzy (Li et al. 2003). Daéle lez fici, Ze ackoli nékteré rezistence ve stadiu déloznich
listi pretrvavaji az do zralosti, nelze rezistenci juvenilnich rostlin pouzit k predikci rezistence
dospélych rostlin, protoze mezi témito dvéma typy rezistence neexistuje zadna korelace
(Coelho et al. 1998).

Vysledky castecné korelovaly s diive publikovanymi zpravami (Saha et al. 2008, Watson-Jones
et al. 2010) a ukazaly, ze BODM1 spojeny s genem GSL-ELONG by mohl byt pouzit pro
odvozeni odolnosti viici houbovym chorobam (Wang et al. 2011). V této studii jsme
identifikovali mikrosatelitni tandemovy motiv ATC nachazejici se ve 3. intronu genu
glukosinolatové drahy. Glukosinolaty jsou totiz jednou z moznosti obrany rostlin proti
patogentim (Kanzaki et al. 2002), a proto je marker BODM1 jednou z moznosti k rozpoznani
rezistence vucéi H. parasitica u variet B. oleracea, ale pouze pfi testovani dihaploidnich linii.
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Molekularni markery odolnosti vii¢i fusariovému vadnuti klasu

Molecular markers linked to fusarium head blight resistance
Kolarikova L., Svoboda P., Chrpova J., Ovesna J.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha 6 — Ruzyné

Abstrakt

Fusariové vadnuti je vyznamné onemocnéni obilovin vcetné je¢mene. Toto onemocnéni ma za
nasledek redukci vynosu zrn a v nich akumulovany mykotoxiny jsou Skodlivé jak lidem, tak
zvitatim. Bylo zjisténo, Ze odolnost vic¢i tomuto patogenu je mimo jiné asociovana
s morfologickymi znaky, jakymi jsou vySka rostliny nebo vlastnosti klasu. Navzdory mnohym
studiim, efektivni markery pro selekci odolonéjsich genotypi nebyly dosud vyvinuty.
V predkladané studii jsme otestovali 277 genotypl je¢mene, které byly uméle infikovany
suspenzi konidii Fusarium culmorum. Infikované rostliny byly symptomaticky hodnoceny a
zkoumany z hlediska obsahu deoxynivalenolu. Jednotlivé genotypy byly rovnéz testovany na
pritomnost mikrosatelitnich markerti. Naslednd korelace fenotypovych a genotypovych dat
odhalila mikrosatelitni markery o konkrétnich délkach potencialné asociovanych s mirou
odolnosti/nachylnosti k fusariovému onemocnéni.

Kli¢ova slova: mikrosatelity, je¢men, fusarium, rezistence

Abstract

Fusarium head blight (FHB) is an important disease of cereals, including barley. The disease
results in the reduction of grain yield, and accumulated mycotoxicins are harmful to both
humans and animals. It is known that resistance to this pathogen is associated with
morphological features such as plant height or spike characteristics. Despite many studies,
effective markers for the selection of more resistant genotypes have not yet been developed. In
the present study, we tested 277 barley genotypes that were artificially infected with Fusarium
culmorum conidia suspension. Infected plants were symptomatically evaluated and investigated
for deoxynivalenol content. Individual genotypes were also tested for the presence of
microsatellites. Subsequent correlation of phenotypic and genotypic data revealed
microsatellite markers of specific lengths potentially associated with the degree of
resistance/susceptibility to FHB.

Keywords: microsatellites, barley, fusarium, resistance

Uvod

Fusarium, patogen zpusobujici fusariové vadnuti klasu, mé kazdorocné na svédomi znacné
ztraty jak na trodé¢, tak na kvalité obilovin v€etné jeCmene. Jako produkt svého metabolismu
vylucuji fusaria mykotoxiny, které zlistdvaji v zrnech a z nich vyrobenych potravinich a
krmivech. Sekretované mykotoxiny typu DON (deoxynivalenol) pak maji negativni dopad na
zdravi ¢lovéka a zvitat (Edwards, 2004). Mira odolnosti dana genetickymi faktory je na rozdil
od pSenice u je¢mene méné znama, resp. nejsou k dispozici genetické zdroje, které by byly
zdrojem genil velkého uc¢inku a snadno se pienasely do dalSich generaci. Studie odhalily, ze
rezistence vuci fusariu, stejné jako akumulace mykotoxinii produkovanych patogenem, je u
jemene podminéna geny malého uinku (Zhu et al. , 1999), které jsou vysoce ovlivnény
morfologickymi znaky rostlin (Steffenson, 2003) a podminkami prostfedi. Geny malého
ucinku, oznacované jako QTL (z anglického Quantitative Trait Loci) jsou mapovany skrze
identifikaci molekularnich markert, které koreluji se sledovanymi kvantitativnimi znaky.
Molekularni markery predstavuji iseky DNA, které jsou ve vazb¢ z predpokladanymi geny. V
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minulosti byly hojn€ pouzivané markery typu RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) — polymorfismus délky restrikénich fragmentti a AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) — délkovy polymorfismus amplifikovanych fragment, v soucasnosti se
spiSe jedna o SSR (Simple Sequence Repeats) a SNP (Single Nucleotide Polymorphism). SSR
markery, oznaCované rovnéZz mikrosatelity, jsou sekvence repetitivni DNA sloZzené z
opakujiciho se motivu daného poctu nukleotidii (obvykle 2 az 5). Tento opakujici se motiv je v
sekvenci pfitomen mnohokrat, pfi€emz pocet jeho opakovani (typicky 5 az 50 krat) je unikétni
pro kazdého jedince (Powell ef al., 1996). Tuto skuteCnost je mozné vyuzit pii identifikaci
rezistentnich odrid, kdy lze délkovy polymorfismus jedincii asociovat s mirou odolnosti
daného genotypu. Dostupna literatura nabizi hned nékolik mikrosatelitnich markert, které jsou
v men$i nebo vétsi mife asociované s odolnosti k fusariu. V predkladané praci jsme se
sousttedili na osm z nich, konkrétné na HVRCABG (Jia et al., 2008), Bmag0807 (Wingermuehle
et al., 2004; Jia et al., 2008), EBmac0415 (Mesfin et al., 2003; Wingermuehle et al., 2004; Jia
etal.,2008) a HVM54 (Mesfin et al., 2003; Wingermuehle et al., 2004), EBmac0679 (Jia et al.,
2008), HVBKASI (Mesfin et al., 2003), EBmac0602 (Wingermuehle et al., 2004), Bmag0125
(Mesfin et al., 2003; Jia et al., 2008). Uvedené markery jsme sestavili do dvou tetraplexovych
sad a urcili jejich délkovy polymorfismus u 275 ceskych odriid je¢mene s charakterizovanou
odolnosti k fusariovému vadnuti klasu. Na souboru 277 je¢ment byl proveden skrining vyse
uvedenych mikrosatelitd. Ten samy soubor byl v tfiletém opakovani vystaven umélé infekei a
posléze podroben hodnoceni napadeni pro stanoveni rozdilu odolnosti zkousené¢ho materialu.

Material a metody

Izolace DNA, multiplex PCR a fragmentacni analyza

DNA byla izolovéana z Cerstvych listl jecmene pomoci CTAB (cetyl trimethylamonium bromid)
(Murray a Thompson, 1980). Kvalita a koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky
(NanoPhotometer, Implen, Némecko*). Na zakladé¢ méteni byla pak DNA zfedéna na pracovni
koncentraci 100 ng/ul. Pro amplifikaci cilovych sekvenci byla pouzita sada Qiagen Multiplex
PCR kit (Quiagen, Hilden, Némecko kat. ¢. 206145). Reakéni smés o celkovém objemu 10
ul/vzorek sestava z 5 pl 2x Quiagen Multiplex PCR Master Mix Qiagen, Hilden, Némecko kat.
¢. 206145) 4 ul smési specifickych primért (tabulka ¢. 1) a 1 pl roztoku DNA (100 ng/ul).
Amplifikace (PCR reakce) probiha v termocykleru Veriti™ Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, USA) pfi nasledujicim teplotnim profilu: 15 minut denaturace a
aktivace HotStarTaq DNA polymerazy pii 95°C, nasledovana 35 cyklu sestavajicich ze tii
kroki (30 sekund denaturace pii 94°C, 90 sekund annealing (nasedani primert) pii 55°C nebo
60°C (Tabulka 1), 60 sekund elongace (prodluzovani fetézce) pii 72°C) a nakonec 30 minut
zavérecného prodluzovani amplikonu (PCR produktu) pii 60°C. Délky amplifika¢nich
produktl — alel - byly nejprve separovany na 2% agarosovém gelu a pro kontrolu jejich délky
byl pouzit délkovy standard 100 bp Ladder (Fermentas, Kanada) a dle svitivosti na gelu byly
pak produkty natedény pro nasledujici presnéjsi analyzu jejich délky v kapilarni elektroforéze.
Piesngjsi délka produktii byla stanovena separaci v kapilarni elektroforéze metodou
fragmenta¢ni analyzy porovnanim s délkovym standardem. Vzorky pro tuto analyzu byly
pfipraveny smichanim 10ul Hi-Di formamidu (Thermo Fisher Scientific, kat ¢. 4311320), 1 pl
nafedéného PCR produktu a 0,5 pl délkového standardu GeneScan LIZ 500 Size Standard
(Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 4322682). Takto ptipravené vzorky byly denaturovany 10
minut pii teploté¢ 94°C a nésledné zchlazeny na teplotu 4°C. Fragmenta¢ni analyza probiha
v ptistroji ABI PRISM 3500 (Thermo Fisher Scientific, Foster City, USA) dle postupu
uvedeného vyrobcem. Délky produktli se vyhodnocuji srovndnim s pozicemi délkového
standardu LIZ500 pomoci programu GeneMapper ™ Software 6 (Thermo Fisher Scientific,
Foster City, USA).
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Symptomatické hodnoceni

Odolnost k fuzaridze klasu mize byt stanovena v polnich podminkéch pii pfirozené infekci.
Pracnéjsi, ale pfesnéjSi a spolehlivéjsi je pouziti umélé infekce. Pro stanoveni rozdild
v odolnosti zkousenych materialti byla pouzita ptima infekce suspenzi konidii F. culmorum ve
fazi 65 (stfed kveteni). Infekce byla aplikovana na vybranych 10 klast ve stejné fazi vyvoje.
Infikované klasy byly po infekci na 24 hodin piekryty polyetylénovym sackem pro vytvoreni
vhodnych podminek pro patogena (vlhko, teplo). Toto opatieni mélo soucasné ochranny
charakter proti pfipadnému desti. Pro dalsi rozvoj infekce byla pouzivana zavlaha, diky které
zustava porost vlhky. Po infekci probéhlo hodnoceni napadeni klasti (symptomatické
hodnoceni) v nékolika terminech (14., 21. a 28. den po infekci). Pro hodnoceni byla pouzita 9
bodova stupnice (9 - nenapadeno). Symptomatické hodnoceni bylo provedeno v tfiletém
opakovani.

Tabulka 1: Seznam pouzitych mikrosatelith spolu s odpovidajicimi primery s anelacni
teplotou. Forward primery jsou fluorescencné znaceny pro moznost multiplexovani.

Nazev Sekvence primeru Anelacni Reference
mikrosatelitu P teplota
F: 5 6-FAM-TTTAAAAGAAAAGTGAATGGC 3 Ramsav et al.
HVRCABG 60°C yetal.,
R: 5' TAATGAAGAATGAGGAGAAGC 3' 2000
F: 5 VIC-GGATATAAGGGTCCATAGCA 3' Ramsav et al.
Bmag0807 60°C y etal.,
R: 5' AATTACATCAAATAGGCTCCA 3' 2000
F: 5" NED-GAAACCCATCATAGCAGC 3'
EBmac0415 6ooc | Ramsayetal.,
R: 5' AAACAGCAGCAAGAGGAG 3' 2000
F: 5' PET-AACCCAGTAACACCTGTCCTG 3' i
HVM54 60°C | Liuetal. 1996
R: 5' AGTTCCCTGACCCGATGTC 3'
F: 5' 6-FAM-ATTGGAGCGGATTAGGAT 3' Ram |
EBmMac0679 55°C amsay etal.,
R: 5 CCCTATGTCATGTAGGAGATG 3' 2000
F: 5 VIC-ATTGGCGTGACCGATATTTATGTTCA 3'
HVBKASI ssoc | Ramsayetal,
R: 5' CAAAACTGCAGCTAAGCAGGGGAACA 3 2000
F: 5' NED-GATTGGAGCTTCGGATCAC 3' Ramsav et al.
EBmac0602 55°C yetal,
R: 5 CCGTCTAGGGAGAGGTTCTC 3' 2000
F: 5 PET-AATTAGCGAGAACAAAATCAC 3 Ramsav et al.
Bmag0125 55°C y etat,
R: 5' AGATAACGATGCACCACC 3’ 2000

Vysledky

Prostfednictvim analyzy délkového polymorfismu osmi mikrosatelitnich markera
asociovanych s rezistenci vici fuzariéze klasu je¢mene bylo celkové detekovano 62 alel, coz
¢ini v priméru témet 8 alel na lokus. Nejvic délkovych polymorfizmii bylo zaznamenéano v
ptipadé markeru Ebmac0679 (13) a naopak mejméné (1) v piipadé monomorfného markeru
HVRCABG. Vyskyt vSech alel byl korelovan se symtomatickym hodnocenim (SH) souboru 277
je€ment (Obrazek 1A). Kromé symptomatického hodnoceni byly délkové polymorfizmy
korelovany rovnéz s obsahem deoxynivalenolu (DONu) (Obrazek 1B), redukci hmotnosti tisice
zrn (HTZ) (Obrazek 1C) a redukci hmotnosti zrn v klase (HZK) (Obrazek 1D). V ptipad¢ vSech
Ctyt pozorovanych parametri byl sodolnosti k fuzariu nejvice korelovan délkovy
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polymorfizmus Ebmac0415 o velikosti 226 bp. Mira korelace byla u této alely na
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Obrazek 1
Korelace vyskytu délkovych polymorfizmii s mirou odolnosti/nachylnosti k fusariovému
vadnuti klasu. Celkové bylo hodnoceno 277 genotypl jeCmene. Pfitomnost jednotlivych alel

byla korelovdna se sympotmatickym hodnocenim (1A), s obsahem deoxynivalenolu v mg/kg
(1B), v redukci HTZ (1C) a v redukci HZK (1D).

Diskuze

Odolnost je¢mene vici fusariovému onemocnéni zavisi do znacné miry na nékolika
morfologickych znacich jakymi jsou napiiklad vySka rostliny, pluchatost obilky nebo
charakteristika klasu. Vzhledem k charakteru patogena jsou odolnéjsi, byt z agronomického
hlediska neatraktivni vyssi dvoutfadé je¢meny s pluchatou obilkou. Nicméné mezi odolnymi
odriidami najdeme také Sestifadou Svycarskou odriidu Chevron a dal$i odriidy pochézejici
z Kanady, Ciny, Etiopie, Rumunska nebo Spojenych statii (Bai a Shaner, 2004). Nejvysi mira
korelace, konkrétné negativni korelace, byla pozorovana v ptipad¢ alely HVMS54 157 a
symtopatického hodnoceni, kdy dosahovala hodnoty -0.45. Tato alela byla pfitomna u 40 odrid
s prumérnym napadenim na urovni 3.6, pti¢emz primérnd hodnota napadeni celého souboru se
pohybovala na Grovni 4.8. Na opacné stran¢ korela¢niho spektra byl stupen napadeni pozitivné
korelovan s ptitomnosti alely Ebmac0415 226, ackoli korelace dosahla hodnoty niz$i, konrétné
0.34. Pozitivné korelovana alela byla pfitomna u 90 odrid u nichz byl primérnéd hodnota
napadeni 5.2. Zajimavé je, Zze z celkové 130 odrtd, u kterych se vyskytovala alespoil jedna
z dvou vySe zminovanych alel, byly pfitomné ob¢ alely najednou v pouze jediné odradé,
konrétné se jednalo o ¢inskou odridu Bai Liu Leng. Neni piekvapivé, ze ty samé alely mély
nejvysi zaznamenané korelace 1 u zbylych tfi pozorovanych parametrt. Jelikoz fusarium
produkuje DON, ma v ndvaznosti na jeho zvysSeny obsah na svédomi také redukci hmotnosti
tisice zrn (HTZ) 1 hmotnosti zrn v klasu (HZK). Podobné koncipovanou studii zabyvajici se
vlivevm délkového polymorfizmu na miru odolnosti vici fusariu publikoval v roce 2007
Gosman a kol. V této studii byl pomoci mikrosatelitnich markertt proveden skrining 78
kultivarti pSenice. U sedmi kultivarti, které prokazaly zvySenou miru rezistence byl rovnéz
pozorovan vyskyt haplotypu Xgwm088 134, Wmcl05 350 a Barcl198 127 (Gosman et al.,
2007), coz poukazuje na skutecnost, ze délkové polymorfizmy mikrosateliti mohou mit vliv na
odolnost k fusariovému onemocnéni.

Zavér

Analyza délkového polymorfismu mikrosatelitnich markeri u souboru 277 genotypt jeCmene
doplnéna o symptomatické hodnoceni po umélé infekci suspenzi konidii Fusarium culmorum
odhalila dva mikrosatelitni markery definované délky potencidlné asociované s mirou
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odolnosti/nachylnosti je¢mene vii¢i fuzariozam klasu.
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Hodnoceni odolnosti vybranych kultivara Fepky (Brassica napus)
k suchu a nasledné regeneraci

Assessment of drought tolerance related characteristics in a set of oilseed rape
(Brassica napus) cultivars exposed to drought and recovery

Kosova K., Klima M., Vitamvas P., Prasil 1. T.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha 6 — Ruzyné

Abstrakt

Sucho predstavuje globdlné nejvyznamnéj$i environmentalni stresovy faktor limitujici
zemédé€lskou produkei. V ptispévku byla hodnocena odezva na sucho a nasledné znovuzaliti
(regeneraci) u vybranych kultivard fepky Goya, Chagall a Temptation na zakladé souboru
fyziologickych charakteristik souvisejicich s ristem rostlin (hmotnost cerstvé nadzemni
biomasy), obsahem vody v listovych pletivech (vodni sytostni deficit, osmoticky potencial), a
fotosyntézou a transpiraci (fluorescence chlorofylu Fv/Fm, rychlost ¢isté fotosyntézy, rychlost
transpirace, stomatalni vodivost, ci/ca, ucinnost vyuziti vody WUE a tzv. vnitini u¢innost
vyuziti vody WUEI), které byly hodnoceny samostatné pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) i
jako celek pomoci klastrové analyzy. Klastrova analyza rozdélila vzorky na dvé zakladni
skupiny, a to na suché varianty a ostatni, coz ukazuje, Ze regenerace byla Uspésnd. V suchych
variantach vykazovaly kultivary Goya a Chagall oproti kultivaru Temptation vyznamné vyssi
hodnoty WUE a WUEi, coz ukazuje na jejich vysokou odolnost vii¢i suchu.

Klicova slova: obsah vody; fotosyntéza; transpirace; t¢innost vyuziti vody; klastrova analyza

Abstract

Drought represents the major environmental factor limiting agricultural production globally.
The response to drought and subsequent rewatering, i.e., recovery, was assessed in the oilseed
rape cultivars Goya, Chagall and Temptation based on the determination of
morphophysiological characteristics related to plant growth (fresh weight of aboveground
biomass), water content in leaf tissues (water saturation deficit, osmotic potential),
photosynthesis and transpiration (chlorophyll fluorescence parameter Fv/Fm, net
photosynthesis rate, transpiration rate, stomatal conductance, intercellular to ambient CO> ratio
ci/ca, water use efficiency WUE, and intrinsic water use efficiency WUEI). These
characteristics were assessed individually using analysis of variance (ANOVA) as well as a
whole using cluster analysis. Two basic clusters were differentiated by cluster analysis
indicating successful plant regeneration. Cultivars drought-treated Goya and Chagall revealed
significantly higher WUE and WUEi values with respect to cultivar Temptation which indicates
their superior drought tolerance.

Keywords: water content; photosynthesis; transpiration; water use efficiency; cluster analysis

Uvod

Sucho predstavuje globalné nejvyznamngj$i environmentdlni stresovy faktor snizujici
zemédelskou produkei (Cattivelli et al. 2008). Existuji riizné definice sucha. Z hlediska riistu a
kofeny a vydejem vody prytem, hlavné praduchy, vedouci ke sniZzeni obsahu vody v buiikach.
Vyssi rostliny jsou homoiohydrické organismy, tj. vyZzaduji urcity staly obsah vody v burikach.
Musi proto ptijem a hlavné vydej vody regulovat.

Rostliny béhem evoluce vyvinuly mechanismy regulace obsahu vody ve svém téle (Kosova et

al. 2014). Regulovan je pfedevsim vydej vody na urovni praducht. V ptipad¢ rostlin s tzv. C3
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typem fotosyntézy, mezi néz patii 1 fepka, je otevienost priiducht klicova jak pro vydej vody
tzv. stomatalni transpiraci, tak pro ptijem CO2 nutny pro asimilaéni aktivitu enzymu RubisCO.
Z hlediska Setteni vodou jsou kliCové parametry tzv. u€innost vyuziti vody (WUE) a tzv. vnitini
ucinnost vyuziti vody (WUEI), které charakterizuji mnozstvi vody pottebné pro vytvoieni
jednoho gramu suSiny, a které lze vyjadfit jako pomér A/E, resp. A/Gs, tj. rychlost Cisté
fotosyntézy (A) vydélena rychlosti transpirace (E) ¢i vodivosti praduchii (Gs).

Cilem piispévku je porovnat odezvu na sucho a nasledné znovuzaliti vedouci k regeneraci u tii
kultivart fepky Chagall, Goya a Temptation. K hodnoceni jsme pouzili fyziologické
charakteristiky hmotnost Cerstvé nadzemni biomasy (g), vodni sytostni deficit (VSD),
osmoticky potencial (OP), fluorescence chlorofylu — maximalni fotochemicka ucinnost
fotosystému II Fv/Fm, rychlost Cisté fotosyntézy A, rychlost transpirace E, stomatalni vodivost
Gs, pomeér intercelularni a ambientni koncentrace COz ci/ca, G€innost vyuziti vody WUE a tzv.
vnitini ucinnost vyuziti vody (intrinsic water use efficiency, WUEi). VSechna data byla
vyhodnocena jednak samostatné pomoci analyzy rozptylu (ANOVA), jednak byla Z-skore
transformovana a pouzita jako vstupy do klastrové analyzy, kterd ukazala zadsadni rozdil mezi
suchymi variantami a ostatnimi (kontrolni a regenerované varianty). Uspotfadani experimentu
vychézelo z nasi predchozi prace (Kosova et al. 2018), pro vyhodnoceni dat jsme ov§em kromé
jednorozmérné analyzy rozptylu (ANOVA) umoznujici identifikovat vyznamné rozdily mezi
vzorky pouze u jedné hodnocené charakteristiky pouzili jesté mnohorozmérnou klastrovou
analyzu umoznujici vzajemné porovnat odezvu na sucho u vSech sledovanych
morfofyziologickych charakteristik. Mnohorozmérnd klastrovd analyza tak umoziluje
komplexni pohled na odezvu jednotlivych genotypti na sucho a usnadiuje identifikaci genotypi
vykazujicich vhodnou kombinaci fenotypovych znaki z hlediska suchovzdornosti.

Material a metodika

Kultivary fepky Goya (G), Chagall (CH) a Temptation (T) byly ziskany od spolecnosti OSEVA
PRO, s.r.o. Semena byla nakli¢ena v termostatech pii 100% vzdusné vlhkosti a pfi teploté 20
°C po dobu 3 dnti. Do kvétinact s cca 1400 g zahradni zeminy bylo vyseto 5 semen. Kvétinace
byly umistény do klimaboxu Tyler T-64 (Budapest, Mad’arsko). Rostliny byly péstovany pfti
regulované teplot¢ 18 °C a dlouhodenni fotoperiod¢ (16 h svétlo/ 8 h tma). Zalivka byla
provadéna gravimetricky na zéklad¢ vypocteného obsahu vody v piidé€; nejprve byly 20 dnt
vSechny rostliny zalévany jako kontrolni na 75% pidni vodni kapacity (PVK), poté byly
odebrany vzorky kontrolnich variant (K). Poté byla u variant uréenych k suchu a k nasledné
regeneraci snizena zalivka na 35% PVK a 3 dny pied odbérem nebyly rostliny zalévany viibec,
¢imz doslo k poklesu obsahu vody az na cca 20% PVK. Poté byly po 7 dnech sniZzené zalivky
odebrany suché varianty (S). Nasledn¢ byly zbylé rostliny znovuzality az na troveil plné
saturace pudy vodou, tj. 100% PVK, a po 3 dnech byly odebrany regenerované varianty (R).
U vSech experimentalnich variant byly v dobé odbéru stanoveny nasledujici charakteristiky:
hmotnost cerstvé nadzemni biomasy byla stanovena gravimetricky, vodni sytostni deficit byl
stanoven gravimetricky na zdkladé stanoveni ¢erstvé hmotnosti listdl, syceni listl ve vlhkostni
komirce a na zakladé stanoveni hmotnosti susiny dle Slavika (1963), osmoticky potencial
vymackané $tavy ze zamrazenych listd byla stanoven jako osmolarita na zakladé stanoveni
rosn¢ho bodu pomoci osmometru VAPRO (WESCOR Inc, Tulsa, Utah, USA) a byl vypocten
pomoci van’'t Hoffovy rovnice OP = ni*ci*R*T, kde ni je disociacni koeficient, ci je
koncentrace osmoticky aktivni latky (osmolytu), R je univerzalni plynova konstanta 8,314 J K~
'molta T je termodynamicka teplota (K). Osmoticky potencial vztazeny na 100% nasyceni
listu (VSD 0%) byl vypocten dle Bluma (1989). Fluorescencni parametr maximalni
fotochemicka uc¢innost fotosystému II Fv/Fm byl stanoven u rostlin po min. 30 min. temnotni
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adaptace pomoci FluorPen FP100 (PSI, Drasov, CR). Charakteristiky spojené s fotosyntézou a
transpiraci, tj. rychlost Cisté fotosyntézy A, rychlost transpirace TR, stomatalni vodivost SC a
pomér intercelularni a ambientni koncentrace CO2 ci/ca byly stanoveny pomoci prenosného
ptistroje LC PRO+ (ADC Bioscientific, Velké Britanie). Charakteristiky WUE a WUEI byly
vypocteny jako A/E, resp. AGs.

Statisticka analyza dat: Jednotlivé stanovené charakteristiky byly hodnoceny v min. tfech
biologickych opakovanich (n = 3) pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) nasledované
Duncanovym testem rozpéti (DMRT) na hladiné vyznamnosti 0,05 pomoci programu
STATISTICA verze 14 (TIBCO Inc., Velka Britanie). Klastrova analyza byla provedena u Z-
skore transformovanych dat pomoci programu PermutMatrix (Caraux a Pinloche 2005) za
pouziti Euklidovskych vzdalenosti a Wardovych minimalnich kritérii.

Vysledky
Jednotlivé stanovené charakteristiky spolecné s vysledky ANOVA, DMRT 0,05 testu jsou
uvedeny v tabulkach 1 a 2.

Tabulka 1. Pfehled hodnot tykajicich se hmotnosti Cerstvé nadzemni biomasy, vodniho
sytostniho deficitu (VSD), osmotického potencialu (OP), osmotického potencialu piepocteného
na plné nasyceni listu vodou OP100 a fluorescencniho parametru Fv/Fm u kontrolnich (K),
suchych (S) aregenerovanych (R) variant kultivari fepky Goya (G), Chagall (CH) a Temptation
(T). Data ukazuji primérné hodnoty z min. 3 biologickych opakovani (n=3), odlina pismena
znaci signifikantni rozdil na hladin€ vyznamnosti P<0,05 stanoveny pomoci analyzy rozptylu
(ANOVA), Duncanova testu rozpéti.

Varianta Charakteristika

Vzorek  Biomasa (g) VSD (%) OP (MPa) OP100 (MPa) Fv/iFm
G-K 14,283 b 6,647 a -1,099 ¢ -1,01 ab 0,839 a
CH-K 14,838 b 6,623 a -0,897 a -0,824 a 0,826 abc
T-K 14,356 b 7,457 a -0911a -0,828 a 0,836 ab
G-S 6,807 d 42,783 d -2,185¢ -1,045 b 0,829 abc
CH-S 9,201 c 35,963 ¢ -2,127d -1,194 b 0,815¢
T-S 7,557 cd 46,466 d -3,192 f -1,383 ¢ 0,819 hc
G-R 15,113 b 10,854 ab -0,982 b -0,852 ab 0,824 abc
CH-R 17,215 a 11,458 ab -1,081 ¢ -0,93 ab 0,825 abc
T-R 15,113 b 13,297 b -1,072 ¢ -0,898 ab 0,82 bc
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Tabulka 2. Ptehled hodnot tykajicich se rychlosti ¢isté fotosyntézy A, rychlosti transpirace E,
stomatalni vodivosti Gs, poméru intercelularni a ambientni koncentrace CO> ci/ca, u¢innosti
vyuziti vody WUE a tzv. vnitini u¢innosti vyuziti vody WUEI u kontrolnich (K), suchych (S)
a regenerovanych (R) variant kultivarti fepky Goya (G), Chagall (CH) a Temptation (T). Data
ukazuji primérné hodnoty z min. 3 biologickych opakovani (n=3), odliSna pismena znaci
signifikantni rozdil na hladin¢ vyznamnosti P<0,05 stanoveny pomoci analyzy rozptylu
(ANOVA), Duncanova testu rozpéti.

Varianta Charakteristika
Vzorek A (umol CO2 m?s?)  E (mmol HO m?s?) Gs (mmol H,O cilca WUE WUEi
m-ZS-l)
G-K 106,587 a 22,317 a 1,785 a 0,642 a 5,125ab 73,147 ab
CH-K 83,947 a 20,315a 1,597 a 0,702 ab 4325ab 64,31 ab
T-K 96,024 a 23,178 a 1,957 a 0,683 ab 4,37 ab 62,792 ab
G-S 78,072 a 8,86 b 0,442 b 0,659 ab 10,696 b 215,597 b
CH-S 24,29 b 4557b 0,217 b 0,575a 5,205ab 108,817 ab
T-S 25,427 Db 7,012b 0,402 b 0,916 b 1,532 a 9,63 a
G-R 101,867 a 24,34 a 2,29 a 0,734 ab 4,22 ab 46,344 a
CH-R 96,182 a 23,387 a 2,205 a 0,737 ab 4,15 ab 46,377 a
T-R 89,902 a 22,427 a 2,192 a 0,756 ab 4,055ab 43,354 a

The colors scale

I —
Min = -2.40 0.00 Max = 2.40

b
i
]
m
a
s
a

——

Obrazek 1. Klastrova analyza vybranych parametrii fepky — hmotnost Cerstvé biomasy,
osmoticky potencial (OP), osmoticky potencial pfepocteny na 100% nasyceni vodou (OP100),
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fluorescencni parametr Fv/Fm, vodni sytostni deficit (VSD), rychlost Cisté fotosyntézy (A),
rychlost transpirace (E), praduchova vodivost (Gs), pomér intercelularni a ambientni
koncentrace CO; (ci/ca), ucinnost vyuziti vody (WUE) a tzv. vnitini a¢innost vyuziti vody
(WUEI) — u vzorki kultivara fepky Chagall (CH), Goya (G) a Temptation (T) péstovanych za
kontrolnich podminek (K), za podminek sucha (S) a regenerace (R). VSechna data byla Z-skore
transformovana a nasledné¢ pouzita pro klastrovou analyzu. Klasterogram byl sestaven
programem PermutMatrix (Caraux a Pinloche 2005) za pouziti Euklidovskych vzdalenosti a
Wardovych minimalnich kritérii.

Z vysledku klastrové analyzy uvedenych v obrazku 1 je patrné, ze doslo k rozdéleni na dva
klastry: klastr 1 zahrnujici kontrolni a regenerované varianty, ktery se dale d¢li na subklastr 1a
zahrnujici regenerované varianty a kontrolni variantu odriidy Chagall, a subklastr 1b zahrnujici
kontrolni varianty odriid Goya a Temptation, a dale klastr 2 zahrnujici suché varianty vSech
odrad. Sucho vedlo k vyznamnému poklesu hmotnosti erstvé biomasy, naristu VSD, poklesu
OP a OP100, poklesu rychlosti ¢isté fotosyntézy (A), transpirace (E), stomatalni vodivosti (Gs)
a mirnému poklesu fluorescencniho parametru Fv/Fm. U suchych variant v klastru 2 byly
rovnéz zjistény rozdily mezi genotypy, kdy genotypy Goya a Chagall ve srovnani s genotypem
Temptation vykazovaly vyznamné nizsi hodnoty VSD, vy$si hodnoty OP a OP100, a vyznamn¢
vys$8i hodnoty WUE a WUEI.

Diskuse

Klastrova analyza rozdélila devét sledovanych vzorkt do dvou hlavnich klastri, pficemz jeden
zahrnoval vzorky kontrolni a regenerované a druhy zahrnoval vzorky vystavené suchu, coz
ukazuje na dominantni vliv sucha. Sucho vedlo k vyznamnému poklesu hmotnosti Cerstvé
biomasy, osmotického potencidlu, a naopak narGstu vodniho sytostniho deficitu (VSD).
V ptipadé osmotického potencidlu prepocteného na 100% nasyceni rostlin vodou (OP100) 1ze
vidét rozdily v mife akumulace osmolytt vedouci k tzv. osmotickému pfizptisobeni (Serraj a
Sinclair 2002). V hodnotach OP100 u suchych variant se projevily vyznamné rozdily mezi
genotypy, kdy Goya a Chagall vykazovaly vyznamné vyssi hodnoty OP100 oproti Temptation,
ktery mél nejvyssi hodnotu VSD, tj. nejvétsi dehydrataci listovych pletiv. Z hlediska
fotosyntetickych charakteristik sucho vedlo u kultivarti Goya a Chagall k vyznamnému poklesu
fady sledovanych charakteristik: fluorescenéni parametr maximalni fotochemicka U¢innost
fotosystému II Fv/Fm, rychlost Cisté fotosyntézy A, rychlost transpirace TR, stomatalni
vodivost SC. Naopak sucho vede k vyznamnému nartstu ucinnosti vyuziti vody (WUE) a tzv.
vnitini U¢innosti vyuziti vody (WUEI1) u kultivarh Goya a Chagall, nikoliv v8ak u kultivaru
Temptation. Uginnost vyuziti vody WUE, definovana jako hmotnost vody spotiebované
rostlinou pro vytvofeni jednoho gramu suSiny pfedstavuje vyznamny polygenné zaloZzeny znak,
ktery 1ze povazovat za ukazatel suchovzdornosti rostlin (Richards et al. 2002) a ktery 1ze vyuzit
pfi Slechténi zeméd¢lskych plodin na zvySenou suchovzdornost (Cattivelli et al. 2008; Rebetzke
et al. 2002). Z hlediska WUE a WUEI lze jako suchovzdorné popsat kultivary Goya a Chagall,
zatimco kultivar Temptation ma vyznamné niz8§i suchovzdornost. Hodnoty WUE a WUEIi
mohou, ale nemuseji korelovat s vynosem plodiny za sucha, pfi¢emz se ukazuje, Ze ¢im je sucho
delsi a intenzivnéjsi, tim je korelace mezi WUE a vynosem plodiny vyznamnéjsi, a WUE lze
pouzit jako vyznamny indikator vynosu (Condon et al. 2004).
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Zavér

Srovnani jednotlivych variant pomoci klastrové analyzy vyznamné rozliSilo dvé hlavni skupiny
vzorkll, vzorky vystavené suchu a ostatni, tj. kontrolni a regenerované varianty, coz ukazuje na
vyznamny vliv sucha a na uspésnou regeneraci studovanych kultivari fepky. U suchych variant
byly rovnézZ zjistény vyznamné rozdily mezi kultivary, kdy kultivary Goya a Chagall mély
vyznamné niz$i VSD, vyznamné vyssi OP a OP100 a pfedevs§im vyznamné vyssi hodnoty WUE
a WUE:I oproti kultivaru Temptation, coZ ukazuje na jejich vyssi suchovzdornost. Hodnoceni
souboru morfofyziologickych charakteristik tak predstavuje relativné jednoduchy, rychly a
levny nastroj vyuzitelny pro screening rostlinnych materidld vyznacujicich se zvySenou
odolnosti vii¢i suchu.
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Development of CAPS markers for genomic selection of economically
important traits in pea
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Abstrakt

V letech 2019 a 2020 byl hodnocen soubor 564 genotypll polniho a diefiového hrachu. Na
zéklad¢ asociacni analyzy (GWAS) a DArTseq analyzy sekvenovani knihoven DNA
s redukovanou komplexitou byly identifikovany SNP (Single-Nucleotide Polymorfisms;
jednonukleotidovy polymorfismus) markery spojené s agronomickymi znaky.

Cilem této prace bylo ptevést identifikované SNP markery spojené s odolnosti vii¢i PEMV
(virus ena¢ni mozaiky hrachu) a padli (Erysiphe pisi) na markery ve formatu CAPS (Cleaved
Amplified Polymorphic Sequences; $tépené amplifikované polymorfni sekvence) vhodné pro
selekci a Slechténi. Ty mohou byt nasledné vyuzity jako a¢inny nastroj pro zpiesnéni, zrychleni
a finan¢ni zefektivnéni procesu selekce a tvorbu kvalitativné novych a konkurenceschopnych
odrad hrachu.

Kli¢ova slova: hrach, Pisum sativum, agronomické znaky, SNP, CAPS markery, genomicka
selekce

Abstract

In 2019 and 2020, a set of 564 genotypes of field and canning pea was evaluated. SNP (Single-
Nucleotide Polymorphisms) markers associated with agronomic traits were identified based on
association analysis (GWAS) and DArTseq sequencing analysis of DNA libraries with reduced
complexity. The aim of this work was to convert the identified SNP markers associated with
resistance to PEMV (pea enation mosaic virus) and powdery mildew (Erysiphe pisi) into CAPS
(Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) markers suitable for selection and breeding.
These can subsequently be used as an effective tool for the refinement, acceleration and
financial efficiency of the selection process and the creation of qualitatively new and
competitive pea varieties.

Keywords: pea, Pisum sativum, agronomic traits, SNP, CAPS markers, genomic selection

Uvod

Hrach patii mezi nejrozsitenéjsi druhy luskovin, péstuje se v celém mirném pasmu prevazné
jako jarni plodina pro lidskou vyzivu a krmivo pro hospodaiské zvitata. Je péstovan piredevsim
pro semena, kterd maji vysoky obsah bilkovin (21-24 % hrubych bilkovin), ktery je asi 2 x
vyssi nez u obilovin. Skladba aminokyselin je rovnéz ptiznivéjsi nez u obilovin, nebot’ ma vice
nepostradatelnych (sirnych) aminokyselin, vys$si obsah vitamini i mineralnich latek.

Virus vyrustkové mozaiky hrachu (PEMV — Pea enation mosaic virus) je celosvétove
mSicemi a k pfenosu dochazi jiz po kratké dob¢ sani. Mezi typické a nezaménitelné projevy na
rostlindch hrachu, kromé vyristktl, patfi 1 mozaika prechazejici v typické ,,dvirky*. Pozdéji
vznikaji deformace luskd, snizuje se HTS (Hull, 1981). Dédi¢nost rezistence proti virdze
PEMV zajistuje dominantni gen En (Schroeder a Barton, 1959), dle literatury lokalizovany ve
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tieti vazebné skupiné LGIII (Marx et al., 1985; Yu et al., 1995, Randhawa a Weeden, 2009).
Virus mize zpusobovat vyznamné vynosové ztraty od 10 az do 100 % (Hull, 1981; Jain et al.,
2013).

Padli hrachu (Erysiphe pisi DC., Ascomycetes) je specializovana forma E.pisi f. sp. pisi
(Hammarl) Boerema, schopna patogeneze pouze na hrachu. V teplejsich a sussich péstitelskych
oblastech zpusobuje kazdoro¢né vynosové ztraty v rozmezi 10-60 % (Nagaraju a Pal, 1990;
Heringa et al., 1969; Tivari et al., 1997).

Prakticky veSkeré odridy polniho a dieového hrachu v dosavadni historii Slechténi této
genotypl a (2) pozd¢jsi mutagenezi (chemomutageneze a radiomutageneze; cca od 50. let
minulého stoleti; Blixt, 1972; Jaranowski, 1976) vétsinou nasledovanou pozitivnim vybérem
v ramci riznych Slechtitelskych schémat. Cely proces byl zna¢né zdlouhavy naro¢ny na
péstebni plochy, praci a finance.

Polymorfismy nukleovych kyselin se vyznacuji pfitomnosti variabilnich pozic v DNA, v nichz
se vyskytuji dvé nebo vice variant alel, které jsou v populaci zastoupeny v urcité frekvenci.
Jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) oznacuje variabilni stav pouze v jediném nukleotidu
na konkrétnim mist¢ v genomu. SNP se mohou vyskytovat napfi¢ celym genomem. V
kodujicich nebo regulacnich sekvencich DNA mohou ovlivnit vysledny fenotyp daného
jedince, avsak jejich Castéjsi vyskyt je zaznamenan v nekddujicich oblastech DNA, kde vSak
mohou byt ve vazb¢ s geny ovliviiujicimi fenotypovy projev zkoumaného znaku. Geneticky
marker je detekovatelny gen nebo variabilni sekvence DNA, u které je znamo jeji umisténi na
chromozomu nebo kontigu. Lze je rozdélit na markery fenotypové, jejichZz projevem je
pozorovatelny rozdil ve fenotypovém projevu alel, biochemické, u nichZ je mozno detekovat
vznik rozdilnych proteinovych produktli (izoenzymii), a DNA markery, které se 1isi na urovni
sekvenci nukleotidi. Mezi posledné jmenované patii markery zalozené¢ na délkovém
polymorfismu fragmentti DNA vzniklych restrikénim Stépenim (RFLP), analyza polymorfnich
segmentl DNA zalozend na PCR a celogenomové markery zalozené na sekvenaci DNA, ke
kterym se fadi i detekce a analyza SNP.

Prudky rozvoj molekularni genetiky, funkéni genomiky a vysoce vykonného celogenomového
sekvenovani (DArtSeq) umoziuje v idedlnim ptipad¢ piimo identifikaci a lokalizaci gent na
jednotlivych chromozomech v ramci vazebnych skupin, respektive molekularnich DNA
markerii s predmétnymi geny tésn¢ svazanych. Tomu musi pfedchazet detailni fenotypovani,
tedy popis vybranych kvalitativnich ¢i kvantitativnich znaka dle klasifikatoru dané plodiny a
jejich pfifazeni k datim genotypovym nastroji bioinformatiky (GWAS analyza). Kombinace
metod molekuldrni genetiky (vCetné recentniho ,,piecteni kompletniho genomu hrachu) a
bioinformatiky dava Slechtitelim hrachu k dispozici G¢inny nastroj pro zpiesnéni, zrychleni a
finan¢ni zefektivnéni procesu selekce a tvorbu kvalitativné novych a konkurenceschopnych
odrud hrachu (Dostalova et al., 2020).

Metodika

Za ucelem identifikace DNA markert spojenych s agronomickymi znaky (délka rostliny, pocet
vétvi, typ olisténi, tvar a barva semene, pocet a hmotnost semen, HTS, odolnost vii¢i padli a
PEMV) a kvalitativnimi znaky semen (obsah N-latek a Skrobu) byla provedena asociacni
analyza (GWAS) u hrachu setého (Pisum sativum L.). Soubor 564 genotypi polniho a
diefiového hrachu byl hodnocen v letech 2019 a 2020 na tiech lokalitach (Sumperk, Olomouc,
Smrzice). Vybrané genotypy hrachu pochazi z registrovanych komer¢nich odrid rodu Pisum,
zdroju rezistence k houbovym a virovym patogentim vyuzivanych ve Slechténi, odrad/linii
z kolekce z Ruska (ziskanych v projektu KONTAKT), planych druht/forem rodu Pisum,
vlastniho novoslechténi polniho a diefiového hrachu spole¢nosti Agritec a SEMO a mutantnich
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linii s nizkym obsahem kyseliny fytové. Vybér byl proveden tak, aby pokryval genetickou
diverzitu druhu a zaroven obsahoval §lechtitelsky material selektovany ve vybranych znacich.
Pro zjiSténi SNP variant byla pouZzita metoda DArTseq analyzy sekvenovani knithoven DNA
s redukovanou komplexitou. K redukci komplexity je vyuzivan systém kombinace dvou
restrikénich enzymi, z nichz jeden je metylacné sensitivni. V porovnani s jinymi metodami
redukce komplexity genomu se DArTseq zaméfuje na unikatni oblasti v genomu, které jsou
Casto typické pro genové oblasti s vysokou informativni hodnotou. Vysledky byly
bioinformaticky zpracovany, piicemz detekovany byly zejména jednonukleotidové
polymorfismy napfti¢ celym genomem. Vysledky celogenomového genotypovani byly nasledné
propojeny s pozorovanymi fenotypovymi daty pii celogenomové asocia¢ni studii (GWAS),
jejimz vysledkem byla identifikace konkrétnich SNP marker asociovanych s danymi
fenotypovymi projevy.

Asociacni analyzou byla ziskana sada 376 SNP markerd spojenych svyse uvedenymi
vlastnostmi, jejichz pozice na jednotlivych chromozomech byla ur¢ena na zakladé referencni
sekvence hrachu. Pro detekci SNP je uvedena 69 bp dlouhd sekvence pfiléhajici k
asociovanym SNP. Vybrané SNP pouzité pro dalsi praci jsou shrnuty Vv tabulkach 1 a 2. Na
zaklade referencni sekvence (https://urgi.versailles.inra.fr/Species/Pisum/Pea-Genome-project)
byly navrzeny primery pro amplifikaci dané oblasti a dle kontrétnich SNP markert vybrany
restrikéni enzymy umoznujici snadné testovani pfitomnosti referencni/alternativni alely.

Test primert a test nasledné restrikce byly provedeny se souborem 49 vzorka se znamymi
fenotypy (32 slechtitelskych linii z Agritecu, 8 registrovanych odrid rezistentnich k padli, 8
linii s deklarovanou rezistenci k padli a vir6zam z kolekce genovych zdrojii a 1 plana forma
hrachu). Pro detekci mutaci byla nejprve izolovana DNA z rostlinného materialu. Listy rostlin
byly homogenizovany v kapalném dusiku a pomoci Isolate II Genomic DNA Kit (Bioline
Meridian Bioscience) z nich byla izolovdna genomova DNA dle protokolu vyrobce. DNA
ziskand z ptiblizné 100 mg materialu byla rozpusténa ve 200 ul elu¢niho pufru a zamrazena.
Vyizolovand DNA byla pouzita pro PCR amplifikaci a restrikéni reakci s pouzitim
odpovidajiciho restrikéniho enzymu (tabulka 3). Slozeni reakéni smési pro PCR bylo: 20-50 ng
DNA, 1x Dream Taq PCR buffer, 100 uM kazdého nukleotidu, 0,4 pM kazdého primerua 1 U
Dream Taq polymerazy (Thermo Scientific). Produkty PCR reakce byly rozdéleny na 1,5%
agar6zovém gelu barveném ethidium bromidem, nasviceny UV svétlem a nasnimany. Teplotni
profil PCR reakci u markera 74, 76, 78 a 81 byl 94 °C /10 min + 35x (94 °C /30 s, 55 °C /30
min, 72 °C /60 s) se zavére¢nou elongaci 72 °C /5 min. Pro PCR reakci u markeru 83 byl pouzit
teplotni profil 94 °C /4 min + 35x (94 °C /30 s, 65 °C /30 min, 72 °C /40 s) se zavére¢nou
elongaci 72 °C /10 min. 10 ul vzorku po PCR reakci bylo pro kontrolu naneseno na agardézovy
gel. Zbylych 5 pl bylo §tépeno pomoci ptislusného restrikéniho enzymu a rovnéz naneseno na
gel. Délky fragmentl po restrikci spolu s odpovidajicim genotypem (S-senzitivni, R-
rezistentni) jsou uvedeny rovnéz v tabulce 3.

Tab. 1: SNP markery spojené s odolnosti viici padli pouzité pro tvorbu CAPS markeri

Pofadi Alely Pozice
SNP ID Chromozom (referencni/ Prilehla sekvence
SNP o SNP
alternativni)
4661881/F[0- TGCAGAAGGGATTGGTATCTCCGATTTATGATGA
74. 12 T>C-12:T>C 5 T/IC 12 ;iGTTGTCGTCATGCCCAATTATGACGATGAATCA
5934728|F|0- TGCAGTATGTCTATGACCATTTTGATCAAAAATT
76. 24:A>G- 2 AlG 24 GAACCTCCAACCTTAGTCCCATAAACATGATCAT
24:A>G A

Tab. 2: SNP markery spojené s odolnosti viici PEMV pouzité pro tvorbu CAPS markerii
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Chrom Alely Pozice
Pofadi SNP | SNP ID (referencni/ Prilehla sekvence
ozom - SNP
alternativni)
3541931|F|0- TGCAGGATTGTATACTGATCCTTTCCTTGTATAA
16:G>A- TTTACAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGC
78. 16:G>A 1 GIA 16 [
TGCAGCACCGACACCTATGAAAAATGTGTGTCCG
3549708|F|0- TGTAAATGTCTGAAAGTGACACCGAAGTTTGTGA
81. 34:T>C-34¢:T>C | 1 T/C 34 T
TGCAGATACATTGCTTCAATGCACGCGGTACTTA
19221983|F|0- TTTATTTTGCTTCAAATTTTTTGCCCTTGCATTC
83. 23:C>T-23.C>T | 1 CIT 23 T

Tab. 3: Primery a restriktazy pro testovani jednotlivych SNP/CAPS markeri (genotypy: S-
senzitivni, R- rezistentni)

SNP Primery pro PCR PCR Pouzita Fragmenty Genotyp na
produkt restrikéni po restrikci (bp) zakladé
(bp) endonukledza restrikce
F: CTCCTTCCACTCCACCTTCA 555 Mbol 196, 297 a 62 R
R: ATATGGTCTCGCGTATGGGG
74. 3592196 S
F: TCCAGAAGATCAGCTGCAGT 223 Mbol 147 a 76 S
76. R GTTGGGATGGAAAGCTGGTG 223 R
F: CCTCTGCTCACACTTTCAACA 422 Mbol 206 a 216 R
R: CAGAAACTGGTGTAGGTAGATCA
78. 422 S
F: AGTGGTTGAGCTAAGGTTTTGA 409 |BstUI (Bsh1236l) 114 a 296 R
oL R: ATCTCTGAAGCACGGACACT 209 S
F: GGATAATCTTCCGCAACCCA 483 Hinlll (Nlalll) | 158, 222 a 103 R
Vysledky a diskuze

Na zakladé hodnoceni souboru 564 genotypt polniho a dienového hrachu prostiednictvim
asociatni analyzy (GWAS) a DArTseq analyzy byly identifikovany SNP markery spojené
s agronomickymi znaky (mimo jiné odolnost vi¢i padli a PEMV) a kvalitativnimi znaky semen.
Pro detekci SNP byla v uzitném vzoru (viz zdroje) uvedena 69 bp dlouha sekvence piiléhajici
k asociovanym SNP. S vyuzitim této ptilehlé sekvence byly na zaklad¢ referencni sekvence
(https://urgi.versailles.inra.fr/Species/Pisum/Pea-Genome-project) navrzeny primery pro
amplifikaci dané oblasti. Vybrany byly SNP markery, u kterych je mozné detekovat ptitomnost
referencni/alternativni alely na zakladé pouziti restrikéniho enzymu (jsou vyuzitelné pro
metodu CAPS). Na zakladé vhodnosti vyuziti pro metodu CAPS byly vybrany 2 markery
spojené s odolnosti k padli a 3 spojené s odolnosti k PEMV.

S navrzenymi primery byla provedena PCR, v pifipad¢ potieby byla provedena optimalizace
teplot (u markeru 83 bylo pro dosazeni specifického produktu potfeba vyrazné zvysit teplotu
pro nasedani primert, coz je uvedeno v metodice). Vysledky amplifikace a restikce pro
jednotlivé markery jsou uvedeny na obréazcich 1 az 10. U vSech markert se podaiilo pomoci
PCR naamplikovat fragment o ocekavané délce. Pfi ndslednych restrikcich byla u vSech
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markert v souboru patrna variabilita ve vyskytu alel. Vyjimkou byl pouze marker 76, kde doslo
ve vSech vzorcich (s kontrastnimi fenotypy) ke Stépeni alely.

v referenéni sekvenci odpovida chromozomu 5 (Marx et al., 1985; Randhawa a Weeden, 2009;
Jain et al., 2013). Mapovani vyuzivajici porovnani genu rezistence En dvou rodi¢u rezistentni
odridy Lifter a nachylné odrudy Radley (Jain et al., 2013) pomoci genotypovani SSR markert
u RILs mapovaci populace poskytuje markery pro Slechténi za prfedpokladu, Ze Slechtitel uZije
tento konkrétni gen rezistence En. AvsSak s vyuzitim GWAS mapovaci populace u souboru
jedinct s Sirokou genetickou zakladnou je ziejmé, Ze hlavni variabilita rezistence k PEMV
V nami analyzované populaci hrachu je zprostfedkovana skrze geny na chromozomu 1 (vazebna
skupina LGVI). Rozdilné¢ vysledky mapovani mohou byt dany odliSnym genetickym
mechanismem rezistence k PEMV v mapovacich populacich obou studii nebo i odlisnymi
kmeny viru PEMV vyuzitymi k infekci v provedenych testech. Vyhodou dosazenych vysledka
GWAS studie je, ze lze jako donora gentli rezistence vyuzit vysSi pocet piivodi hrachu a
piipadné lze do Slechtitelského zdméru zahrnout a vzajemné kombinovat i vyssi pocet lokust
S niz8im efektem na znak rezistence k PEMV.

Padli hrachu (Erysiphe pisi DC., Ascomycetes) je specializovana forma E.pisi f. sp. pisi,
schopna patogeneze pouze na hrachu. Genetické zdroje rezistence hrachu proti padli byly
objeveny jednak v peruanskych populacich hrachu (Harland, 1948), a jednak v komer¢ni
odrad¢ dieniového hrachu Stratagem, odvozené z mexické populace Mexique 4 (Pierce, 1948;
Cousin, 1965). Dosud byly u hrachu identifikovany tfi geny rezistence k padli, jmenovité erl
(Janila etal., 2004), er2 (Tiwari et al., 1999) a Er3 (Cobos et al., 2018), umisténé na vazebnych
skupinach LGVI, Ill a IV. Studie prokazaly, ze gen erl je homologem lokusu ,,0“(MLO)
(Pavan et al., 2011). Nasledné analyzy identifikovaly celkem jedenact alel (erl-1 az erl-11;
Devi et al., 2022), z nichz er1-1 a erl-2 jsou vyuzivany Slechtiteli.

Na zédklad¢ vyuziti GWAS mapovaci populace u souboru jedinct s Sirokou genetickou
zékladnou je hlavni variabilita rezistence k PEMV v nami analyzované populaci hrachu
zprostiedkovana zejména skrze geny lokalizované na chromozomu 1 (vazebna skupina LGVI),
dale pak na chromozomu 2, 4 a 5. Markery lokalizované na chromozomu 1 se nejevily jako
vhodné pro vyuziti restrikce. Testované markery (74 a 76) lezi na chromozomech 5 a 2,
odpovidajici vazebnym skupinam LGIIl a LGI.

1 2 .3 4 5 26 @70 §8 9 10 4l 12

; gn:l:l

- 800

— 700 1 2 3 4 5 6 7 8 9 i i1

— 600 gl2 S
500

_ 400 p— S e— —

77



- Uroda 12/2022, védeckd pfiloha ¢asopisu

Nahote Obr. 1: Vysledek PCR amplifikace pro marker 74 (odolnost k padli). Vlevo 100 bp Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. — 12. amplifikované vzorky (555 bp)

Dole Obr. 2: Vysledek restrikéni analyzy pro marker 74. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific), 1. — 12. vzorky po restrikci (297,196 a 62/ 359 a 196 bp)

1000
900
800

Nahote Obr. 3: Vysledek PCR amplifikace pro marker 76 (odolnost k padli). Vlevo 100 bp Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. — 16. amplifikované vzorky (223 bp)

Dole Obr. 4: Vysledek restrikéni analyzy pro marker 76. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific), 1. — 16. vzorky po restrikci (147 a 76 bp)

Nahote Obr. 5: Vysledek PCR amplifikace pro marker 78 (odolnost k PEMV). Vlevo 100 bp Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. — 17. amplifikované vzorky (422 bp)

Dole Obr. 6: Vysledek restrikéni analyzy pro marker 78. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific), 1. — 17. amplifikované vzorky po restrikci (206 a 216/ 422 bp
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Nahote Obr. 7: Vysledek PCR amplifikace pro marker 81 (odolnost k PEMV). Vlevo 100 bp Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. — 13. amplifikované vzorky (409 bp)
Dole Obr. 8: Vysledek restrikéni analyzy pro marker 81. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific), 1. — 13. amplifikované vzorky po restrikci (296 a 114/ 409 bp)
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Nahote Obr. 9: Vysledek PCR amplifikace pro marker 83 (odolnost k PEMV). Vlevo 100 bp Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1. — 12. amplifikované vzorky (483 bp)

Dole Obr. 10: Vysledek restrikéni analyzy pro marker 83. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific), 1. — 12. amplifikované vzorky po restrikci (222, 158 a 103/ 325 a 158 bp)
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Zavér

Cilem této prace bylo ptrevést SNP markery identifikované na zakladé celogenomové
bioinformatické analyzy na markery ve formatu CAPS vyuZitelné pro selekci a Slechténi
hrachu. Vybrany byly SNP markery spojené s odolnosti viici PEMV a padli.

Na zéklad¢ referencni sekvence a prilehlych sekvenci byly navrZzeny CAPS markery pro
snadnou a rychlou molekularni identifikaci referencni/alternativni alely ve vzorku. PCR
fragmenty byly na zdklad¢é navrzenych primerl Uspé€$né¢ naamplifikovany, béhem nasledné
restrik¢ni analyzy byly detekovany Stépené 1 neStépené alely v odpovidajicich délkach. DalSim
krokem testovani bude ovéfeni ucinnosti téchto molekularnich markert a potvrzeni asociace
jednotlivych alel s konkrétnim fenotypem na Sir§im souboru vzorki. Identifikované markery
mohou byt vyuzity pro efektivni §lechténi hrachu — selekci s vyuzitim marker (MAS = Marker-
Assisted Selection).
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Transformace hrachu s vyuzitim CRISPR/Cas9 za ti¢elem vytvoreni
nizkofytatovych linii

Pea transformation with the use of CRISPR/Cas9 for the creation of low-phytic
pea lines

Ludvikova M., Smykalova, 1.

Agritec Plant Research s.r.o., Sumperk

Abstrakt

Prace popisuje tvorbu a pouziti vektorovych konstruktii obsahujicich expresni kazetu pro
CRISPR/Cas9 pro transformaci hrachu setého (Pisum sativum L.) za tGcelem ziskani
nizkofytatovych linii. Cilem pro transformaci byl gen pro myo-inositol 3 fosfat syntazu (mips),
ktery ma klicovou roli v syntéze kyseliny fytové. Byly vytvofeny 3 rizné konstruky s cilem
doséhnout indukované mutace vtomto genu. Konstrukty byly nasledné pouzity pro
agrobakterialni transformaci nodélnich segmentii z naklicenych semen hrachu, zahrnujicich
axilarni meristémy. Z regenerantl rostoucich na selekénich médiich byly odebirdny vzorky pro
PCR detekci selekéniho genu a oblasti virG a soucasné pro detekci indukované mutace
prostfednictvim metody PCR a nasledné restrikce. Podafilo se prokdzat vznik
transformovanych rostlin obsahujicich reportérovy gen uidA, nicméné doposud nebyl zachycen
vzorek s Gspésné indukovanou mutaci.

Kli¢ova slova: hrach, transformace, kyselina fytova, CRISPR/Cas9, Agrobacterium
tumefaciens

Abstract

This work describes the creation and use of vector constructs containing an expression cassette
for CRISPR/Cas9 for the transformation of pea (Pisum sativum L.) in order to obtain low-
phytate lines. The target for transformation was the gene for myo-inositol 3 phosphate synthase
(mips), which plays a key role in the synthesis of phytic acid. 3 different constructs were
developed and used to induce mutations in the mips gene in peas. These constructs were used
for agrobacterial transformation of pea nodal explants. Samples were taken from the
regenerants growing on the selection media for PCR detection of the selection gene and the
virG region and at the same time for detection of the induced mutation by the PCR method and
subsequent restriction. The emergence of transformed plants containing the uidA reporter gene
has been demonstrated, however, a sample with a successfully induced mutation has not been
captured yet.

Key words: pea, transformation, phytic acid, CRISPR/Cas9, Agrobacterium tumefaciens

Uvod

Hrach je povazovan za jednu z prvnich domestikovanych rostlin na svété spolu s co¢kou (Lens
culinaris Medik.), cizrnou (Cicer arietinum L.), vikvi hotkou (Vicia ervilia (L.) Willd.) a
n¢kolika druhy obilovin (Zohary a Hopf, 2000). Studie fylogeografie vyuzivajici kombinaci
plastidovych a jadernych markerti naznacila, ze se plany hrach rozsifil z mista svého ptivodu,
tedy Stiedniho vychodu, na vychod na Kavkaz, do franu a Afghanistanu a na zapad do
Stiredomoii (Smykal et al., 2011).

Hrach zistava jednou z nejdtlezitéjsich lusténin mirného pasma. Hrach zahradni (P. sativum
var. sativum) se péstuje predevsim pro lidskou spotiebu, hrach polni (P. sativum var. arvense
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(L.) Poiret) se tradi¢né pouziva pro hospodaiska zvifata a jako zelené hnojeni. Rod Pisum je
velmi maly, v souc¢asné dobé zahrnuje pouze dva druhy, P. sativum L. a P. fulvum Sibth. & Sm.
Kyselina fytova je antinutri¢ni faktor zplisobujici snizenou biologickou dostupnost mineralnich
prvki, neefektivni vyuziti krmiva a zvySeny obsah fosfatt v exkrementech. Je esterem myo-
inositolu a kyseliny fosforecné a pouziva se pro ni také nazev fytat nebo inositol-hexakisfosfat
(IPs). Je hlavni formou zasobniho fosforu v semenech rostlin: predstavuje 50-85 % fosforu v
semenech obilovin, olejnin a lusténin (Irvine, 2005). V mistech s vysokou intenzitou zivocisné
vyroby je IP6 hlavni pfi¢inou znecisténi povrchovych vod fosfaty. U zvitat s jednoduchym
zaludkem neni vétSina kyseliny fytové stravena, s vykaly odchazi do kejdy a teprve tam podléha
mikrobialnimu rozkladu za uvolnéni fosfatt. Z toho diivodu se do krmiva prasat a driibeze ¢asto
pridava fytasa (Vohra a Satyanarayana, 2003).

Agrobakterialni transformace je nejpouzivanéjsi metodou pro prenos genetické informace do
hrachu. Prvni Gspésné pokusy o genetickou transformaci u hrachu byly ucinény v roce 1990
(Puonti-Kaerlas et al., 1990; de Kathen a Jacobsen, 1990). O dva roky pozdé¢ji byla publikovana
analyza pienesené DNA v potomstvu téchto rostlin (Puonti-Kaerlas et al., 1992). Na vyse
uvedené prikopnické prace pozdéji navazaly protokoly optimalizujici transformaci hrachu a
také publikace tykajici se modifikace genomu hrachu ,,uzite¢nymi* transgeny, umoziujicimi
toleranci viici herbicidiim nebo odolnost vi¢i hmyzu a virim (Shade et al., 1994; Schroeder et
al., 1995; Chowrira et al., 1998 a dalsi).

Navzdory vyznamnému pokroku dosazenému v agrobakteridlni transformaci hrachu a mnoha
popsanym metodologickym upravam, dostupné protokoly nepfedstavuji zcela rutinni
reprodukovatelny a G€inny systém regenerace rostlin (Ludvikova a Griga, 2022).

V poslednich letech se u rostlin rozsitilo vyuziti technik tzv. cilené modifikace genomu, za
pomoci kterych je mozné modifikovat genom na specifickém misté a zabranit ndhodné inzerci
transgenu, coz je odlisuje od tradi¢nich metod transgenoze. Tyto pfistupy (nejcasteji CRISPR -
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated genes,
TALENs - Transcription Activator-Like Effector Nucleases nebo ZFNs - Zinc Finger
Nucleases) jsou proto ¢asto sklofiovany jako alternativa k metodam klasického §lechténi rostlin
a dfive uzivanym metodam transgenoze a mizeme nadale predpokladat expanzi v jejich vyuziti.

Material a metody

Pro praci byly pouzity dostupné sekvence genu mips u hrachu (Shunmugam et al., 2015).
Nasledovalo navrzeni primert, amplifikace a osekvenovani genu mips u odrad, které by
nasledn¢ mély byt pouzity pro transformaci.

Konstrukty byly vytvofeny formou sluzby dr. Hudzieczekem na Biofyzikalnim tstavu
AV CR, v.v.i. v Bmné&. Obsahuji v T-DNA CRISPR kazetu, reportérovy gen UidA a selekéni gen
nptll pod Kontrolou 35S promotoru pro selekci transformovanych rostlin za pouziti
kanamycinu.

Byly vytvofeny tii rizné konstrukty vhodné pro technologii tipravy genomu CRISPR/Cas9
(konstrukt pVO106, pVO107 pVO108), pficemz kazdy z nich cili na jinou oblast genu myo-
inositol-3-fosfat syntazy (mips) (v tabulce 2 jsou uvedeny primery pro detekci mutaci pii pouziti
jednotlivych konstrukti).

Vzniklé kontrukty byly elektroporovany do Agrobacterium tumefaciens kmenti EHA105 a
GV3101 a pouzity k transformaci hrachu. Pii transformaci bylo postupovano dle metodiky
agrobakterialni genetické transformace hrachu vytvofené ve firmé Agritec (Svabova, 2008).
Piivodni metodika byla v pribéhu prace dle potieby modifikovéna.

Screening transformantii byl proveden béhem ctyft selekénich cykli na zékladé¢ selekéniho genu
nptll (rezistence vic¢i kanamycinu). Rezistentni explantaty byly testovany pomoci
histochemického GUS barveni. Vzorky GUS pozitivni (obr. 3 a 4) byly pouzity pro izolaci
DNA (pomoci kitu ISOLATE II Plant DNA Kit, Bioline, Meridian Bioscience). Nasledné byly
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prostiednictvim PCR testovany na piitomnost genu UidA. Za pomoci amplifikace oblasti virG
byla vyloucena ptipadna agrobakterialni kontaminace. Sekvence primert pro amplifikaci genu
uidA a oblasti virG jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1: Primery pro PCR testovani vzorkii po transformaci hrachu

Nézev primeru Sekvence (5'-3")
GUSF CTGATAGCGCGTGACAAAAA
GUSR GGCACAGCACATCAAAGAGA
Vir-G-F AGGCGATCTCCTTAATCAATAG
Vir-G-R GATAAGAAGAACGTGTTTCAAC

Teplotni profil PCR byl pro ob¢ reakce: 94 °C /3 min + 35x (94 °C /30 s, 55 °C /1 min, 72 °C
/60 s) se zavérecnou elongaci 72 °C /10 min.

Vyizolovand DNA byla pouzita dile pro PCR amplifikaci a restrikéni reakci s restrikénim
enzymem odpovidajicim pouzitému konstruktu (tabulka 2).

Tab. 2: Primery a restriktazy pro detekci mutaci indukovanych jednotlivymi konstrukty

konstrukt primery pouZita restriktiaza
pVO106 F: ACGAAACCACTGAACTTGTTCA BshTl
R: CGTTGCCCATGAAATACCCC
pV0O107 F: GGAAATTCATGCTCCCTTCA Sau96l (Cfr13l)
R: AACACAAGCAATGCCAAACA
pVv0108 F: GGAAATTCATGCTCCCTTCA Pstl
R: GATAGCGTTGCTGTTGACCA

Na zaklad¢ amplifikace piislusné oblasti genu mips a nasledné restrikce byla zjistovana
pfitomnost mutace navozené metodou CRISPR/Cas9.

Teplotni profil PCR pfi pouziti konstruktu pVO106 a pVO107 byl: 94 °C /7 min + 34x (94 °C
/30's, 55 °C /30 min, 72 °C /40 s) se zaveérecnou elongaci 72 °C /5 min. Teplotni profil PCR pfi
pouziti konstruktu pVO108 byl: 95 °C /5 min + 35x (95 °C /30 s, 55 °C /30 min, 72 °C /60 s)
se zaveérecnou elongaci 72 °C /10 min.

Vysledky

Byly vytvotfeny 3 konstrukty: pVO106, pvVO107 pVVO108 (obr.1) pro indukci mutace v genu
mips u hrachu. Bylo provedeno celkem 5 sérii transformaci, ve kterych byly postupné pouzity
jednotlivé konstrukty a odridy Eso, Protecta a Trendy. Konstrukty byly pro transformaci
pouzity jak jednotlivé, tak ve smésich. V kazdé pokusné sérii se pracovalo s 250 explantaty.
Na zéakladé pozorované transientni exprese reportérového genu UIdA v transformovanych
explantatech testovanych odrid hrachu byly pro dalsi transformace vybrany odriida Eso a
konstrukt pVO108 (s pouzitim dvou agrobakterialnich kmenu - EHA105 a GV3101).

Selekce uspésné transformovanych explantatti probihala na zakladé genu nptll. Kultura in vitro
regenerantli byla udrzovana na médiu s kanamycinem (obr.2) pro vylouceni netransgennich
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sektori. Béhem pasazovani byly odebirany vzorky pro GUS barveni (obr. 3 a 4) a PCR
testovani.

U vzorki GUS pozitivnich byla provedena PCR detekce genu uidA. Ocekavana délka
amplifikovaného fragmentu byla 211 bp (obr. 5). Pokud u vzorki DNA vysel PCR test na
pfitomnost genu UidA pozitivng, byl provadén také PCR test kontaminace agrobakteriem.
Pouzity byly primery amplifikujici fragment o velikosti 270 bp v oblasti virG. Vzorky GUS
pozitivni byly také testovany pro detekci indukované mutace prostfednictvim metody PCR a
nasledné restrikce. DNA byla po amplifikaci pfislusné oblasti genu mips podrobena restrikci
odpovidajicim enzymem dle konstruktu pouzitého k transformaci.

V piipad¢ uspésné indukce mutace mély byt na gelu patrné nestépené fragmenty. V pripad¢, ze
jsou na gelu patrné $tépené fragmenty, nedoslo k indukci vzniku mutace v cilovém genu.

Indukované mutace v genu mips nebyly objeveny navzdory tomu, ze PCR detekce potvrdila
Vv rostlinach pfitomnost reportérového genu uidA.
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Obr. 2 Explantaty na selekcnim médiu

Obr. 5: Vysledek PCR analyzy pro gen uidA. Vievo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific), 1. - 7. vzorky gus pozitivni na zakladé PCR, K-negativni kontrola

Obr. 6: Detekce mutace indukované konstruktem pVO108: 1. krok: PCR amplifikace genu mips.
Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1-10 analyzované vzorky
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Obr. 7: Detekce mutace indukované konstruktem pVO108: 2. krok — restrikce amplifikovanych
fragmentit enzymem Pstl. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1-10
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Obr. 8: Detekce mutace indukované konstruktem pVO106: 1. krok: PCR amplifikace genu mips.
Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1-7 analyzované vzorky
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Obr. 9: Detekce mutace indukované konstruktem pVO106: 2. krok — restrikce amplifikovanych
fragmentit enzymem BshTI. Vlevo 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), 1-7
analyzované vzorky

Diskuze

V minulosti bylo popséano ziskani nizkofytatovych genotypti na zdkladé RNA interference genu
mips napf. u s6ji (Nunes et al., 2006) a ryze (Kuwano et al., 2009). V nasi praci bylo vyuzito
progresivnich metod — tzv. ,.targeted genome editing“ nebo také ,,New Breeding Technologies
—NBT “, pomoci kterych je mozné upravit gen zdjmu na specifickém misté v genomu. Vyhoda
metod ,,targeted genome editing™ oproti klasické transgenozi spociva v tom, ze nedochazi k
nahodnym inzercim transgentl. V praci byla konkrétné pouzita technika CRISPR/Cas9.
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U hrachu bylo doposud jeji pouZiti popsano pouze v jediné publikaci (Li et al., 2022). Tento
fakt by vyznamné zvySoval publikovatelnost vysledk, a to 1 v ptipad¢, pokud by byla objevena
mutace indukovana konstruktem, ktera by neméla vliv na fenotyp. V publikaci Li et al. (2022)
autofi popisuji dosazeni stabilni transformace za pouziti Agrobacterium rhizogenes. Indukovali
vznik mutace v genu pro fytoen desaturazu (PsPDS) zptsobujici albinismus. Pro nasi praci byl
pouzit kmen Agrobacterium tumefaciens.

Na zéakladé sekvence genu mips u hrachu byly navrzeny vektorové konstrukty obsahujici kazetu
pro CRISPR/Cas9. U jednotlivych konstruktt byla pfedpokladana riizna mira u¢innosti kazety,
proto byly pro transformaci pouzity tfi rizné varianty konstrukti, které maji rizna rozpoznavaci
mista. Pouziti vétSiho mnoZzstvi konstrukti muize vést k zajimavému srovnani uc¢innosti
jednotlivych konstrukti pro indukci mutaci, ale také srovnéani efektu téchto indukovanych
mutaci pfi fenotypovém projevu.

V piipad¢ funkénosti konstruktii by po uspésné transformaci hrachu méla vzniknout v genu
mips mutace, ¢imz by méla byt zménéna jeho funkénost a tudiz i tvorba kyseliny fytové.
Navzdory snaze ,,zmenSit™ oblast T-DNA (coz vede ke snadn¢jSimu vytvofeni ,,transgene free*
rostlin), byl vedle selek¢niho genu gen nptll pouzit i reportérovy gen uidA (pro GUS).
Ptitomnost reportérového genu dle nasich dosavadnich zkusenosti zvySuje pravdépodobnost a
rychlost ziskéani transformanti. Moznost ziskani rostlin s kyZenou mutaci, nicméné¢ beze stop
,»cizi“ DNA v genomu, vede kvaham nad zménou legislativy pro pouziti technologii
programovatelnych nukleas.

Zavér

V ramci této prace byly vytvoreny a pro transformaci hrachu pouzity konstrukty CRISPR/Cas9.
Jedna se o programovatelné nukleasy, u¢innou skupinu chimérickych enzymi, pouzivanych u
celé fady organismi k indukci dvoufetézcovych zlomi. Po Gspésné transformaci méla dle
predpokladu vzniknout v genu mips mutace, pficemz mél byt zkouman jeji vliv na funkénost
genu.

Pro agrobakteridlni transformaci hrachu byly pouzity tfi riizné konstrukty, cilici na odlisné
oblasti genu mips u hrachu. Byly ziskany transformované explantaty obsahujici reportérovy gen
uidA, nicméné dle vysledka restrikce zadny z doposud testovanych vzorka neobsahoval mutaci
indukovanou v genu mips.

Optimalizaci jednotlivych krokt byl ziskén protokol pro uspé$nou agrobakterialni transformaci
hrachu odriidy Eso. Nasim cilem je vytvofit transgenni nizkofytatové (Ipa) linie hrachu, coz
vsak zavisi na uspésné selekci v kultufe in vitro.
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G. J. Mendel a jeho meteorologické aktivity
G. J. Mendel and his meteorogical activities

Roznovsky Jaroslav!?

1Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné
2 Cesky hydrometeorologicky istav, poboc¢ka Brno

Abstrakt

Gregor Johann Mendel se svym rozsdhlym védeckym badanim zapsal do d&jin védy nejen
objevem genetickych zakonitosti, ale také aktivitami v dalSich oborech, zvlasté v meteorologii.
Meteorologicka meéteni vedl nejdiive jako pomocnik dr. Olexika, v arealu nemocnice u sv.
Anny. Sva méfeni samostatn¢ provadél v arealu Opatstvi na Starém Brné. Byl nejen
pozorovatelem rakouské meteorologické sluzby, ale svych znalosti fyziky, které ziskal béhem
svych studii na videnské univerzité, vyuzil pfi zpracovani meteorologickych dat a v hodnoceni
meteorologickych procest. Zaslouzil se také o rozsifeni meteorologickych stanic na Moravé.
Snazil se o predpovédi pocasi a jejich specifikaci pro zemédé€lce. Z jeho uvadénych 13 publikaci
je 9 vénovano meteorologii. Byl také aktivni v odbornych spolcich.

Klic¢ova slova: meteorologicka pozorovani, predpovéd’ pocasi, vétrnd smrst’, zpracovani dat

Abstract

With his extensive scientific research, Gregor Johann Mendel made a mark not only with the
discovery of genetic laws, but also with his activities in other fields, especially in meteorology.
Meteorological measurements were first conducted as an assistant to dr. Olexika, in the area of
the hospital near St. Anne. He carried out his measurements independently in the premises of
the Abbey in Staré Brno. He was not only an observer of the Austrian Meteorological Service,
but he used the knowledge of physics he acquired during his studies at the University of Vienna
in the processing of meteorological data and in the evaluation of meteorological processes. He
was also responsible for the expansion of meteorological stations in Moravia. He worked on
weather forecasting and its specification for farmers. Of his reported 13 publications, 9 are
devoted to meteorology. He was also active in professional associations.

Keywords: meteorological observations, weather forecast, wind storm, data processing

Uvod

Mezi svétoveé uznavané védce patii jednoznaéné Gregor Johann Mendel, které¢ho se zvlastni
pozornosti vzpomindme v letoSnim roce. Je to dano tim, ze 20. ¢ervence ub&hlo 200 let od jeho
narozeni. G. Mendel se zapsal do d¢jin védy jako geniélni genetik. Nejen v misté jeho objeva
a celozivotni ¢innosti, tedy v Brné, ale v mnoha mistech ve svété se toto vyroci vzpominalo
formou prednasek, vystav, konferenci a dalSich akci vénovanych genetice. OvSem stéale velky
udiv a ptekvapeni vyvolava konstatovani, Ze se tento brnénsky opat augustinidnského klastera
V dobé¢ svého plodného védeckého badani oznacoval za meteorologa. Tuto skutecnost dokladaji
zdaznamy jeho meteorologickych pozorovani, které vlastnoru¢né nejen zapisoval, ale také
vyhodnocoval a publikoval. S ohledem na rozsah jeho meteorologické ¢innosti, mizeme zcela
odpovédné fici, ze meteorologii vénoval vyznamnou ¢ast ze vSech svych dalsich védeckych
aktivit. Cilem tohoto ¢lanku je pfipomenout si ¢innosti tohoto genialniho védce v meteorologii,
které se v podstaté vénoval kratce po ptichodu do Brna.

Soucasné¢ je nutné zdlraznit, Ze cela jeho védecka Cinnost probihala v augustinianském fadu,
ze byl mnich a opat. Je logické, ze se zamétujeme na védecké aktivity G. J. Mendela, ale méli
bychom vidét celou jeho osobnost. Tedy Cloveka, ktery usiloval o vzdélani, byl pracovity,
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cilevédomy, mé&l organiza¢ni schopnosti. Mozna bych mohl dne$nim slovnikem fici, Ze byl
dobry manazer, ze pies svou védeckou aktivitu vnimal také oblast finan¢ni, kdy se jako opat
velmi dlrazné stavél proti tlaku videnského dvora, aby klastery platily dan€.

Stale vSak musime mit na paméti, ze byl véfici kiestan. Jeho zivot i dilo tak predstavuje
bezkonfliktni propojeni viry a védy. Pfipominam tuto skute¢nost proto, abychom pii hodnoceni
odkazu G. J. Mendela dnesni dob¢ na ni pamatovali.

Vzdélani

VeétSinou se do popisu vzdélani navstéva zakladni Skoly neuvadi, ale u G. J. Mendela je to
vhodné. Jeho ucitel Thomas Makitta a faradt z Dolniho Vrazného, Jan Schreiber, ve vyuce
vénovali zvlastni pozornost ptirodopisu, vyuZzivali ve vyuce Skolni ovocnou zahradu a vcelin,
které zaka Johanna Mendela zaujaly. V letech 1833-1834 absolvoval piaristickou Skolu
Vv Lipniku nad Be¢vou, kde prokazoval velké teoretické znalosti. Potom absolvoval Sest tiid
na gymnaziu v Opavé, a to s vynikajicim prospéchem. Ale jeho otec se v roce 1838 pti roboté
V lese vazné zranil a rodina neméla dost pen¢z na platby studii. Ale G. J. Mendel se rozhodl
pokracovat ve studiich. Finance na studium si zajistoval dou¢ovanim. OvSem tuto zatéz jeho
zdravi nevydrzelo, a tak diky celkovému vycerpani vazné onemocnél a musel studium prerusit.
Presto v roce 1840 ukoncil gymnéazium s nejlepSim prospéchem a zapsal se ke studiu
na Filozofickém ustavu olomoucké univerzity. Ale znovu se ptipomnélo jeho slabsi zdravi a
studium pro nemoc pierusil. Ale hned v nasledujicim roce se opét ke studiu vratil s tim, Ze si
na n¢j musel pfivydélavat. Pomohla mu téz jeho mladsi sestra Terezie, ktera se ziekla ¢asti
svého véna v jeho prospéch. Ale i tak finan¢ni problémy pokraCovaly, takZze po poradé
s profesorem fyziky, Friedrichem Franzem, vstoupil do Augustinianského klastera v Brn¢. Jako
novic pfijal jméno Gregor. A od té doby se podepisoval uz jen jako Gregor Mendel. Diky
podpoie od opata Nappa, ktery si ho velmi oblibil, mél v klastefe ptiznivé podminky pro své
veédecké aktivity a rozvoj svého talentu. V roce 1845 G. J. Mendel zah4jil studia na brnénské
Teologické fakulté, ale také navstévoval prednasky o péstovani ovoce a o vinafstvi. Pfednasky
vedl profesor Franz Diebl, ktery psal o Slechténi rostlin. Ve ¢tvrtém roc¢niku navstévoval
prenasky o zemédélstvi. V roce 1847 byl vysvécen na knéze a v ¢ervnu nésledujiciho roku
absolvoval fakultu a zaCatkem srpna se stal duchovnim v nemocnici U sv. Anny. Sluzbu u
nemocnych, ¢asto umirajicich, G. J. Mendel velmi téZce nesl, takze se opét piihlasily zdravotni
problémy. Opat Napp ho zprostil této sluzby a nabidl mu ucitelské misto na gymnaziu ve
Znojmé¢. Zde G. J. Mendel, vyucoval fectinu, latinu, némcinu a matematiku. Po roce mu feditel
Skoly doporucil, aby na univerzité ve Vidni slozil ucitelskou zkousku, a mohl tak mit trvalé
ucitelské misto.

Jako domaci pisemna prace z fyziky mu bylo zad4ano téma meteorologické s nazvem "Ukazat
mechanické a chemické vlastnosti atmosférického vzduchu a z nich vysvétlit vznik vétra".
Pisemnou praci odevzdal v Cervenci 1850 a byla hodnocena kladn€. OvSem neprospél u
zkousky z prirodopisu. Navzdory netispéchu pii zkousce ve Vidni byl na jafe povolan na dva
mésice suplovat prednaSky z pfirodnich v&d na brnénském Technickém ucilisti
za onemocnélého profesora Jana Helceleta. I zde byl jako ucitel velmi tspésny. Opat F. C. Napp
nadale podporoval Mendela v usili o dosazeni dal§iho odborného vzdélani, a tak v roce 1851
opét nastoupil na videnskou univerzitu, kde se mimo jiné seznamil s kombinatorikou, které
potom vyuzil pfi vyhodnoceni svych pokust s kiiZzenim. Studium ukoncil v roce 1853. Poté
jako suplujici ucitel ptirodopisu a fyziky pisobil na tehdejsi némecké vyssi redlce v Brné, kde
bylo ocenovano jeho mimotadné dobré pedagogické plisobeni.

Meteorologicka méreni

Na petici Pfirodovédeckého spolku v Brné€ z r. 1870 pfi ndvrhu na ziizeni moravské univerzity
ma Mendel jako odbornost uvedeno meteorolog (KtiZzenecky, 1965). Zcela redlné mizeme
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uvést, ze na rozdil od svych genetickych poznéni, kde se za Zivota nedockal uznani, byly jeho
meteorologické podklady a studie znamy a jeho nazory byly vyzadovany.

Na otazku jaké byly Mendelovy aktivity v meteorologii, miizeme odpovédét, Zze bohaté,
odpovidajici jeho stylu védecké prace, tedy od zakladniho pozorovani a méfeni, pies zpracovani
dat po publikovéni vysledkii (Seiner, 1965). V archivu Ceského hydrometeorologického tistavu
na brnénském pracovisti jsou jeho rukou psané zaznamy z meteorologickych méfeni.

Tyto jsou souasti souvislych meteorologickych pozorovani a méfeni brnénské fady (Stépanek
1998). Na nasem uzemi je nejdelsi doba meteorologickych méfeni v prazském Klementinu,
které ma souvislou teplotni fadu od roku 1775. V Brn¢ jsou souvisla meteorologicka data od
1. ledna 1848 diky meteorologickym méfenim, ktera vedl dr. Paul Olexik ve vSeobecné
nemocnici sv. Anny (Vitdsek, 1952). G. J. Mendel byl blizkym pfitelem dr. Olexika a s
meteorologickymi méfenimi mu na jeho stanici vypomahal. Predpoklada se, ze G. J. Mendel
Jiz béhem spoluprace s dr. Olexikem provadél soubéznd méteni v klastefe, podle nekterych
nazoru jiz od roku 1857 (Orel, 1965). Mendelova samostatna méfeni jsou od 1. ledna 1879 do
cervence 1883 (Liznar, 1886). Tento posledni mési¢ni vykaz je na Obr. 1. Mlzeme fici, ze G.
J. Mendel méfil takika do konce svého zivota.

Obr. 1 Posledni mési¢ni vykaz meteorlogického pozoorvani (Cervenec1883) psany G. J.
Mendelem

Podle vseho mame také dochovanou plechovou meteorologickou budku a teploméry z obdobi
jeho méfeni. Pti Gipravach v arealu Opatstvi byla nalezena z ¢asti ponic¢end budka, ve které se
zachovaly rtutové teploméry, které byly navic neposkozeny, a sloupec rtuti byl zcela jasny,
tedy kapilara nebyla rtuti znecisténa, jak je po del$im uzivani u meteorologickych teploméri
bézné (Obr. 2).
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Obr. 2 Meteorologicky teplomér od firmy Kappeller

Ve znaleckém posudku odborného pracovnika Technického muzea v Brné, Jaroslava Pipota, se
uvadi, ze obdobné teploméry, jako byl jeden z hodnocenych teplomért, videnska firma
Kappeller vyrabéla jiz v roce 1854 a odhaduje se, Ze tento teplomér pochazi z druhé poloviny
19. stoleti.. Pfitom od firmy Kappeller pouzival teploméry jiz dr. Olexik (Kopec, 1970). Tyto
meély teplotni stupnici podle Réaumura. Tato jiz nepouZivana teplotni stupnice byla sestavena
Réaumurem v roce 1730 tak, ze bod varu vody byl pii hodnot¢ 80 °R. TakZe srovnani se stupnici
Celsiovou plati, ze t (°R) =4/5t (°C) a naopak t (°C) =5/4 t (°R). Opravena plechovéa budka s
uvedenymi teplomeéry je soucasti sbirky Mendelova muzea Masarykovy univerzity.
Jiz bylo uvedeno, ze béhem svého Zivota publikoval Mendel 13 praci, z nichz 9 je vénovano
meteorologii. Je doloZeno, ze G. J. Mendel z métfeni dr. Olexika sestavil pifehledné mésicni
tabulky a grafy teploty a tlaku, které¢ dr. Olexik ptikladal ke svym odesilanym vykazim
pozorovani.
Ve vyro¢ni zpravé pro rok 1862 Piirodovédeckého spolku v Brné¢ uvadi publikaci
"Bemerkungen zu der graphisch-tabellarischen Ubersicht der meteorologischen Verhaltnisse
von Briinn" (Poznamky ke graficko-tabelarnimu ptehledu meteorologickych pomérti Brna).
Vyznamna je jeho poznamka, ze v centru mésta jsou vyssi teploty vzduchu nez na jeho okrajich.
Jde o upozornéni na jev, ktery dnes rozsahle studujeme a nazyvame ho odborné tepelny ostrov
méstU. AZ po vice jak dvaceti letech se tento poznatek stava pfedmétem zajmu meteorologli a
klimatologti (Dobrovolny et al. 2012, Litschmann a Roznovsky, 2012).
Od roku 1863 publikuje vysledky zpracovanych meteorologickych méteni v jednotlivych letech
jako Meteorologickd pozorovani z Moravy a Slezska postupné pro roky 1863, 1864. 1865,
1866, 1869 (Meteorologische Beobachtungen aus Méahren und Schlesien fiir das Jahr 1863 atd.).
Na Mendeliv popud byly jiz roku 1865 v ¢innosti meteorologické stanice v Té&Sing,
Z jeho vydanych 13 publikaci je 9 s meteorologickou tématikou, které jsou nasledné uvedeny:
1) Bemerkungen zu der graphisch-tabellarischen Uebersicht der meteorologischen
Verhéltnisse von Briinn: Verh. naturforsch. Ver. Briinn 1, 1862 (1863) Abh. S. 246-249.
2) Meteorologische Beobachtungen aus Méhren und Schlesien fiir das Jahr 1863: Ebenda
2, 1863 (1864) Abh. S. 99-121.
3) Meteorologische Beobachtungen aus Méhren und Schlesien fiir das Jahr 1864: Ebenda
3, 1864 (1865) Abh. S. 209-220.
4) Meteorologische Beobachtungen aus Mahren und Schlesien fiir das Jahr 1865: Ebenda
4, 1865 (1866) Abh. S. 318-330.
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5) Meteorologische Beobachtungen aus Méhren und Schlesien fiir das Jahr 1866: Ebenda
5,.1866 (1867) Abh. S. 160-172.

6) Meteorologische Beobachtungen aus Miahren und Schlesien fiir das Jahr 1869: Ebenda
8, 1869 (1B70) Abh. S. 131-143.

7) Die Windhose vom 13. October 1870: Ebenda 9, 1870 (1871) Abh. S. 229 bis 246. -
Nochmals: Ebenda 49, 1910 (1911) Abh. S. 54-71.

8) Regenfall und Gewitter zu Briinn im Juni 1879: Z. 6sterr. Ges. Meteorol. 14 (1879) S.
315-316.

9) Gewitter in Briinn und Blansko am 15. August: Ebenda 17 (1882) S. 407 bis 408.

Vétrna smrst’

Brnem se 13. 10. 1870 piehnala vétrna smrst’, kterd poskodila i ¢ast klaStera. G. J. Mendel se
jejimu vyskytu a podstaté podrobné vénoval. O své analyze smrsti nejdiive prednasel 9.11.
1870 na zasedani Pfirodovédeckého spolku. Nésledné své poznatky podrobné popsal v praci
Die Windhose vom 13. October 1870 (Vétrna smrst’ z 13. 10. 1870). Odborniky je tato prace
vysoce hodnocena (Nalivkin, 1969), protoze je uvadéna velmi kvalifikovana analyza fyzikalni
podstaty a projevl smrsti, kterd se vyskytla jednak ve velmi neobvyklou dobu a navic zanechala
velmi rozsahlé nasledky. V publikaci je mimo projev smrsté vénovana pozornost i elektrickym
projevim. Neni nadsadzkou, ze obdobné jsou tyto vlastnosti popisovany i v soucasnych
fyzikélnich analyzach (Bednai a Zikmunda, 1985). Pro pfiblizeni je uveden vynatek z clanku:
,.Sitka drahy, kterou tromba urazila, se d4 docela dobie odhadnout podle zpiisobenych $kod.
Predevsim je zajimavé, ze tato Sife (primér tromby) se postupné zvétSovala. Asi 100 m od
mlynského ndhonu v Pisarkéach, kde tromba zanechala prvni stopy, se da jeji zabér lehce urcit,
protoze postupovala napfic stromofadim, které lemuje oba biehy feky Svratky. Jeji pramér zde
necinil ani 170 m. U starobrnénského klastera vSak jiz dosahl asi 190 az 200 m a u nadrazi
dokonce asi 210 az 220 m. Shora zminény Sestimetrovy pruh se nachazi piesné€ uprostied drahy.
Rychlost jejiho postupu nad budovou kléstera se da ptiblizn¢ odhadnout. Ponévadz zde jeji
pramér Cinil asi 190 m a jeji trvani je odhadnuto na 4 az 5 sekund, vyplyva z toho postup asi 40
az 45 m/s, neboli ptiblizn¢ 135 az 170 km/h, tedy rychlost téméf tfikrat veétsi nez rychlost nasich
zeleznic, rovna rychlosti naSich nejprudsich vichfic.

Pro urceni rychlosti rotace tromby mi chybi spolehlivé voditko. V jeji viditelné ¢asti vSak
rozhodné nebyla pfilis velkd, ponévadz bylo patrné, Ze predméty vrzené do spodniho kuzele
vystupovaly ve velmi protazenych spiralach. To bylo velmi zietelné vidét na stfidave svétle a
tmavé zbarvenych masach prachu, které byly vytazeny az do Spicky. Ve srovnani s okrajem
vSak musela byt naopak dosti velka, ponévadz predméty vyzdvizené virem do vysky byly
velkou silou vrzeny pry¢. Z této okolnosti soudim, Ze rychlost rotace byla mensi nez rychlost
postupu a pro okrajové ¢asti bych ji odhadoval na 20 az 27 m/s“, konec citace. Pfevzato z
publikace Munzar (1998).

Z hlediska spolecenského je nutné ocenit, ze se k vyroktim o smrsti jako dile d’abla vyjadrtil ve
smyslu, Ze tito lidé neznaji fyziku. CoZ bylo na tehdejsi dobu velmi odvazné. V urcitém pohledu
lze fici, ze jako v pfipadé genidlniho objevu zakonitosti kiizeni i popis smrst¢ zlstal bez
povsimnuti odbornikii.

Pokusy s piredpovédi pocasi

G. J. Mendel byl aktivnim meteorologem, mél fyzikalni vzdélani, takze znal podstatu mnohych
procest v atmosfétre. Ale také vnimal vliv pribéhu pocasi na ptfirodu a vzhledem ke svym
zemé&delskym kofentim si byl védom vyznamu piedpoveédi pocasi. To, co stale plati i v dnesni
dobé - nase snaha o vyuZiti poznatkl meteorologie pro rizné obory lidské ¢innosti, véetné vlivi
na lidské zdravi. Je tedy logické, ze G. J. Mendel to vSe vnimal a 0o moznost pfedpovédi se nejen
zajimal, ale sdm se snaZil pfedpovédi vydavat. Byl si védom vyznamu pocasi pro zemé&délstvi
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a podporoval vydavani predpovédi pocasi pro zemédélce. Proto podpofil vydavani
kratkodobych piedpovédi podasi tehdejsim Ustfednim tstavem pro meteorologii a zemsky
magnetismus ve Vidni. Tyto pfedpovédi byly rozsifovany telegrafem predplatitelim, ktefi je
potom piedavali dal§im zajemctim. Tehdejs$i ministerstvo orby zfidilo jakysi institut mistnich
vykladacii, ktefi obecnou piedpoveéd’ upravovali a rozesilali ve formé telegramt jednotlivym
zajemcum V obcich byla zavedena jednoducha signalizace, napt. vyvéSovanim vlajek nebo
kost. G. Mendel se snazil sestavit vlastni pfedpovédi pocasi na tfi dny, ale v podstaté
neuspésné. Kdyz si predstavime, jaké mél k dispozici informace, a srovname s dne$nimi, tak
jde o velky nepomér. Pii hodnoceni této ¢innosti si musime uvédomit, Ze mu byla jasna
fyzikalni podstata ptedpovédi pocasi, Ze si uvédomoval rozsah a vyznam této nové se rodici
¢asti meteorologie, kterou dnes nazyvame synoptikou.

Odborné aktivity

Jak bylo uvedeno, meteorologicka ¢innost G. J. Mendela byla rozsdhla. Mgl také zajem o
vyuziti meteorologie v dalSich oborech, jak dokladaji jeho aktivity v odbornych spole¢nostech.
Jiz v roce 1851 vstupuje 23. 7. do ptirodovédecké sekce Moravskoslezské spole¢nosti pro
zvelebovani orby, pfirodoznalstvi a vlastivédy (zkracené Moravskoslezskd hospodaiska
spolecnost). O rok pozdé€ji se stdva Clenem ovocnicko-vinaifské a zahradnické sekce této
spole¢nosti. O jeho vazenosti svéd¢i, ze v roce 1871 byl zvolen do vyboru Moravskoslezské
hospodarské spolecnosti a v roce 1882 byl navrzen na funkci predsedy. Za ¢lena Zoologicko-
botanického spolku ve Vidni byl pfijat 5. 1.1853. Je spoluzakladatelem Pfirodovédeckého
spolku v Brn¢, ktery vznikéd 21. 12. 1861, v némz se ptredstavuje jako meteorolog. Znama je
jeho aktivita ve VEelafském spolku v Brné€, ve kterém pozd¢ji zastaval funkci mistostarosty a
byl navrzen na funkci starosty. OvSem G. J. Mendel patfil k vyznamnym osobnostem tehde;jsi
rakousko-uherské meteorologie. Byl =zakladajicim ¢lenem Rakouské meteorologické
spolecnosti ve Vidni.

Osobnost G. J. Mendela je uzndvana celosvétove, jeho jméno nese antarktickd stanice
Masarykovy univerzity. Jeho dilo tvoii sice zaklady genetiky, ale sehrava téz vyznamnou roli
v meteorologii. Z mnoha jeho odkazii nejen soucasnym védcim je nutné uvést, ze svou
veédeckou aktivitu G. J. Mendel spojoval vzdy s dalsimi odbornostmi, dnes bychom fekli, ze
spolupracoval s praxi.

Zavér

Meteorologické ¢innosti Gregora Johanna Mendela vyznamné piispély k rozvoji meteorologie
v n¢kolika smérech. Jeho osobni méfeni se stala soucasti dlouhodobé fady meteorologickych
dat z tzemi mésta Brna. Zaslouzil se o rozvoj meteorologickych pozorovani na dalSich mistech
na uzemi Moravy. Dolozil své znalosti meteorologickych procesti odborné uznavanou studii o
smrsti na izemi mésta Brna 13. 10. 1870.

Nejen, Ze podpoftil rozvoj predpovédi pocasi, ale sam se pokousSel o jejich sestaveni, byt
neuspésne. Uvédomoval si vyznam piedpovédi pro zemédélstvi, které téz studoval. Své znalosti
predaval nejen v ramci odbornych aktivit, ale také jako stfedoskolsky profesor. Podle doklada
byl uznavanym pedagogem.

Pti hodnoceni jeho odkazu si musime vzdy uvédomovat, Ze byl opatem augustinidnského tadu,
tedy soucasné védcem a kiest'anem. Jako predstavitel fadl a védec dokazal své nejen fidici, ale
tak finan¢ni schopnosti. Dokladem je, Ze byl mimo jiné téz predsedou bankovni rady.

Odkaz G. J. Mendela vSak neni jen v odbornych aktivitach, ale v celkovém piistupu k véde.
Ptesto, ze neuspél u zkouSky na videniské univerzite, jsou dolozitelné doklady o jeho studijnim
usili jak na stfedni Skole, tak na univerzité. Pro dne$ni védu, ktera ma k dispozici zcela
nesrovnatelné vyspélou techniku, vSak stale plati Mendeliv odkaz vnimani procesu v ptirodé
jako celku, jako slozitému systému propojeni mezi jednotlivymi poznatky a védnimi obory .
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Abychom na Mendelovu meteorologickou ¢innost nezapominali, byla mimo akci k jeho
vyznamnym vyro¢im zajiSténa meteorologicka métfeni v aredlu Opatstvi. Doklady o jeho
meteorologickych méfenich jsou také soucasti expozice v Mendelov€é muzeu. Svym zplsobem
je stalou ptipominkou jeho meteorologickych aktivit pojmenovani ¢eské antarktické stanice
jeho jménem.

Literatura

Bednat, J. A O. Zikmunda. Fyzika mezni vrstvy atmosféry. Praha: Academia, 1985, 248 s.

Dobrovolny, P., L. Rezni¢kova, R. Brazdil, L. Krahula, P. Zahradni¢ek, M. Hradil, M.
Dolezalova, M. Salek, P. Stépanek, J. Roznovsky, H. Valasek, K. Kirchner A J. Kolejka.
2012, Klima Brna. Viceuroviiova analyza méstského klimatu. Brno: Masarykova univerzita,
200 s. ISBN 978-80-210-6029-6.

Kopec, R. J. 1970: Further observations of the urban heat island in a small city. Bulletin
American meteorological Society, Vol. 51, No. 7, s. 602-606

Kfizenecky J, 1965: Gregor Johann Mendel 1822-1884, Texte und Quellen zu seinem Wirken
und Leben, Johan Ambrosius Barth Verlag, Leipzig 1965. 198.

Litschmann, T., Roznovsky, J., 2012. Zhodnoceni indexu HUMIDEX na izemi mésta Brna.
20" International Poster Day Transport of Water, Chemicals and Energy in the Soil-Plant-
Atmosphere System, Bratislava, 15. 11. 2012, ISBN 978-80-89139-28-6

Liznar J, 1886: Ueber das Klima von Briinn. Sonder—Abdruck aus dem XXIV. Bande der

Verhandlungen des naturforschenden Vereines in Briinn, Brno, 70.

Mendel G.: Die Windhose vom 13. October 1870. Verh. naturf. Ver. 9 (1870), Briinn 1871, 229.

Meteorologicky slovnik vykladovy a terminologicky (eMS), CMeS, dostupny na:
http://slovnik.cmes.cz

Munzar J, 1998: Gregor Mendel and the Tornado in Brno on 13th October, 1870, p.53-60.
Moravian geographical reports, Vol. 6, no. 1.

Nalivkin D. V.: Uragany, buri i smérci. Nauka, Leningrad 1969, 487.

Orel V, 1965: Gregor Mendel- zakladatel genetiky, popularné védecky sbornik, Blok 1965.
206 s.

Sainer J, 1965: Gregorii Mendel, Autobiographia luvenilis, De Gregorii Mendel vita et
doctrina, Universitas Purkyniana Brunensis, Brno 1965

Stépanek P, 1998: Metody analyzy kolisani teploty vzduchu a srdzek na prikladu Brna. Brno,
120. Diplomova prace. Katedra geografie, PitF MU.

Vitasek F, 1952: Poc¢atky moravské geografie. Spisy vydavané ptirodovédeckou fakultou
Masarykovy university v Brné.

Kontakt:

RNDr. Ing. Jaroslav Roznovsky, CSc.

Ustav $lechténi a mnoZeni zahradnickych rostlin,
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brng,
Valticka 337, 691 44 Lednice

mobil: 724 185 617, e-mail: roznov@mendelu.cz

97


http://slovnik.cmes.cz/
mailto:roznov@mendelu.cz

OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

ZVT | Golero Trotbsio”

98



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

Stanoveni diverzity genetickych zdroji horcice na zakladé
analyzy mikrosateliti

Assessment of the diversity of mustard genetic resources based
on microsatellite analysis

Stehlikova D., Jozova E., Curn V.

Jihoceskd univerzita Ceské Budéjovice

Abstrakt

Brassica nigra je zdrojem uzite¢nych vlastnosti pro Slechtitele plodin rodu Brassica. O rozsahu
a rozlozeni genetické variability u B. nigra je vSak znamo jen malo a bylo vyvinuto jen malo
markert, které by tuto variabilitu popisovaly. Pii poc¢ateénim pruzkumu variability u B. nigra
jsme pouzili 13 markerii amplifikovanych fragmenti DNA zaloZenych na SSR. Obsahla
kolekce genetickych zdroji ptedstavovala 28 registrovanych odrid, krajovych odrid a
Slechtitelskych materiali. Mikrosatelity generovaly 51 polymorfnich alel. Na zakladé PCO
analyzy byly tfi odridy vzdalené od hlavniho clusteru. Tento vysledek naznacuje, Ze odridy s
riznymi alelami mohou byt bud’ taxonomicky chybné zatazené nebo smiSené odridy.
Kli¢ova slova: mikrosatelitové markery, Slechténi rostlin, Brassica nigra

Abstract

Brassica nigra is a source of useful traits for breeders of major Brassica crops. However, little
is known about the extent and distribution of genetic variation in B. nigra, and few markers
have been developed to describe this variation. In an initial survey of variation in B. nigra, we
used 13 amplified DNA fragment markers based on SSR. The comprehensive collection of
genetic resources represented 28 registered varieties, landraces, and breeding materials.
Microsatellites generated 51 polymorphic alleles. Based on PCO analysis three varieties were
distant from main cluster. This result suggests that varieties with different alleles may be either
misclassified taxonomically or mixed varieties.

Keywords: Microsatellite markers, plant breeding, Brassica nigra

Uvod

HoicCice je Vv soucCasné dobé celosvétove treti nejrozsifenéjSi olejninou. Semena hotcice
poskytuji olej pro primyslové i1 kuchyniské ucely. Pokrutiny po lisovani oleje obsahuji vysoky
obsah bilkovin (37 %) a dalSich nutricné cennych latek, které jsou velmi chutné pro
hospodaiska zvifata. Hof€ice je nejen vyznamnou olejninou, ale patii i mezi nejstar§i a
nejobliben€j$i pochutiny na svété. I vzhledem ke svému vyznamu je hoicice intenzivné
Slechténa. A praveé v disledku zaméfeni Slechténi na vynos, biomasy, oleje a jeho kvalitativni
parametry dochazi i u hoic¢ice k zuzovani genetické variability (Igbal et al. 2015; Raza, 2020).
Aby se predeslo problémim vyplyvajicim z nizké Grovné genetické variability a byla
zachovana genetickd rozmanitost genetickych zdrojt tohoto druhu je ve Slechténi nutny spravny
management genetickych zdroji rostlin a je nutny i vhodny vybér genotypti hoic¢ice do
Slechtitelskych programi. Hodnoceni diverzity v markerovych lokusech je v soucasné dobé
nejproveditelnéjsi strategii pro charakteristiku diverzity mezi hoi¢icemi. Molekularni markery
nabizeji nejlepsi odhad genetické diverzity, protoze jsou nezavislé na vlivu environmentéalnich
faktord. Pro pochopeni pivodu a evoluce druhu Brassica nigra byly pouzity markery s
jednoduchymi sekvencénimi opakovanimi (SSR) (Havlickova et al. 2014).

Cilem této studie bylo provést analyzu molekuldrnich markerii (SSR) v kolekei genetickych
zdroju hoi¢ice Cerné, B. nigra, vyhodnotit miru genetické diverzity mezi vybranymi vzorky
B. nigra a posoudit stabilitu a vyrovnanost analyzovanych genetickych zdroju.
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Material a metodika

Pro hodnoceni genetické diverzity bylo celkem analyzovano 28 genetickych zdrojii druhu
B. nigra (hoi¢ice ¢erna). Jednalo o staré krajové odrudy, ale i odridy moderni a novoslechténi,
pochézejicich z riznych oblasti, zejména pak Evropy. Seznam pouzitych genetickych zdrojt je
uveden v Tabulce 1.

Z vysuSenych vzorkl déloZnich listli byla extrahovdna DNA pomoci modifikované CTAB
metody (Doyle 1991), dle metodiky standardné vyuzivané na pracovisti Katedry genetiky a
biotechnologii, FZT, JU v Ceskych Budgjovicich. Kvalita a koncentrace DNA byla stanovena
pomoci spektrofotometru BiospecNano (Shimadzu) a dale upravena tak, aby vSechny vzorky

DNA mély hodnotu 200 ng/ul.

Tabulka 3: Seznam pouzitych vzorka genetickych zdroji hotcice Cerné

¢islo lab ECN nazev puvod
159 1500600001 Alsaska -
160 1500600002 | Balkan 1942:511 -
161 1500600004 Hneda DEN
162 1500600006 Primus -
163 1500600007 Rumunska -
164 1500600008 Sizaja SSSR
165 1500600009 | BRSCHW 22531 -
166 1500600010 | BRSCHW 22533 -
167 1500600011 | BRSCHW 22537 GER
168 1500600012 | BRSCHW 22530 -
169 1500600013 | BRSCHW 22538 -
170 1500600014 | BRSCHW 22539 -
171 1500600016 N 26A95 -
172 1500600017 N 13A95 -
173 1500600018 N 28A94 -
174 1500600019 N 2A94 -
175 1500600020 N 39A94 -
176 1500600021 N 2A95 -
177 1500600022 Junius GER
178 1500600023 | RCAT 040343 FIN
179 1500600024 | RCAT 040344 GER
180 1500600025 | RCAT 040347 NED
181 1500600026 | RCAT 040348 POL
182 1500600027 | RCAT 069393 GER
183 1500600028 | BGRC 34177 | GREECE
184 1500600030 Lu De No 2 -
185 1500600031 Dirk -
186 1500600032 | BGRC 34253 -

Jako molekuldrni markery pouzZitelné pro odhad miry genetické diverzity byly zvoleny
mikrosatelity (SSR), které maji vysokou vypovidaci schopnost a vysledky analyz jsou
opakovatelné. Analyzované markery byly prevzaty dle metodik Louarn a kol. (2007) a Cui a
kol. (2008). Tyto markery jsou specifické pro rod Brassica a vykazuji dostatecnou miru
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polymorfismu, pomoci ¢ehoz je mozné odlisit nejen jednotlivé druhy, ale také jednotlivé
odridy. Celkem bylo pouzito 11 mikrosatelitovych markerd: BoREM1b, BolAB19TF,
BoPC34, P381, D3, D12, D11, P7, P9, P30 a P35. Do kazdé PCR reakce byly pouzity tii
primery. Klasicky reverse primer, zna¢eny univerzalni primer a forward primer prodlouzeny o
sekvenci znaceného primeru. Reakce probihala za téchto podminek: celkovy objem reakce byl
10 pl; slozeni reakéni smési: 1x reakéni pufr (75 mM Tris—HCI, pH=8,8, 20 mM (NH4)2SO4,
0,01% Tween 20, 2,5 mM MgClz, 200 uM dNTPs), 10 pmol kazdého primeru (Tabulka 2), 0,5
U Taq Purple DNA polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio, CZ), 2x BSA a 50 ng templatové
DNA. Amplifikace probéhla na termocycleru Biometra TProfessional pifi nasledujicim
teplotnim profilu: po¢atec¢ni denaturace 5 min pii 94 °C, 31 cykld 1 min 95 °C, 1 min 52-59 °C
(dle pouzitého primeru), 1 min 72 °C a kone¢na elongace 5 min 72 °C. Celkovy ¢as reakce byl
2 hod a 15 min. Pro zobrazeni vysledkl bylo vyuzito fragmenta¢ni analyzy, ktera probihala
v automatickém analyzatoru ABI 3500 (Applied Biosystems). Vyhodnoceni vysledki bylo
provedeno v programu GeneMapper ™ (Applied Biosystems), piitomnost ¢i nepfitomnost alel
byla zaznamenéana formou binarni matice.

Vysledky

Z vysledku analyzy bylo zjisténo, Ze u vSech jedenacti pouzitych markerti doslo k amplifikaci
alel, jejich pocet se pohyboval od 1 alely (marker P7), az do 7 alel (markery BoIAB19TF a
D12). VSechny markery byly polymorfni. Celkovy pocet vSech alel byl 51. V jednom piipadé
(marker D3) doslo k naseddni primerii na né€kolika mistech genomu, tyto markery jsou
oznaceny A, B a C. Charakteristiky pro jednotlivé markery jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 4: Vyhodnoceni mikrosatelitovych markert

Primer Ta | pocet alel | velikost (bp)
BoREM1b 59 °C 2 186-190
BolAB19TF | 59 °C 7 311-318
BoPC34 59 °C 3 149-151
P381 52 °C 2 213-229
D3 A 52°C 6 176-184
D3 B 52 °C 3 185-188
D3 C 52 °C 2 194-198
D12 52 °C 7 342-374
D11 52°C 4 174-186
P7 52 °C 1 146
P9 52 °C 6 130-138
P30 56 °C 4 166-217
P35 52 °C 4 149-195
celkem 51

Vysledky fragmenta¢ni analyzy byly pfevedeny do bindrni matice. Vypocty matice podobnosti
a PCO analyzy (Obrazek 1 a 2) byly provedeny v programu MVSP. Pro vypocty koeficientu
genetické podobnosti byla pouzita metoda Gower General Similarity Coeficient, tedy
algoritmus bézné pouzivany u tohoto typu dat.
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PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)

0.35——

0.28——

Axis 2

Obrazek 2: Vysledek PCO analyzy pro analyzované genetické zdroje druhu Brassica nigra

Po provedeni PCO analyzy byla u ¢tyt vzorkt (Alsaska — ¢. 159, BRSCHW 22537 — ¢. 167,
RCAT 040347 — ¢. 180 a BGRC 34253 — ¢. 186) zaznamenana vyrazn¢ vyssi odliSnost od
ostatnich genetickych zdroju, kdy tyto vzorky byly mimo hlavni cluster. Proto byla u téchto
vzorki/genetickych zdrojii jeSté testovana riznd ro¢nikova opakovani. Pro porovnani byly
analyzovany jesté kontrolni vzorky druhu Sinapis alba a Brassica juncea. Pro tento soubor byla
provedena nova PCO analyza, jejiz vysledek je uveden na Obrazku 2.

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
SA_3
0.37—— V
SA_2
Sv

0.30——

A

0.22——

015——

-0.22——

Obrazek 3: Vysledek PCO analyzy s kontrolnimi vzorky druhti Sinapis alba a Brassica juncea

U vyse uvedené analyzy, do které byla pfidana jak ro¢nikova opakovani odlisnych vzorki, tak
1 referen¢ni odridy dalSich druhti hoi¢ice péstovanych u nés je patrné, Ze doslo k oddéleni
clusteru, ktery obsahuje pouze odrudy druhu B. nigra a dale cluster, ve kterém jsou pouze tfi
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referen¢ni odridy druhu S. alba. Tteti cluster obsahuje odridy s odliSnym spektrem alel dle
pasportu fazené k druhu B. nigra a referen¢ni odridy druhu B. juncea. Tento vysledek
naznacuje, Ze odridy s odliSnym spektrem alel mohou byt bud’ chybné taxonomicky zatazeny
nebo se jedna o odridy smésné, tedy takové, kdy osivo obsahuje jak semena druhu B. nigra,
tak i semena druhu B. juncea. Tento fakt miiZze naznacovat i to, Ze ro¢nikova opakovani odrid
nevykazuji 100 % shodu.

Pro upfesnéni vysledki a porovnani pribuznosti analyzovanych genetickych zdroji byla déle
za pomoci programu MVSP vypoctena matice podobnosti (Obréazek 3).
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Obrazek 4: Matice podobnosti pro soubor analyzovanych genetickych zdroji B. nigra

Hodnoty uvedené v matici podobnosti na Obrazku 3 ukazuji 100 % shodu pouze v ptipadé
odrid ,,Hneda* (161) a ,,Primus™ (162). U ostatnich odrid doslo k jejich jednoznaénému
odliseni. Odridy Alsaska, BRSCHW 22537, RCAT 040347 a BGRC 34253 maji oproti
ostatnim odriiddm vétSi odliSnost, ktera je znazornéna odstiny cervené barvy. U odrud
s rocnikovym opakovanim jsou vysledky nasledujici. U odrudy ,,Alsaska‘ je podobnost pouze
289 %, u odridy BRSCHW 22537 je shoda 92,6 %, u odridy RCAT 040347 je v ramci
ro¢nikovych opakovani shoda 95,6 — 98,5 %, coz je rozdil minimélni a pouze ve 3 alelach. U
odridy BGRC 34253 je shoda na 97,8-99,3 %, zde je také rozdil pouze minimalni. To miize
ukazovat bud’ na nehomogenitu odridy, ktera mohla v pribéhu let vyustit v zastoupeni jinych
genotypt v ramci odridy a zménu spektra mikrosateliti, nebo na kontaminaci jinou odridou,
v disledku mechanické piimési Ci cizospraseni. Jelikoz pro kazdou odriidu bylo pouzito
k analyze pfiblizn€ 40 individualnich semen, resp. déloznich listki téchto rostlin, je mozné, ze
pficina je pravé v kontaminaci jinym genotypem. To by bylo mozné odhalit 1 individudlnim
rozborem jednotlivych rostlin a daly by se jednoznac¢né odd¢lit rostliny odlisného genotypu a
ty dale vyloucit ze Slechténi.

Diskuze

Vzhledem k dostatecné prostudovanosti molekularnich markerti v ramci druht Brassica spp.,
byla tato prace zamé&fena pouze na genetickou diverzitu u souboru genetickych zdroju hoicice
cerné. Molekularni markery pouZité v této studii byly rovnéz pouZity jako G€inné nastroje pro
poskytovani molekularnich tidaji a hodnoceni genetickych vztahli i v jinych studiich, byt
nezahrnovaly tak rozmanité genetické zdroje (Sobotka et al. 2004; Li et al. 2011; Abdelmigid
2012).
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Z vysledki je patrny vysoky polymorfismus mikrosatelit, coZ rovnéz zjistili Mishra et al.
(2011), Prajapat et al. (2014) a Baghel (2020) s mirou 50-72 % polymorfismu v ramci druhd
Brassica spp. Mezidruhova ptenositelnost SSR byla zaznamenana jiz dfive v mnoha
studiich, napft. z Pennisetum glaucum na P. purpureum, z Brassica spp. na B. tournefortii, B.
fruticulosa a B. spinescens (Singh et al. 2012). Pienositelnost SSR markerti mezi genomy A a
C rodu Brassica druhii hodnotili Saal et al. (2001), coz odpovidalo jiz diive zjisténym
vysledkim evolu¢nich vztahii. RovnéZ byl zaznamenan zna¢ny rozsah v poctu
amplifikovanych alel studovanych mikrosatelitd, napt. Parida et al. (2010) zaznamenali u
hoi¢ice sareptské analyzou SSR pouze 2 alely na lokus.

Dftive se jako molekularni markery pouzivaly zasobni proteiny, avSak nyni se vyuzivaji markery
zalozené na DNA (Curn 1995). Pro charakterizaci a hodnoceni odrtid brukvovitych olejnin byla
pouzita fada metod a markerovacich systémi, jako je RFLP (Diers & Osborn 1994), RAPD
(Shiran et.al. 2006), AFLP (Yu et al. 2007), SSR (Hasan et al. 2006), cpSSR (Zamani-Nour et
al. 2013), RAMP (Wei et al. 2005), SNP (Hayward et al. 2012). Velmi ¢astym markerem jsou
pravé mikrosatelity a pro genotypy rodu Brassica bylo vyvinuto n€kolik stovek SSR markert
(Kumar et al. 2016).

V ramci analyzovanych genetickych zdroju byl zjistén jak znacny polymorfimus a rizné pocty
amplifikovanych alel u jednotlivych mikrosatelitd, tak i pomérné vysoka mira odli$nosti mezi
jednotlivymi genotypy. Napft. u kolekce B. napus nebyly mikrosatelity tak polymorfni a mira
podobnosti byla rovnéz vysokd (Havlickova et al. 2014). Tato pomérné¢ vysoka geneticka
diverzita miZe byt zapii¢inéna niz$i proslechténosti tohoto druhu.

Zavér

Mikrosatelitové markery se jevi jako vhodny néstroj k hodnoceni genetické diverzity nejen na
urovni druhové, ale také na urovni odriidové vzhledem k jejich specificnosti. Zaroven bylo
pomoci téchto markerti mozné zhodnotit ¢istotu osiva jednotlivych odriid vzhledem k riznym
ro¢nikovym opakovanim a spravnosti zafazeni. Mikrosatelitové markery mohou byt dobrym
pomocnikem pii hodnoceni odriid nejen pro Slechtitele, ale také napt. pro kontrolni urady. Pti
kombinaci s fenotypovymi vlastnostmi mohou odhalit odchylky v odridach a pomoci zachovat
genetickou rozmanitost odrid a zachovani zadanych znak at’ uz z hlediska péstebniho, tak i
Z hlediska nutri¢niho. Komplexni zkoumani genetické diverzity na molekularni tirovni nasledné
poskytuje nastroje pro fadny management genetickych zdrojii a soubor nejrozmanitéjSich
genotypl pro pouziti v liniovych a hybridnich Slechtitelskych programech.
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Heterogenita citlivosti vybranych kloni ¢esneki k nizkym teplotam
Heterogeneity of low temperature sensitivity of selected garlic clones

Zameé¢nik J. 1, Bobrova O. *?, Faltus M. %, Bilav¢ik A.*

YWyzkumny vistav rostlinné vyroby, v.v.i.
?Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine NAS of Ukraine

Abstrakt

Pro studium nukleace ledu v rostlinach a organech ¢esneku péti vybranych klont byla pouzita
infracervena analyza. Nejvyssi teplotu ledové nukleace mél klon "Morano’, pochazejici ze
Spanélska a nejniz§i ‘Dukat'. Nejvyssi teplota ledové nukleace byla u strouzk, kofentl, pochev
Sitici se ledové zon€. Nukleace ledu u strouzkii v cesnekové cibuli byla nejvyssi u nejdiive
zaloZzenych strouzki a pokraCovala po ontogenetické spirdle k nejmladSim strouzkim.
Genotypové rozdily v nukleaci ledu nebyly nalezeny u strouzki tfi klonti ani u jejich pacibulek.
Poskozeni zkoumanych organt ¢i pletiv bude slouZit pro urceni kritického organu pii poSkozeni
¢esneku nizkymi teplotami.

Klic¢ova slova: ¢esnek kuchynsky, termicka analyza, nukleace ledu, poSkozeni mrazem

Abstract

Infrared analysis was used to study ice nucleation in garlic plants and organs of five selected
clones. The "Morano’ clone, originating from Spain, had the highest ice nucleation temperature
and the "Dukat” the lowest. The highest temperature of ice nucleation was in cloves, then roots,
sheath of leaves, and the lowest in the youngest leaves, in which ice nucleation was often found
regardless of the spreading ice zone. Ice nucleation in cloves in garlic bulb was highest in the
earliest occurred cloves and continued along the ontogenetic spiral. No genotypic differences
in ice nucleation were found in cloves or in their bulbs of the three clones. Damage to the
examined organs or tissues will indicate a critical organ or tissue of garlic damage caused by
low temperatures.

Key words: garlic, thermal analysis, ice nucleation, frost damage

Uvod

Cesnek se péstuje hlavné jako ozima forma, tj. je vysazovan na podzim a béhem zimy. Miize
vzejit na podzim, nebo az na jafe. Zimu tedy pieckava v rizném ontogenetickém stadiu, v
rizném stavu naraseni strouzkl az po rostliny s vyvinutymi listy. V polnich podminkach je
casto poskozovan mrazy. Mirna poskozeni jsou patrna podle nekrdz na listech, mtize dojit az
k thynu celych rostlin vlivem nizké teploty. K totalnimu vymrznuti ¢esneki doslo na nékterych
lokalitaich naptiklad v zimé& 2011/2012. PfiCina poSkozeni mrazem je nukleace ledovych
krystalkt, které se vétSinou tvoti uvnitt bunék, nebo k nim dosahuje ledova fronta a je vzdy
letalni.

Infracervena (IR) termografie je cennou technikou pro pozorovani tvorby a Sifeni ledu v
rostlinach a byla k tomuto t¢elu pouzita u mnoha druha (Fuller a Wisniewski, 1998; Livingston
etal., 2022). Zejména teplota listli je cennym ukazatelem fyziologického stavu rostlin, reagujici
na biotické 1 abiotické stresory.

Kdyz dojde ke krystalizaci ledu, dojde k odpovidajicimu zvySeni teploty, k adiabatickému
entalpickému skoku z teploty podchlazeni do teploty mrznuti (vlivem uvolnéni latentniho tepla
krystalizace ledu) (Cox a Moore, 1997). Bod, ve kterém dochazi k heterogenni nukleaci ledu je
iniciovan nukleacnim jadrem a mize byt oznaCovan jako bod nukleace ledu nebo metastabilni
mezni teplota (Cox a Moore, 1997).
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Cilem této prace bylo pomoci infracervené analyzy detekce a vizualizace nukleace ledu
Vv rostlinach ¢esneku a jejich €asti, oznacit kriticky orgéan, nebo pletivo s nejvétsi citlivosti k
nizkym teplotam.

Material a metody

Rostliny ¢esneku byly piedpéstovany v semi-sterilnich podminkach v klimatizovanych boxech.
Teplota 22 °C, vlhkost 55 %, ozafeni, délka dne 12/8 po dobu 4-5 tydnt podle velikosti
narostlych rostlin. Rostliny byly piedpéstovany v truhliku, v pafeniStni zeming, poté byly
rostliny otuzovany pii nizké teploté: 2-3 °C a kratkém dni 8/16 hod. Cibule Cesneku byly
zZ loniské sklizné. Pacibulky byly sbirdny v plné zralosti z palic ¢esnek.

Pro vizualizaci pribehu nukleace ledu byly pouzity v celkovém poctu pramérne 20 jedinct.
Material byl umistén na filtratni papir, poloZeny na médéné podlozce umisténé v pultovém
mrazicim boxu s pocitacem fizenym reguldtorem s poklesem teploty pfiblizné 3 °C min-1.
Presnd teplota na médéné podlozce byla kontrolné zaznamenavana pomoci digitalniho
teploméru. Po umisténi rostlinného materidlu do mraziciho boxu bylo spusténo infraervené
snimani pomoci stacionarni LWIR termovizni IR kamery Workswell WIC 640 (rozliSeni
640x512px, vzorkovaci frekvence 30 fps). Pomoci SW Workswell CorePlayer Beta byl poté
vyhodnocen zdznam IR kamery. Naméiena data teploty nukleace ledu, byla pomoci SW
vizualn€ odectena a zpracovana pomoci statistického software Statistica 7.0 (StatSoft).

Vysledky a diskuze

U celych rostlin byla sledovana nukleace ledu pomoci IR kamery. Na obrazku (Obr. 1a) jsou
hodnoty nukleace ledu jednotlivych casti tak, jak postupné nastavaly pii poklesu teploty
rychlosti 3 °C min™. Nejdfive dochazelo k nukleaci ledu ve strouzcich -6,9 az do -9,6 °C, pak
s vyjimkou klonu "DZambul’, (u kterého byla nukleace ledu niz$i u kofenti nez u strouzku)
dochazelo k nukleaci kotfent v oblasti, kde vyrustaji z podpuéi od -6,2 °C (‘Dzambul’) az do-
13,5 °C (‘Dukat’). Dale se led sitil v nadzemnich ¢astech, kdy nejdifive byla pozorovana
nukleace ledu v pochvach listt, az pak dochazelo k nukleaci ledu v ¢epelich nejstarsich listd. U
nejmladsich listd byla nalezena nejvyssi teplota nukleace ledu od -12,2 °C (‘Morano’) az do -
14,6 °C (Dukat). Hodnoty nukleace ledu jsou spiSe pro porovnani mista nukleace ledu, nez pro
jejich absolutni hodnoty, ovlivnéné stochastickymi vlastnostmi nukleace ledu. Klon "Morano®
pochazi ze Spanélska, a tak se da predpokladat, Ze bude nachyIngjsi na teploty klesajici pod bod
mrazu, nez napiiklad klon Dukat, ktery pochazi z ¢eskych podminek.

Mrznuti jednotlivych strouzkl v cibuli ¢esneku probihalo podle ontogenetické spiraly (Obr.
1b). Nejprve mrzly nejdtive zalozené strouzky a pak postupné mladsi az nejmladsi. Po odtati
bylo patrné, Ze nezmrzly strouzek, ve stavu podchlazeni, nebyl poskozen nizkou teplotou (Obr.
1c). Zhodnoceni teploty nukleace ledu jednotlivych strouzki a pacibulek je prezentovano ve
sloupcovém grafu (Obr. 3). U tii klond byly sledovany u strouzkti a pacibulek teploty nukleace
ledu. Nukleace ledu byla nalezena u strouzkii pfi vyssi teploté nez nukleace ledu u pacibulek.
Nebyly nalezeny statistické rozdily v nukleaci ledu mezi genotypy u strouzk ani u pacibulek.
Rozmezi nukleace ledu u strouzkl (Obr. 3) bylo ve shod¢ s publikovanymi hodnotami -7,7 az
-14,6 °C (James et al. 2009). Hodnoty nukleace ledu u pacibulek nebyly dosud publikovany.
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‘Morano®

Obr. 1. (a) Termograficky snimek rostlin ¢esneku ¢ty klontt "Morano®, ‘Dukat’, ‘Jovan' a
‘Dzambul’. Teploty nukleace ledu, zjisténé IR analyzou jsou uvedeny u jednotlivych casti
rostliny ve stupnich Celsia. (b) Postup mrznuti v pficném fezu strouzki cesneku
v ontogenetické spirdle v neloupané cibuli ¢esneku. (c) Stejna cibule cesneku po odtati.
Posledni strouzek (*), u kterého neprobéhla nukleace ledu, pii odtati nebyl poskozeny, coz je

patrné podle neménné svétlé barvy jako pfe mrznutim.
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Obr. 2. Test nukleace ledu u rizné velkych pacibulek klonti ‘Dukat’, ‘Dzambul” a "Karel 1V".
Pti nukleaci ledu se v termogramu jednotlivé pacibulky zbarvi svétle, coz odpovida nasledné
zvySené teploté vlivem uvolnéného specifického tepla krystalizace.

‘Dukat’ ‘Bl?a%bul‘ “Karel IV’

z % 7 %
i _

Obr. 3. Nukleace ledu zméfend na zdklade IR spektra. Pocty sledovanych strouzkii byly
n=12+28 a pacibulek n=45+82. Usecky vyjadiuji standardni chybu primérnych hodnot. Mezi
klony nebyly statisticky vyznamné rozdily (p<0.01).

Zavér

Vétsinou byla nalezena Sifici se ledova zéna od podpuci k nejmlad$im listim. V méné Castych
ptipadech byla nalezena mista spontdnni nukleace ledu v ¢astech rostliny nesouvisejici s Sifici
se ledovou zonou. Nukleace ledu u strouzk v cibuli ¢esneku nastala po ontogenetické spirale
vyvoje strouzkl, pti nejvyssich teplotach nastala nukleace ledu u nejdiive zaloZenych strouzkt
az po nejmladsi strouzky. Nebyly nalezeny rozdily v nukleaci ledu u strouzki tfi klonti ani u
pacibulek, nehled¢ na jejich velikost. Jako kriticky orgén lze oznacit strouZek s nejvyssi
teplotou nukleace, ale strouzek je zpravidla v pidé 4-10 cm coz pti holomrazech miize byt
kritické. V jarnim obdobi muze byt kritickym organem nadzemni ¢ast — listy. Poskozeni ¢asti
rostliny, organa ¢i pletiva mize slouzit jako kriticky indikator poskozeni ¢esneku nizkymi
teplotami.
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Porovnani citlivosti dvou sad primeru ve srovnani s mikroskopickou
metodu pii detekci hub rodu Neotyphodium spp.

Comparison of the sensitivity of two primers sets compared to the
microscopic method in the detection of fungi Neotyphodium spp.

Drapalova L.}, Raab S.2

LY OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o0, Zubii
20SEVA PRO s.r.o., Vyzkumnd stanice travindiska Zubii

Abstrakt

U odrid jilku vytrvalého (Lolium perenne L.) byla porovnavana v roce 2022 citlivost dvou sad
primert ve srovnani s klasickou mikroskopickou metodou. Bylo vybrano celkem 12 planych
populaci a 22 odriid. U vSech polozek bylo nejprve zméfeno procentudlni zastoupeni hyf
Vv osivu pomoci svételné mikroskopie a poté byla z vyizolované DNA pfipravena reakéni smes
pro PCR reakci. Vysledkem je pomérné vysoka citlivost obou sad primerti, kterd mlize nahradit
zdlouhavy proces detekce pomoci svételné mikroskopie.

Klicova slova: jilek vytrvaly, primery, PCR, Neotyphodium

Abstract

The susceptibility of two sets of primers was in the year 2022 compared for perennial ryegrass
(Lolium perenne L.) varieties in comparison with the classical microscopic method. A total of
12 wild populations and 22 varieties were selected. For all items, the percentage of hyphae in
the seed was first measured by light microscopy, and then a reaction mixture for the PCR
reaction was prepared from the isolated DNA. The result is a relatively high sensitivity of both
primer sets, which can replace the lengthy light microscopy detection process.

Keywords: ryegrass, PCR, primers, Neotyphodium

Uvod

Jilek vytrvaly (Lolium perenne L.) je jednou z nejvyznamnégjSich picnich trav. Pice jilku
vytrvalého je velmi kvalitni, s vysokym obsahem vodorozpustnych cukrt. Jilek vytrvaly je
diploidni (2n = 2x = 14), jsou vSak vyslechtény i tetraploidni odridy (2n = 4x = 28). Velikost
genomu jilku vytrvalého je 2,623 Gbp. Jilek vytrvaly, stejné€ jako jiné picni a travnikové druhy
trav Casto obsahuji toxické alkaloidy produkované endofytnimi houbami rodu Neotyphodium
(KOPECKY et al., 2013). Jilek vytrvaly (Lolium perenne L.) je povaZzovan za idedlni travni
druh pro pouziti jako krmivo pro zvifata v zeme&d€lstvi v mirnych klimatickych podminkéch.
Jilek se rychle zakladda a roste, poskytuje husté porosty, vysoce vyzivné a lehce stravitelné
picniny, kterou Ize proménit ve zdravé maso a zivoc¢isné produkty pro lidskou spotiebu. Jeho
pouziti je vSak omezeno, protoze postradd perzistenci, zejména v okrajovych oblastech a
lokalitach, které jsou vystaveny letnim a zimnim strestim a stresu ze sucha (YAMADA, 2005).
Tyto stresy jsou schopné odbourat endofytni houby. Jedna se o endoparazitické houby nalezené
u vSech rostlinnych rodd, kde byly ziskany z asymptomatické tkané rostlin, véetné fas, mech,
kapradin, jehlicnanti a krytosemennych rostlin péstovanych v suchozemskych a vodnich
ekosystémech, vcetné¢ agroekosystému a piirodnich ekosystémt patiicich od tropickych,
subtropickych, poustnich, mirnych oblasti az po tundru a arktické biomy. VétSina studii
ukdzala, Ze hojnost, rozmanitost a druhové slozeni endofytnich hub se li§i podle hostitelskych
druhti, typu a stafi pletiv, charakteru lokality, mistnich klimatickych podminek a
antropogennich faktord (TORRES et.al., 2011). Pro agronomickou a zootechnickou praxi je

N 24

jilcich, kde po konzumaci dobytkem a skotem zpusobuji ekonomické ztraty (SCHARDL,
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MOON, 2003). Identifikace téchto hub neni slozitd. Lze je identifikovat konzervativni
mikroskopickou metodou, nebo pomoci novych molekularnich metod, jako je polymerazova
fetézova reakce PCR. Ta je zaloZena na replikaci nukleovych kyselin, které jsou zakladnim
molekularnim procesem vsech zivych organismi. Podstatou PCR je cyklicky se opakujici
enzymova syntéza novych fetézcl vybranych Usekit DNA ve sméru 5°-3" pomoci DNA-
polymeréazy. Usek vybrané nukleotidové sekvence je vymezen piipojenim dvou primerd, které
se vazou na protilehlé fetézce DNA, kdy jejich 5'-konce sméfuji proti sob&. Aby reakce
fungovala je zapotiebi pfidat do reakéni smési DNA-polymerazu a nukleotidy. Poté probiha
syntéza novych vldken na obou matricovych fetézcich protismérné. K syntéze DNA jsou
pouzivany termostabilni polymerazy, které¢ jsou izolovany z termostabilnich mikroorganism1.
Ve vétsingé pripadi se pouziva Taq DNA-polymeraza ziskana z Thermus aguaticus, ktery
odolava vysokym teplotam, pii kterych DNA degraduje. Tti kroky — denaturace DNA, pfipojeni
primeri a syntéza novych vlaken se cyklicky opakuji 25-35 krat (pozn. autora: zaleZi na daném
protokolu). Vysledkem je cca 2% syntetizovanych molekul produktu. Cela reakce probiha ve
specialnim piistroji — termocykleru (SMARDA, 2005) Viz. Obrazek 1.

V souvislosti s ménicim se klimatem a ¢ast¢j$im vyskytem suchych obdobi je dalezité hledat
druhy a odridy trav, které jsou schopny odolat témto stresovym podminkdm. OSEVA PRO
s.r.0., Vyzkumna stanice travinarskd v Zubii zodpovida v rdmci dotacniho titulu Narodni
program konzervace a vyuzivani genetickych zdroji rostlin a agro-biodiversity za feSeni
genofondové kolekce travin. Jednou z dilezitych aktivit prace s genetickymi zdroji travin je
jejich hodnoceni jak v polnich, tak i laboratornich podminkéch, které je provadéno podle
Klasifikatoru pro travy (Sevéikova et al., 2002). Ziskana data jsou preddvana do narodniho
dokumentacniho systému genetickych zdroji GRIN Czech, ve kterém jsou volné dostupna
uzivateliim genetickych zdroju a ti mohou dale tyto vysledky vyuzivat ve Slechténi a dalSich
oborech.

Obrazek 5 Princip polymerdzové retézové reakce

Polymerase chain reaction - PCR
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Zdroj: microbiologyinfo.com

Cilem této prace bylo zjistit, nakolik jsou uvedené primery citlivé na pfitomnost endofytnich
hub a zda by mohly nahradit zdlouhavy proces mikroskopovani.
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Material a metody

Pro vyzkum bylo ziskano celkem 34 polozek jilku vytrvalého (Lolium perenne L.), z toho 22
polozek byly odriidy a 12 polozek bylo ziskano sbéry z volné pfirody.

Pro detekci endofytnich hub svételnou mikroskopii bylo osivo nejprve namoceno na 12 hodin
V 5% roztoku NaOH. Nasledné bylo diikladné promyvéano vlaznou vodou po dobu piiblizné 5
minut. Po proplachnuti bylo osivo v kaliScich s perforovanym dnem zalito roztokem
laktofenolové modfi (methylova modi 50 mg, L(+)-kyselina mlécna 25 g, fenol 25 g a glycerol
50 g) a tyto kalisky byly umistény do parniho hrnce, kde se osivo vafilo na mirném ohni po
dobu 20 minut. Tento krok slouzil ke zm¢knuti osiva a soucasné k obarveni skrobovych zrn,
piipadné endofytnich hub pro snadné&jsi detekci pod mikroskopem. Po uvateni osiva byly
kaliSky dikladné proplachnuty pod slabym proudem tekouci vody a pro delsi uchovani zality

destilovanou vodou. Pro svételnou mikroskopii byl pouzit mikroskop Motic BA 310.
Obrdazek 6 Osivo v roztoku NaOH Obrazek T Osivo namocené ve smési laktofenolu

™

Pro detekci endofytnich hub metodou PCR byla nejprve z lyofilizovaného, rozemletého osiva
vyizolovana DNA pomoci Genomic DNA Mini Kit (Plant). Do 1,5 ml mikrozkumavek
odvazeno piiblizné¢ 25 mg suSené¢ho materialu, do kterého byl pfidan pufr a RNasa A, vSe bylo
zvortexovano a inkubovano pii 60 °C. Poté byl lyzat prefiltrovan, aby se odstranily zbytky
bun¢k a srazeniny soli. V piitomnosti vazebného pufru spojeného s chaotropni soli se genomova
DNA v lyzatu vaze v kolon¢ na matrici ze sklenénych vldken. Kontaminanty se odstranily
pomoci promyvaciho pufru (obsahujiciho ethanol) a purifikovana genomova DNA se eluovala
elu¢nim pufrem s nizkym obsahem soli. U vyizolované DNA byla zméfena koncentrace DNA
na spektrofotometru a nsledné upravena na koncentraci 10 ng.ul™. Taktéz dodané primery byly
nafedény na pracovni roztok 10 uM.

Reakéni smés pro PCR byla napipetovana do 0,2 ml mikrozkumavek nasledovné: Ready To
Use PCR MasterMix 10 ul, Forward primer 0,4 pl. Reverse primer 0,4 pl, DNA 1 ul a doplnéno
PCR vodou do objemu 20 ul. Takto rozpipetovana smés byla vloZzena do thermocycleru. Teplota
annealingu byla optimalizovana pro kazdou sadu primert zvlast’ a byla vybrana nejvhodnéjsi.

Tabulka 1 Piehled pouzitych primeri

Nazev Forward 57-3" Reverse 5°-3° Velikost Zdroj Ta
primeru vysledného [°C]
produktu
Tub-2 GGTGTTGAGC | GTCTCATCTCCG | 444 bp Doss, R 1998 | 58
primers | CCCCCTGATTT | GGGCGGTAT
IS-RS-5" | GAGCCCCTGA 65
TTTCGTAC
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IS NS-3” TTGAAGTAGACA | 370 bp Dombrowski,
CTCATACGCTC JE. et al
2006

Vysledky a diskuse

Mikroskopickou metodou byla zjisténa ptitomnost endofytnich hub a zapsana jejich ¢etnost v

% viz. tab. 2

Tabulka 2 Vysledky mikroskopického mérent
Druh Odrida/PF MnozZstvi %

zachytu

L. perenne | Belatrix 50 semen 0
L. perenne | Crown 50 semen 0
L. perenne | Olaf 50 semen 0
L. perenne | Ahoj 50 semen 0
L. perenne | PF 242/99 50 semen 0
L. perenne | PF 35/05 50 semen 0
L. perenne | PF 197/99 50 semen 0
L. perenne | PF 11/08 50 semen 0
L. perenne | Barolympic 50 semen 0
L. perenne | Mischa 50 semen 0
L. perenne | Harrier 50 semen 24
L. perenne | Propoz 50 semen 0
L. perenne | PF 129/99 50 semen 0,5
L. perenne | PF 37/08 50 semen 0
L. perenne | PF 35/15 50 semen 9
L. perenne | PF 89/08 50 semen 0
L. perenne | Laudon 50 semen 0,5
L. perenne | Pinball 50 semen 80
L. perenne | Trenck 50 semen 0
L. perenne | Presidian 50 semen 0
L. perenne | Vojta 50 semen 10
L. perenne | Aspire 50 semen 40
L. perenne | Bandalore 50 semen 44
L. perenne | Banfield 50 semen 82
L. perenne | Hancock 50 semen 56
L. perenne | Monsieur 50 semen 34
L. perenne | Thrive 50 semen 82
L. perenne | PF 24/15 50 semen 18
L. perenne | PF 15/18 50 semen 66
L. perenne | PF 18/18 50 semen 18
L. perenne | PF 25/18 50 semen 0
L. perenne | ZUSA 01 50 semen 0
L. perenne | ZUMS 03 50 semen 6
L. perenne | ZUMI 02 50 semen 6

Pozn: PF-plana flora
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Z tabulky lze vyc¢ist, ze nejvyssi zachyt endofytnich hub konzervativni mikroskopickou
metodou byl zaznamenan u poloZek Banfield a Thrive shodné 82 %, Pinball 80 %, PF 15/18 66
%, Hancock 56 %, Bandalore 44 %, Monsieur 34 %, Harrier 24 % a polozky PF 18/18 a PF
24/15 s 18 % napadenim.
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Obrazek 4 nam ukazuje ptfitomnost specifickych bandi o velikosti 444 bp u polozek Harrier,
Pinball, Aspire, Bandalore, Banfield, Hancock, Monsieur, Thrive a PF 15/18. Oproti tomu nam
obrazek 5 ukazuje ptfitomnost specifickych bandii o velikosti 370 bp u polozek Harrier, Pinball,
Aspire, Bandalore, Banfield, Hancock, Thrive.

Zavér

Ob¢ sady primert vykazuji téméf totoznou citlivost na ptitomnost DNA endofytnich hub.
Z obrazku 4 ndm vyplyva, ze Tub 2 primery jsou citlivé}si, protoZe jsou schopny zachytit i niZsi
koncentraci DNA endofytnich hub. Z hodnot vyplyva, ze je tato sada primerti schopna
nasednout pii teploté 58 © C na DNA, ktera je zastoupena ve vyizolované DNA i lehce pod 30
%. Zatimco v piipadé sady primerd IS-RS-5 a IS NS-3" nasedaji za vysSich teplot kolem 65 °C
a to na DNA endofytnich hub, ktera je vyssi nez 40 %. Vzhledem K vétsi presnosti nasedani
sady primert (Tab 2) za pouziti komerc¢né pripraveného Ready To Use PCR MasterMixu, Ize
fici, ze pti screeningu endofytnich hub u odrid a ekotypt jilku vytrvalého je metoda detekce
mikroskopicky plné nahraditelnd pomoci PCR. Metoda PCR je rychlejs$i a naprosto vyhovujici,
vzhledem k tomu, Ze za endofytni polozky (tzv. E+) lze povazovat jen ty, u kterych byla
pfitomnost endofytnich hub detekovana ve vice nez 30 %. Soucasné¢ diky RTU MM je
eliminovéna lidska chyba pii nepiesnosti pipetovani Taq polymerazy, nukleotida a upravovani
pH reakéni smési. Diky této metodé, 1ze detekovani endofytnich hub provozovat i komeréné.
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Ochrana repky proti stonkovym Kkrytonosciim v roce 2022

The rapeseed stem weevils control in 2022
GaliSova V.}, Seidenglanz M.2, Arbelaez M. M.2, Kolaiik P.

YOSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o., provozovna Opava
2Agritec Plant Research s.r.o., Sumperk
3Zemédélsky vyzkum Troubsko s.r.o.

Abstrakt

V roce 2022 byl testovan vliv kombinace registrovanych insekticidd a riznych terminti aplikace
na stonkové krytonosce u fepky. Nejlepsi bylo oSeteni po dosazeni vrcholu letové aktivity a
zat¢atku kladeni vaji¢ek nasledované dal§im oSetfenim po dvou tydnech. Uéinnost osetieni byla
nedostate¢na vlivem vysokého poctu dospélct a extrémné protazené letové aktivity.

Klic¢ova slova: ozima ftepka; Ceutorhynchus pallidactylus; Ceutorhynchus napi;
ochrana proti Sktidcim

Abstract

The combination of registered insecticides and treatment terms were tested to rapeseed stem
weevils. The best were treatments after the reaching of fly activity top and the start of egg laying
subsequent by the further treatment after two weeks. The pest control was unsufficient for the
too high imagoes number and too extended fly activity.

Keywords: winter oilseed rape; Ceutorhynchus pallidactylus; Ceutorhynchus napi;
pest control

Uvod

Dtsledky klimatické zmény maji v poslednich letech neptiznivy dopad i na ochranu fepky proti
Skudcim. Vyraznym zpltsobem vzrostl vyskyt krytonosce ¢tyfzubého Ceutorhynchus
pallidactylus, u kterého navic doslo k podstatnému roztazeni letové aktivity. Severni Morava
byla az donedavna oblast s dominanci krytonosce ¢tyfzubého, krytonosec tepkovy
Ceutorhynchus napi se zde vyskytoval jen ojedinéle. V poslednich letech vSak také jeho vyskyt
Vv porostech narista, dochazi k prekracovani praht $kodlivosti (né¢kdy velmi vyrazn¢) a k tomu
se ptidaly i zdkazy funkénich ucinnych latek. Cilem préace bylo proto zjistit, jaké jsou moznosti
a ucinnost ochrany proti témto Skiidcim s pouzitim registrovanych ptipravka, které jsou po
restrikcich k dispozici.

Material a metody

Na tfech lokalitach — v Opavé, Troubsku a Sumperku bylo dle jednotné metodiky testovano 12
riznych variant ochrany porosti fepky proti stonkovym krytonoscim (Tabulka ¢. 1).
Insekticidy byly aplikovany celkem ve tfech riiznych terminech. Prvni termin — oSetfit co
nejdiive, bez ohledu na letovou aktivitu. Druhy termin oSetfeni nastal po splnéni pfekroceni
prahu Skodlivosti a vyskytu prvnich samic se zralymi vaji¢ky. Tteti termin oSetteni byl datovan
14 dni po druhém oSetfeni. Vzhledem k dominanci krytonosce Ctyfzubého na severni Morave a
k nékolikatydennimu odstupu zacatku kladeni vajicek od migrace do porostu (Seidenglanz et
al. 2013), bylo cilem provést prvni insekticidni oSetfeni v pokusu v dobé, kdy po dosazeni
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nadprahové letové aktivity imag (3 dospélci / 1 Zlutd miska/ 1 den sledovani) byly v miskach
poprvé zachyceny samice se zralymi vajicky v ovariolach, tedy idedlné tésné ptred zacatkem
kladeni. Vzhledem k tomu, Ze jedno oSetfeni insekticidem na ochranu fepky proti krytonosciim
v soucasné dobé kvuli prodlouzené letové aktivité nestaci (Havel et al. 2020), dalsi aplikace
m¢éla byt provedena se 14-dennim odstupem po piedchozi aplikaci.

Pokusy byly zalozeny metodou znahodnénych blokt ve ¢tyfech opakovanich, osetiena
plocha jedné parcely byla 20 m2. Tfi po sobé& jdouci oSetfené parcely byly mezi sebou oddéleny
neosetienou parcelou o plose 10 m? Terminy oSetieni byly stanoveny podle vysledka
monitoringu letové aktivity dospélcii obou druhli stonkovych krytonoscli a stupné vyvoje
vajicek u jejich samic. Letova aktivita Sktidci byla monitorovana pomoci vétStho mnozstvi
prostorové rozmisténych zlutych misek, které byly na lokalitu umistény po zaznamenani
prvnich dni s teplotnimi maximy atakujicimi hranici 10°C. Za pfiznivého pocasi byly zachyty
vyhodnocovany dvakrat tydné. U krytonoscti bylo stanoveno pohlavi a pitvou ovariol stupeni
vyvoje vajicek u samic. Ziskané tudaje slouzily k optimalizaci terminu oSetfeni proti
krytonosclim. Zachyty ve zlutych miskéach byly sledovany az do doby kveteni ozimé fepky.
Nasledné poskozeni rostlin, zptisobené zirem larev, bylo hodnoceno poprvé piiblizné tfi tydny
po posledni aplikaci, jest¢ v dobé€ kveteni porostu. Druhé hodnoceni probéhlo v poloviné
mésice Cervna, po odkvétu, jest¢ pred opadem nejstarSich listd na rostlinach. Po podélném
rozfiznuti stonku byla zméfena délka Zirem poskozené Casti a byla vypoctena Gc¢innost dle
Abbotta. Vysledky ze sklizn¢ (vynos, vlhkost) byly zpracovany metodou analyzy variance. U
hodnot oznacenych stejnym pismenem nejsou rozdily statisticky prikazné.

Tabulka 1 Prehled oSetieni insekticidy a termind aplikaci

varianta €. | 1. termin aplikace 2. termin aplikace 3. termin aplikace
1 XXX XXX XXX
2 Karate Zeon (0.125 I/ha)
3 Karate +  MospilanMizu
(0.125 I/ha + 0.35 I/ha)
4 Karate Zeon (0.125 I/ha)
5 Karate + Mospilan Mizu
(0.125 I/ha + 0.35 I/ha)
6 Magma (0.2 I/ha)
7 Karate Zeon (0.125 I/ha) | Mospilan Mizu (0.35 I/ha)
8 Karate Zeon (0.125 I/ha) | Magma (0.2 I/ha)
Karate + Mospilan Mizu
9 (0.125 I/ha + 0.35 hha) | Magma (0.2 1/ha)
Karate + Mospilan Mizu
10 Magma (0.2 I/ha) (0.125 I/ha + 0.35 I/ha)
11 Magma (0.2 I/ha) Mospilan Mizu (0.35 I/ha)
12 Karate + Mospilan Mizu
(0.125 I/ha + 0.35 I/ha)

W Opavé postiik proveden 21.3. 2022, v Sumperku 19.3. 2022, v Troubsku 22.3.2022
2V Opavé postiik proveden 30.3. 2022, v Sumperku 29.3. 2022, v Troubsku 25.3.2022
3V Opavé postiik proveden 12.4. 2022, v Sumperku 15.4. 2022, v Troubsku 7.4.2022
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Vysledky

Opava

Seti pokusné plochy probéhlo v prvni dekad¢ zati, opozdéné oproti agrotechnickému terminu
Z divodu castych a vydatnych destovych srazek. Nasledny pribéh pocasi byl pro vzchazeni a
rist rostlin piivétivy, takze i pozdé seté plochy dobie vzchazely a vyvijely se. Rijen a listopad
byly mésice teplé a suché, porosty ozimé fepky vchazely do zimniho obdobi v pomérné dobrém
stavu. Zima byla mirnd, vyznacujici se nadprimérnymi teplotami a podprimérnym mnozstvim
srazek, diky cemuz nedoslo k vymrznuti rostlin. Bfezen byl srazkové i teplotn€ normalni, duben
srazkoveé normalni a studeny. Byla zachovana dobra kondice rostlin, nastup kveteni datovan na
zacatek kvétna. Poté pokracoval raz nadprimérné teplého a suchého pocasi — od kvétna az do
cervence, jehoz disledkem byla v€asna a bezproblémova sklizeii pokusu. Porost se po dobu
vedeni pokusu dobte vyvijel, byl vyrovnany, bez defekti.

Vlivem chladného pocasi bylo mozné zluté misky rozmistit az 14.3.2022. Migrace krytonoscii
do porostu zacala v poloviné biezna (tabulka ¢. 2), vV porovnani s rokem 2021 o tii tydny
pozdéji. Prvni oSetfeni bylo provedeno 21.3.2022. Hlavni vlna letové aktivity krytonoscii byla
na Opavsku 22. — 24.3., v té dob¢ doslo k prekroceni prahu skodlivosti. Druhé osSetieni bylo
provedeno 30.3. po nalezu prvnich samic se zralymi vajiCky. Provedeni tfeti aplikace
nasledovalo 14 dni poté.

Tabulka ¢. 2 Letova aktivita $kiideti Opava 2022, hon €. 100

17.3. 42Ceutqu* 325109 BV

21.3. 7Ceutqu 3342NV

24.3. 114Ceutqu* 34480912 BV/68NV, 10 Phylss, 1 Meliae
28.3. 23Ceutqu 15382NV, 1 Psylch,, 10 Phylss, 6Ceutna
31.3. 33Ceutqu 15418912 NV/6 ZV, 1 Psylch, 2 Phylss

7.4. 17Ceutqu 631124 NV/7 ZV, 6Phylss,

11.4. 19Ceutqu 10399 ZV, 1 Psylch,, 10 Phylss

* - prekroceni prahu skodlivosti, BV — bez vajic¢ek, NV nezralé vajicka, ZV zralé vajicka
Ceutqu — krytonosec ¢tyizuby, Ceutna — krytonosec fepkovy, Psylch — diepcik olejkovy, Phylss
— drepcici rodu Phyllotreta, Meliae — blyskacek fepkovy

Tabulka ¢. 3 Délka zirem poskozené ¢asti stonku, Opava 2022

Var. | Poskozeni cm Uéinnost % Var. | PoSkozeni cm Uéinnost %
1 16,65a 0 7 10,52ab 36,79
2 13,92ab 16,39 8 9,67ab 41,89
3 10,20ab 38,74 9 8,07b 51,50
4 18,02a -8,26 10 | 7,62b 54,20
5 14,57ab 12,46 11 10,50ab 36,94
6 10,35ab 37,84 12 15,40a 7,51
Tabulka ¢. 4 Vynos semen Opava 2022
Var. | t/ha % Var. | t/ha %
1 3,93a 100,00 7 4,07a 103,35
2 4,05a 102,84 8 4,04a 102,70
3 4,07a 103,25 9 4,28a 108,65
4 4,03a 102,41 10 | 4,45a 113,11
5 4,09a 103,9 11 | 3,92a 99,73
6 4,16a 105,58 12 | 4,12a 104,57
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Pro charakterizaci poSkozeni stonku byla délka Zirem poSkozené casti vhodnéjsi,
protoze ke kladeni vajicek dochédzelo po dlouhé obdobi. Ve stonku byly larvy riizné velikosti,
¢ast z nich uzZ stonek opustila, a proto by mohl pocet larev byt timto zkreslen. Z vysledkt
vyplyva, Ze jedno ofetieni insekticidem (varianty 2 — 6 a 12) ma u¢inek nedostate¢ny. Ucinek
dvou oSetfeni (varianta 7 — 11) je lep$i, varianty €. 9 a 10 byly prikazné lepsi nez neoSetfena
kontrola, ale i zde byla biologicka t¢innost pomérné nizka. Varianty ¢. 9 a 10 mély i nejvyssi
vynos semen (tabulka €. 4), vliv oSetfeni na vynos semen byl ale pomérné nizky.

Troubsko

Tabulka €. 5 Letova aktivita krytonoscti v Troubsku
21.3. 10 & 2QCeutqu
23.3. 462 409Q Ceutqu™; 23329 Ceutna
25.3. 16432099 ZV Ceutqu*; 124829 ZV Ceutna
28.3. 5469 ZV Ceutqu; 1Q ZV Ceutna
30.3. 63119 ZV Ceutqu
7.4. 54109 BV Ceutqu
14.4. 10462 BV Ceutqu; 1312 BV Ceutna
19.4. 1312 BV Ceutqu
25.4. 2429 ZV Ceutqu
28.4. 1312 ZV Ceutqu
9.5. 1419 ZV Ceutqu
13.5. 5412 BV Ceutqu

Sledovani letové aktivity bylo zahajeno 8.2.2022 (tabulka €. 5), prvni vyskyty byly zjistény az
V poloving¢ bfezna s jednim vrcholem v posledni dekadé biezna. V tabulce nejsou uvedena
hodnoceni bez vyskytu skudcta (14.2. — 14.3.,4.4.,21.4.,2-5.5.2 16.5.).

Tabulka ¢&. 6 Poskozeni rostlin a sklizett — Troubsko 2022

13.05.2022 09.06.2022 18.07.2022

poskozeni (v cm) | % biologické | poSkozeni (v |% biologické |t/ha %
\ar. ucinnosti cm) ucinnosti
1 42,17a 0 87,57a 0 2,05a 100
2 28,83ab 31,62 90,27a -3,08 2,31a 112,79
3 20,13ab 52,25 86,2a 1,56 2,4a 117,31
4 17,60ab 58,26 87,5a 0,08 2,32a 113,15
5 26,83ab 36,36 82,13a 6,2 2,58a 125,91
6 17,67ab 58,1 67,83a 22,54 2,14a 104,48
7 19,73ab 53,2 68,5a 20,63 2,24a 109,15
8 10,07b 76,13 56,5a 35,48 2,48a 121,07
9 17,43ab 58,66 75,73a 13,51 2,07a 101,01
10 13,47b 68,06 69,97a 20,1 2,16a 105,42
11 19,87ab 52,89 81,7a 6,7 2,34a 114,27
12 21,67ab 48,62 77,63a 11,34 2,19a 106,75
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Pii rozborovani stonkl (tabulka €. 6) byl zjistén prikazny rozdil mezi variantami § a 10 a
ostatnimi sledovanymi v prvnim terminu hodnoceni. Ve druhém terminu hodnoceni vyrazné
poklesla biologicka u¢innost, mezi jednotlivymi variantami nebyly zjistény prikazné rozdily.
Pti skliziovém hodnoceni nebyl zjistén prikazny rozdil, u vSech oSetfenych variant doslo ke
zvyseni vynosu semen.

Sumperk

V Sumperku byl pokus zaset 28.8. 2021. Porost se v obdobi podzimu vyvijel ptiznivé. Do zimy
vstupoval jako vyrovnany a dobie pfipraveny snaSet abiotické stresy (6 — 7 pravych listd,
prumérna tloustka kotenového krcku 10.5 — 11.5 mm). Zimu piekonal bez vétsSich probléma.
Misky pro monitoring letové aktivity byly do porostu vloZeny pomé&rné ¢asné 15.2. Cilem bylo
nepromeskat prvni letovou aktivitu. zachytit jeji prubéh v jeji kompletni podobé a co nejdiive
navazat na monitoring letové aktivity diepcika olejkového provadény na této pokusné lokalité
az do pocatku prosince 2021. Vysledky uveden¢ v Tabulce 7 také potvrzuji, Ze dospélci tohoto
druhu (Psylch) byli témi prvnimi aktivnimi zastupci Skodlivé hmyzi fauny pfitomnymi
V porostu pomérné dlouho pted tim (18.2. 2022), nez se tam objevili prvni migranti krytonosce
ctytzubého (Ceutqu) a k. fepkového (Ceutna 21.3. 2022).Letova aktivita byla dvouvrcholova
(24 - 28.3. a 29.4. — 10.5.) Jasné dominoval Ceutqu, avSak ani vyskyt Ceutna nebyl zcela
zanedbatelny. Z vysledkli monitoringu vyplyva, Ze letova i ovipozi¢ni aktivita k. ¢tyfzubého i
k. fepkového se na pokusné lokalité protdhla nejméné az do 20.5., kdy byl monitoring ukoncen.

Tabulka ¢.7 Letova aktivita vybranych druhii $kiideti, Sumperk 2022 (piepoéteno na 1 misku)

18.2. |0.67 Psylch 0.33922V

9.3. |1.33 Psylch 0.339ZV, 0.33 Phyni

14.3. | 1.33 Psylch 0.332ZV, 0.67 Phyni

17.3. | 2.00 Psylch 0.332BV

21.3. [20.33 Ceutqu 5.339BV, 0.67 Ceutna 0.339BV, 1.33 Psylch 0.67 9BV

24.3. |168.33 Ceutqu 67.33% 4.33NV, 6.33 Ceutna 3.009 1NV, 1.67 Psylchd

28.3. Meliae

140.33 Ceutqu 43.339 10.33NV/ZV, 9.00 Ceutna 2.33% INV/ZV, 5.67 Psylch 19BV, 1.33

31.3. | 29.00 Ceutqu 16.33% 0.33ZV, 1.67 Ceutna 0.339Z2V, 2.00 Psylch &, 5.00 Meliae

4.4. |0.67 Ceutqu 0.3392V

7.4. |2.00 Ceutqu 1.339 0.672V, 1.33 Psylch 0.679BV, 1.00 Meliae

12.4. |4.33 Ceutqu 1.67922V, 0.33 Psylch &

14.4. | 4.67 Ceutqu 2.0092V, 0.67 Psylch 0.339ZV, 3.67 Meliae

19.4. | 2.67 Ceutqu 1.0092V, 2.00 Meliae

22.4. |3.33 Ceutqu 2.339 1.67ZV, 16.33 Meliae

26.4. | 3.67 Ceutqu 1.339 1.00ZV, 8.33 Meliae

29.4. |21.67 Ceutqu 10.67% 9.00ZV, 1.00 Ceutna 0.67% 0.33ZV, 21.67 Meliae

3.5. [58.00 Ceutqu 27.009 24.67ZV, 2.67 Ceutna 0.679 0.33ZV, 52.33 Meliae

6.5. |41.00 Ceutqu 17.009 14.33ZV, 2.67 Ceutna 2.009 1.67ZV, 20.67 Meliae

10.5. | 25.67 Ceutqu 16.009 10.33ZV, 0.67 Ceutna® 0.332V, 21.67 Meliae

20.5. [9.00 Ceutqu 5.009 3.50ZV, 0.50 Ceutna?ZV, 15.00 Meliae

Rozvleklost obdobi letové aktivity a kladeni ziejmé vyrazné ovlivnila zaznamenané hodnoty
poskozeni stonkli od larev obou sledovanych krytonoscli a nizkou G¢innost porovndvanych
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insekticidi. Z vysledki uvedenych v Tabulce 8 je ziejmé, Ze pro ziskani nezkreslené predstavy
o realné ucinnosti insekticidnich aplikaci zeyména v podminkach vysokého vyskytu a dlouhého
obdobi kladeni je také dulezité, kdy se provadi odbér rostlin a kdy se troven poSkozeni stonkl
hodnoti, nebot’ tiroven poskozeni postupné nariista (viz rozdily mezi 1. a 2. hodnocenim).

Ze srovnani dat v tabulce 8 a 9 (vynosy) je patrné, Ze bez ohledu na zaznamenanou ucinnost
insekticidi na Skudce samotného, se dopad na vynos Casto vibec neprojevil. Jako jedna
Z variant, o jejimz pozitivnim piinosu lze v tomto smyslu pfeci jen uvazovat, je aplikace
etherického pyretroidu etofenprox tésné pred pocatkem kladeni samic krytonoscti, ndsledovana
aplikaci kombinace pyretroidu (zde lambda-cyhalothrin) s neonikotinoidem (acetamiprid)
V nesniZzenych davkach (var. 10). Zcela bezvyznamnd je aplikace ptedCasna (zde termin I) a
vlastné jakakoliv aplikace nezdvojena (bez ohledu na termin posttiku).

Tabulka &. 8 Délka Zirem poskozené &asti stonku, Sumperk 2022

19.5.2022 6.6.2022
cm s. odchylka | u¢innost % | cm s. odchylka | a¢innost %
1 72,10 10,86 0,00 75,30 15,12 0,00
2 48,30 18,80 33,01 78,30 25,93 8,78
3 31,50 11,29 56,31 57,20 24,40 22,01
4 34,60 12,16 52,01 69,45 32,64 7,77
5 22,40 14,42 68,93 52,94 28,04 29,7
6 28,90 16,23 59,92 64,91 31,79 13,79
7 21,70 13,67 69,90 53,29 29,96 29,23
8 18,40 10,04 74,48 50,05 28,81 33,53
9 26,30 11,06 63,62 53,98 23,68 28,32
10 21,70 12,99 69,90 43,16 28,43 42,68
11 37,50 15,34 47,99 61,53 28,86 18,29
12 23,20 10,33 67,82 4856 23,74 35,51
Tabulka &. 9 Vynos semen Sumperk 2022
Var. |t/ha % Var. t/ha %
1 4.24a 100.00 7 4.52a 106.67
2 3.95a 93.21 8 4.04a 95.16
3 4.26a 100.38 9 4.61a 108.81
4 4.47a 105.47 10 4.98a 117.42
5 4.12a 97.17 11 4.03a 95.03
6 4.48a 105.66 12 4.24a 100.00
Diskuse

V poslednich asi péti az osmi letech jsou u obou druhii stonkovych krytonosctli ve stiedni a
zapadni Evropé zaznamenavany v porostech fepky vyssi vyskyty, prvni zachyty dospé€lct ve
a obdobi kladeni zac¢ina diive (Junk et al., 2012; Eickermann et al., 2014). To je samo o sobé
dost dulezité z hlediska nutnosti ménit piistup k ochrang, ale neni to vSe. To, co komplikuje
zemédéletim ochranu porostl pfed témito Skiidci jesté vice, je vyrazné€ rozvleklejsi prabch
migraci do porostii zejména u krytonosce Ctyfzubého. Rozvleklost letové aktivity je pak
pti¢inou prodlouzeni obdobi kladeni o 2 — 4 tydny. Kombinace vyrazného nartstu vyskytt a
prodlouzeni obdobi kladeni jsou zfejmé témi hlavnimi divody, pro¢ se Skodam piisobenym
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larvami zabranit nedafi (Eickermann et al., 2020). Je obtizné stanovit vhodny termin pro
aplikaci insekticidu a reziduélni G¢innost jedné aplikace neni dostate¢né dlouhd, aby poskytla
porostu ochranu po celé obdobi kladeni. Vysledky publikované v tomto piispévku to potvrzuji
a jsou v souladu s n¢kolika dal$imi studiemi (Milovac et al., 2017; Heimbach & Miiller, 2013).
V roce 2020 Havel a kolektiv zjistili, ze u¢innost jednoho oSetfeni syntetickymi pyretroidy je
V porovnani s organofosfaty zcela nedostatecna a ze jedno oSetfeni insekticidem v soucasnosti
pro ochranu fepky proti stonkovym krytonosctim naprosto nestaci. V roce 2022 se to potvrdilo,
ale ani dvé oSetfeni insekticidy nedokdzaly fepku dostate¢né ochranit proti krytonosctim.
Problémem je nedostate¢na perzistence ucinku u obou hlavnich skupin insekticidii, pyretroidii
1 neonikotinoidl. Je to dano vztahem, ktery se postupné méni: délka perzistence insekticidi se
relativné sniZzuje v zdvislosti na prodluzovani délek migraci a kladeni. Ochrana porosti
postavena na jednom postiiku provedeném nc¢kdy na zaCatku obdobi kladeni, a to 1 za
pfedpokladu spravného nafasovani (tedy tésn¢ pied zahdjenim kladeni prvnich samic
V populaci), nemiize zajistit, aby ziistal porost nenapaden. Ze studii zabyvajicich se vlivem
probihajici klimatické zmény na chovani fepkovych Skidct vyplyva, Ze se u krytonosce
¢tyfzubého 1 krytonosce fepkového bude i nadale obdobi migraci (a tedy i kladeni) prodluzovat
(Junk et al., 2012; Eickermann et al., 2014). Prvni znamky poklesu citlivosti populaci
krytonosce fepkového a krytonosce Ctyizubého k pyretroidim byly v Evropé zaznamenany jiz
pred nékolika lety (Heimbach & Miiller, 2013). Také v CR jiz byly populace k. étyizubého se
snizenou citlivosti k pyretroidim zaznamenany. Poprvé v roce 2019 a po té opéct vietech 2020
12021 (Seidenglanz et al., 2021b). Je proto mozné, ze nékde se uz rezistence v praxi projevuje.
Je potteba hledat technologie péstovani, které jsou méné zavislé na pesticidech, zptesnovat
2020), prehodnotit a na dost odlisSnych zakladech postavit zpiisob konstruovani tak zvanych
prahti Skodlivosti (Ramsden et al., 2017), intenzivné hledat a redln¢ do Slechtitelskych
programu zatfazovat zdroje tolerance a rezistence (Hervé & Cortessero, 2016), aby bylo mozné
vice stavét na obrannych mechanismech rostlin (zvysit resilienci a rezistenci agrocendz proti
(a)biotickym strestim) a ovéfovat a vyuzivat pozitivni dopady spojené s odlisSnou kompozici a
strukturou porostl na disperzi a vyskyt skiidcti (Cadoux et al., 2015; Dam et al., 2020). Otazkou
do diskuse je, jestli pfi tak dlouhé aktivité¢ krytonoscii a pii tak vyrazné nadprahovych
vyskytech, jaké byly zaznamenany na lokalité Sumperk, by neméla nasledovat jesté aplikace
dalsi na konci dubna.

Zavér

V roce 2022 byla letova aktivita krytonosci v Opavé a Troubsku kratsi nez v predchozich
letech, ale i pies to vyrazné delsi nez pred 10 lety. V Sumperku byla letova aktivita obou druhii
stonkovych krytonoscti naopak relativné dlouha se dvéma jasné odliSitelnymi vrcholy. Situace
se postupné zhorSuje, protoze vlivem ptiznivych zim vice Skiidct pfezimuje a neni k dispozici
dostateéné u¢inné opatifeni na jejich potlaceni. Péstitele jsou stavéni do situace, kdy se
soucasnymi registrovanymi piipravky nelze fepku dostatecné ochrénit a roste riziko vzniku
rezistence, protoze tytéz piipravky jsou registrovany i proti dal§im jarnim sktidctm, takze pfi
jejich aplikaci s nimi ¢ast krytonosct piijde opakované do styku.
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Monitoring patogenti ve smésich pro zatraviiovani tramvajovych trati

Monitoring of pathogens in grass mixtures for tram tracks
Golosna L., Holubec V., Chrpova J.
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha 6-Ruzyné

Abstrakt

V roce 2022 byl proveden monitoring houbovych onemocnéni U 3 experimentalnich travnich
smési pro terénni upravy ve dvou lokalitich v Praze na tramvajovych toénach Sidlisté Repy a
Spoftilov. Vysledkem vizudlniho posouzeni a fytopatologického rozboru vybranych rostlin v
laboratofi bylo zjiSténo, ze na travach v méstském prostiedi byly nalezeny patogeny z rodu
Fusarium, Alternaria a Nigrospora. Na rostlinach celedi Fabaceae byly zjistény druhy -
Erysiphe, Colletotrichum, Fusarium, Ascochyta, Volutela, Alternaria,. Dalsi druhy
dvoudéloznych - Achillea, Plantago, Cichorium byly napadeny houbami z rodi Septoria,
Phomopsis, Fusarium, Alternaria a Colletotrichum.

Klic¢ova slova: zatravitovaci koberce; travy; byliny; jeteloviny; houbové choroby

Abstract

Disease monitoring was carried out on 3 experimental grass mixtures for landscaping in two
locations of tram turning ends in Prague at the Sidliit¢ Repy and Spotilov in 2022. As a result
of visual assessment and phytopathological analysis of selected plants in the laboratory, it was
found that pathogens from the genera Fusarium, Alternaria and Nigrospora were localized on
grasses in the urban environment. The genera Erysiphe, Colletotrichum, Fusarium, Ascochyta,
Volutela, Alternaria were found on the plants of the Fabaceae family. Other species of dicots
- Achillea, Plantago, Cichorium were affected by fungi from the genera Septoria, Phomopsis,
Fusarium, Alternaria and Colletotrichum.

Key words: grass carpets; grasses; herbs; clovers; fungal diseases

Uvod

Tramvajové trat€¢ v mnoha evropskych méstech jsou zatraviiovany. Tyto zelené pruhy poskytuji
celou fadu vyhod zejména snizovani teploty vyparem a transpiraci, umoziuji infiltraci dest'oveé
vody, absorbuji zne€isténi a hluk generovany brousenim kovovych kol na kolejich (Kaushik,
2013). Naroc¢né prostiedi mést nas nuti vyhledavat druhy, které odolavaji suchu, horku i
vydatnym deSttm. V obcich se objevuji louky misto klasickych sekanych travnika. Jejich
vyhodou je, ze jsou odolné vii¢i vykyviim pocasi, maji nizké néklady na udrzbu a jsou druhové
rozmanité — je tedy velka Sance, ze v nich pfezije vétsi mnozstvi druhli (Zelena domacnost,
2022).

Smési vybrané pro ozelefiovani dopravnich staveb by mély mit vlastnosti vhodné pro rast v
méstském prostiedi, nemély by vyzadovat dodatecné zalévani a mély by mit dobry vzhled a
pteziti. Tyto vlastnosti mohou poskytnout plané druhy rostlin z extrémnich lokalit, které jsou
prizpiisobené neptiznivym faktorim. SoucCasné klimatick¢é zmény a pozadavky na Zivotni
prosttedi v sidelnich celcich a velkych primyslovych aglomeracich vedou k
nutnému prehodnoceni soucasnych technologii klasickych zelenych trati s pfirodnimi travniky
a zeminami (Silnice Zeleznice, 2019). V CR neni dostateéné Siroké spektrum komerénich
materidli pro ozelefiovani, které by byly potieba pro zatézové a specialni podminky mést a pro
meénici se klimatické podminky. V kolekcich genové banky bylo shromazdéno v prubéhu
30ti leté expediéni aktivity v CR pies tisic genetickych zdroji. Pravé tyto materialy byly vyuZity
pro specialni osivové smési v kombinaci s komerénimi domacimi kultivary.
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Udrzba travniku hraje zasadni roli v jakémkoli krajinném designu, véetné méstského. Krasny a
dobte udrzovany travnik mlze zlepsit okolni krajinu (Harsh et al., 2020). Jednim z faktora
ovlivityjicich vzhled travnikové smési je odolnost vici riznym faktorim prostfedi. Napadeni
trav patogeny zhorsuje jejich stav a miize vést az k tplnému zniceni travniku.

Jeteloviny pifitomné v bylinnych smésich tak mohou byt zvlasté v pozdnim 1été¢ a na podzim
siln€ napadeny padlim. Pfispiva k tomu seceni, které vede k Sifeni infekce. (Kobes, Slachta,
2011).

Na travach se nejcastéji vyskytuji choroby kotfenového systému, zplisobené houbami z roda
Fusarium, Rhizoctonia, Pythium. Na listech se béhem vegetace bézné vyskytuji rody Septoria,
Bipolaris, Puccinia, Alternaria aj. Mimo sezonu trpi travnik plisni snéznou (Monographella
nivalis, syn.: Microdochium nivale) a tyfulézou (Typhula incarnata a T. ishikariensis). S
pfichodem jara dochazi k vyraznému rozvoji padli (Blumeria graminis), zejména u Poa
pratensis (Hsiang, Matsumoto, Millett, 1999; Vargas 1994; Retman, Nychyporuk, Shevchuk,
2018).

Material a Metody

Pro terénni Upravy v Praze, zejména pro pouziti podél tramvajovych trati a na to¢nach, byly
vybrany 3 smési bylin:

1. Kvétnata smés nizsiho vzristu

2. Kvétnata smés vyssiho vzristu

3. Kvétnata smés do sucha

Kazda varianta byla ru¢né vyseta na plochu 30m2. Na kazdé¢ lokalité bylo tedy oseto 90 m2.

1. Kvétnata sm¢s nizsiho vzrastu obsahuje 11 druhu trav (Agrostis capillaris, Anthoxanthum
odoratum, Festuca rubra trichophylla), Festuca rupicola, Helictochloa pratensis, Phleum
bertolonii, Phleum phleoides, Poa compressa, Poa pratensis, Trisetum flavescens), 14 druhi
bylin (Dianthus carthusianorum, Dianthus deltoides, Echium vulgare, Filipendula vulgaris,
Leontodon autumnalis, Leontodon hispidus, Linaria vulgaris, Matricaria chamomilla,
Origanum vulgare, Plantago lanceolata, Plantago media, Sanquisorba minor, Sanquisorba
officinalis, Silene vulgaris) a 3 druhy jetelovin (Anthyllis vulneraria, Trifolium incarnutum a
Trifolium pratense).

2. Kvétnata smés vyssiho vzristu obsahuje 9 druhu trav (Brachypodium pinnatum 3x, Briza
media, Bromus erectus, Cynosurus cristatus, Koeleria pyramidata, Trisetum flavescens), 4
jeteloviny (Astragalus cicer, Medicago sativa, Onobrychis viciifolia, Securigera varia) a 12
druhtt  bylin (Achillea ptarmica, Anchusa officinalis, Artemisia absinthium, Betonica
officinalis, Carum carvi, Cichorium intybus, Echinops sphaerocephalus, Galium album, Galim
verum, Hypericum perforatum, Sanguisorba officinalis, Scabiosa ochroleuca).

3. Kvétnata smés do sucha zahrnuje 15 zastupcu trav (Agrostis capillaris, Bothriochloa
ischaemum, Bromus erectus, Festuca filiformis, Festuca pallens, Festuca rupicola 3x, Festuca
valesiaca, Helictochloa pratensis, Melica transsilvanica, Phleum bertolonphiii, Poa
compressa, Stipa capillata), 5 druht jetelovin (Anthyllis vulneraria, Lotus corniculatus,
Medicago lupulina, Trifolium incarnatum, Trifolium repens) a 10 bylin (Achillea millefolium,
Cichorium intybus, Dianthus carthusianorum, Plantago lanceolata, Plantago media, Potentilla
argentea Ranunculus bulbosus, Sanquisorba minor, Thymus pulegioides, Tragopogon
pratensis).

Vybrané smési byly hodnoceny na tramvajovych to¢nach v Praze na dvou lokalitach: Sidlisté
Repy a Spofilov. Fytopatologicky monitoring plodin byl proveden na konci €ervence, v obdobi
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vysoké prevalence hlavnich patogent. Na pozemcich byl vizudlné hodnocen stav porosti.
Rostliny s ptiznaky poskozeni (povlak, skvrny na listech nebo stoncich, zména barvy, vadnuti
atd.) byly vybrany pro dalsi laboratorni analyzu.

Fytopatologicky rozbor rostlin s pfiznaky poskozeni byl proveden v laboratofi tymu Genetika
a Slechtitelské metody ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. v Praze - Ruzyné¢.

Casti vybranych rostlin s pfiznaky poskozeni byly umistény do sterilnich plastovych Petriho
misek na bramborovo-dextrozovy agar (PDA) s pfidavkem antibiotika Gentamicin. Experiment
byl také duplikovan ve vlhké komote ve sklenénych Petriho miskach.

Nejprve byly €asti rostlin sterilizovany v 1% roztoku SAVO s piidavkem Twin 20 po dobu 3
minut. Po sterilizaci byly ¢asti rostlin 3x promyty ve sterilni vod¢ a vysuSeny na sterilnim
papiru.

Inkubace byla provadéna po dobu 10 dnti pod UV lampou s rezimem 14/10 pfi teploté 20°C.
Fytopatogeny byly identifikovany pomoci binokularu Olympus BX41 a mikroskopu Olympus
SZ61 na zakladé¢ morfologickych charakteristik kolonii na PDA, pfitomnosti a charakteristiky
plodnic, strukturnich a barevnych znaki konidiofora a konidii hub.

Vysledky

Fytopatologicky monitoring pokusnych ploch, kde byly vysety vybrané smési ukéazal, ze
koncem c¢ervence byly rostliny v dobré kondici. U vétSiny smési nebylo pii vizualni kontrole
zjisténo zadné vyznamné poskozeni.

Na tramvajové zastavce Sidlisté Repy bylo pomérné vysoké napadeni Trifolium incarnatum a
Trifolium pratense padlim Erysiphe trifolii. Toto onemocnéni se projevuje v podobé bilého
pavuéinového povlaku na horni i spodni ¢asti listu. Skodlivost choroby spoé&iva v poklesu
asimila¢niho povrchu listi, poklesu turgoru a pred¢asném odumirani, napadené listy zasychaji
a droli se. Vyvoj onemocnéni je pozorovan ve druhé poloviné léta, které¢ je doprovazeno
vyraznymi teplotnimi rozdily, vlhkymi a suchymi obdobimi.

Na ostatnich rostlinach nebyly pozorovany zadné vyrazné vizualni projevy chorob jak na
lokalité Sidlisté Repy, tak na lokalité Spofilov. U nékterych druhti byly na listech a stoncich
nalezeny malé skvrny. Nejcastéji se objevily na jetelovinach (Trifolium repens, Trifolium
incarnatum, Trifolium pratense, Onobrychis viciifolia, Securigera varia, Medicago sativa,
Medicago falcata, Medicago lupulina, Lotus corniculatus) jako skvrny na listech a stoncich.
Fytopatologickym rozborem bylo zjisténo, ze houby rodu Fusarium byly pfitomny na vSech
druzich rostlin této skupiny. Pfitomnost hub tohoto rodu za pfiznivych podminek ptispiva k
systémovému poskozeni rostlin, ucpani cévniho systému, hnilobé kotenti a vadnuti. Rozvoj
choroby usnadiiuji zahusténé porosty, rozdily v suchych a vlhkych obdobich (Markov, 2017).
Skvrnitost listd trav byla zptisobena vyvojem patogenti z rodid Colletotrichum, Ascochyta,
Volutella, Cymadothea. Na Trifolium sp. byly zjistény Colletotrichum trifolii Bain, ptivodce
antraknézy, Cymadothea trifolii a Sphaeria trifolii, pivodce ¢erné skvrnitosti listi. Druhy
Medicago byly postizeny plisni Ascochita - Ascochita boltshauseri, antraknézou -
Colletotrichum trifolii a Volutella sp. Pivodce antraknozy Colletotrichum lupini byl nalezen na
Onobrichus viciifolia a Cymadothea trifolii, ¢erna skvrnitost listi (Sphaeria trifolii) byla
nalezena na Lotus corniculatus.

Na travach byly béhem analyzy pozorovany houby z rodu Fusarium sp., véetné¢ Fusarim
sporotrichioides, komplex druhd Alternaria a Nigrospora.

Analyzovani byli i dalsi zastupci dvoudéloznych. Na Plantago lanceolata byl zaznamenan
vyvoj patogenu Septoria medicaginis, Phomorsis subordinaria, antraknoza Colletotrichum sp.
a Fusarium sp. Na Cichorium intybus byly ptitomny druhy rodu Fusarium a Alternaria.
Achillea millefolium byla napadena Phomopsis achilleae, dale houbami roda Alternaria a
Fusarium.
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Pii provadéni fytopatologického rozboru byl kromé patogennich druhti identifikovan vyznamny
pocet saprofytickych hub, které neptfedstavuji nebezpe€i pro rostliny. Jde o zastupce rodi
Cladosporium, Myrothecium, Acremoniella, Trichoderma, Epicoccum, Stemphyllium,
Pithomyces, Torula, Mucor, Gliocladium, Trichotecium. Tyto druhy se casto podileji na
rozkladu rostlinnych zbytkd v pade. Nékteré z nich vSak mohou za pfiznivych podminek
zpusobit 1 poskozeni oslabenych rostlin.

Na zéklad¢ ziskanych vysledkli miZeme pozorovat Sirokou Skélu jak patogennich, tak
saprofytickych druhii hub. Nebylo pozorovano vyrazné€jsi poskozeni vybranych smési rostlin
riznymi chorobami, coZ svédci o ptiznivych podminkéch pro jejich rist na stanovisti. Druhy
zjisténé v prub&hu fytopatologického rozboru za pfiznivych podminek pro sviy rist mohou
zhorsit stav travniku, zplsobit poskozeni rostlin, zasychani a zhorSovani jejich vzhledu.
Vybrané smési jsou nendrocné v méstském prostiedi, nevyzaduji dalsi zalivku a maji dobry
vzhled a schopnost pieziti.

Zavér

S ohledem na klimatické zmény je tfeba ekologizovat zhorSujici se podminky zivota v
aglomeracich a vyuzit domécich genofondi se Sirokou ekologickou amplitudou. Vysev travnich
smési v mestském prostredi, zejména v blizkosti tramvajovych trati, zlepSuje mikroklima, Cisti
vzduch, pohlcuje z né€j Skodlivé vypary a prachové castice a pohlcuje hluk.

V disledku monitoringu bylo zjisténo, Ze na travach v méstském prostiedi Prahy byly nalezeny
patogeny z rodi Fusarium, Alternaria a Nigrospora. Na rostlinach ¢eledi Fabaceae byly
zjistény rody Erysiphe, Colletotrichum, Fusarium, Ascochyta, Volutela, Alternaria. Dalsi druhy
dvoudéloznych - Achillea, Plantago, Cichorium byly napadeny houbami z roda Septoria,
Phomopsis, Alternaria, Fusarium a Colletotrichum. U druhta rodu Trifolium bylo pozorovano
znacéné poskozeni padlim Erysiphe trifolii, které nepfiznivé ovliviiuje vzhled travniku.

Tab. 1. Vysledky fytopatologické analyzy rostlin, lokalita Repy
Rostliny Zjisténé druhy hub
Patogenni houby ’ Saprofytické houby

1.Kvétnatd smés niz§iho vzristu
Colletotrichum trifolii Cladosporium herbarum
Fusarium sp. Myrothecium sp.
Alternaria sp. Acremoniella atra
Trichoderma sp.

Jetel inkarnat
Trifolium
incarnatum

jetel lucni
Trifolium pratense

2. Kvétnata smes vyssiho vzrastu

Cicorka pestra
Securigera varia

Alternaria sp.
Fusarium sp.
Stemphyllium sp.

Myrothecium,
Epicoccum nigrum
Trichoderma sp.

Tolice vojtéska
Medicago sativa

Ascochita boltshauseri
Alternaria sp.
Fusarium spp.
Stemphyllium sp.

Epicoccum nigrum
Pithomyces chartarum
Trichoderma sp.

Travy

Fusarium sp.
Nigrospora sp.

Acremonium sp.
Myrothecium sp.
Cladosporium herbarum
Stemphillium sp.
Alternaria spp.

Vicenec ligrus

Alternaria spp.,

Torula herbarum
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Onobrichus
viciifolia

Fusarium spp.,
Colletotrichum lupini

Mucor sp.
Acremoniella atra
Myrothecium sp.
Trichoderma sp.

Tolice srpovita
Medicago falcata

Alternaria sp.,
Colletotrichum trifolii
Fusarium spp.
Stemphyllium sp.

Mucor sp.

3. Kvétnata smés do sucha

Travy

Alternaria sp.
Fusarium sp.

Cladosporium herbarum
Myrothecium sp.

Tolice dételova
Medicago lupulina

Volutella colletotrichoides
Alternaria sp.
Fusarium sp.

Ascochita medicaginicola

Trichoderma sp.

Rebiiéek obecny
Achillea millefolium

Alternaria sp.
Fusarium sp.
Phomopsis achilleae

Trichoderma sp.
Mucor sp.
Nigrospora sp.

Alternaria sp.
Stemphyllium sp.

Jitrocel kopinaty Alternaria sp. Cladosporium herbarum

Plantago lanceolata | Septoria medicaginis Stemphillium sp.

Jetel plazivy Colletotrichum trifolii, Myrothecium sp.

Trifolium repens Alternaria sp. Cladosporium herbarum
Fusarium sp.

Cekanka obecna Alternaria sp. Trichoderma sp.

Cichorium intybus | Fusarium sp.

Stirovnik rizkaty Cymadothea trifolii (Sphaeria Myrothecium sp.

Lotus corniculatus | trifolii) Cladosporium herbarum

Gliocladium sp.

Tab. 2. Vysledky fytopatologické analyzy rostlin, lokalita Spotilov

Rostliny

Zjisténé druhy hub

Patogenni houby ‘

Saprofytické houby

1. Kvétnatd smés nizs$iho vzrustu

Jetel inkarnat
Trifolium incarnatum
Jetel luéni

Trifolium pratense

Fusarium sp.
Alternaria sp.
Botrytis cinerea
Stemphyllium sp.

Epicoccum nigrum
Acremoniella atra
Myrothecium sp.
Cladosporium herbarum

2. Kvétnata smes vyssiho vzristu

Vicenec ligrus
Onobrychis viciifolia

Alternaria sp.
Fusarium sp.
Bipolaris sorokiniana
Stemphyllium sp.

Cladosporium herbarum
Epicoccum nigrum
Myrothecium sp.
Acremoniella atra
Mucor sp.

Pithomyces chartarum

Cekanka obecna
Cichorium intybus

Alternaria sp.
Fusarium sp.

Cladosporium herbarum
Epicoccum nigrum
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Aureobasidium pullulans
Trichotecium roseum
3. Kvetnata smés do sucha
Jetel plazivy Alternaria sp. Cladosporium herbarum
Trifolium repens Fusarium sp. Epicoccum nigrum
Cymadothea trifolii (Sphaeria
trifolii)
Jitrocel kopinaty Alternaria sp. Cladosporium herbarum
Plantago lanceolata Phomopsis subordinaria Myrothecium sp.
Fusarium sp. Stemphillium sp.
Colletotrichum sp. Mucor sp.
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e

Volutella sp.

Epicoccum nigrum

Cymadothea trifolii Pithorriyces chartarum

(Sphaeria trifolii)
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Laboratorni uc¢innost komponent silic na bakterie Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum a Dickeya solani

Laboratory efficacy of essential oil components against Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum and Dickeya solani

Vichova J.1, Jilkova B.}, Pokorny R.}, Holkova L.}, Kmoch M.?

Mendelova univerzita v Brné
2Vyzkumny vistav bramboraisky Havlickitv Brod, s.r.o.

Abstrakt

V laboratornich podminkach byla testovana u¢innost vybranych komponent silic (carvacrol,
cinnamaldehyd, menthon, thymol pfirodni a thymol synteticky) vii¢i bakteriim Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) a Dickeya solani (Ds). Byla stanovena minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni koncentrace (MBC) komponent a dale
byl testovan u¢inek komponentu cinnamaldehyd na bakterii Pcc na discich hliz bramboru.

U v8ech vybranych komponent silic byly prokézany antibakterialni u¢inky. Bylo zjisténo, ze na
bakterie Pcc i Ds byl nejucinngjsi komponent silice cinnamaldehyd — MIC < 0,5 pl/ml a MBC
1,5 pl/ml pro Pcc a 2,5 pl/ml pro Ds. Disky hliz oSetfené cinnamaldehydem o koncentraci MIC
byly po 24 h od inokulace bez znamek napadeni Pcc, nicméné po 48 a 72 h byly jiz métitelné
skvrny mokré hniloby.

Klic¢ova slova: biologicka ochrana, MIC, MBC, pektinolytické bakterie, Solanum tuberosum

Abstract

The efficacy of selected essential oil components (carvacrol, cinnamaldehyde, menthone,
natural thymol and synthetic thymol) against the bacteria Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (Pcc) and Dickeya solani (Ds) was tested in laboratory conditions. The minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of the
components were determined, and the effect of the cinnamaldehyde component on Pcc bacteria
on potato tuber discs was further tested. All selected components of essential oils were shown
to have antibacterial effects. It was found that the most effective essential oil component was
cinnamaldehyde on both Pcc and Ds — MIC < 0.5 ul/ml and MBC 1.5 pl/ml for Pcc and 2.5
ul/ml for Ds. Tuber discs treated with MIC concentration of cinnamaldehyde were free of Pcc
infection after 24 h, however, after 48 and 72 h, soft rot spots were already measurable.
Keywords: biological control, MIC, MBC, pectinolytic bacteria, Solanum tuberosum

Uvod

Bakterie rodu Pectobacterium a Dickeya patii k pektinolytickym prokaryotnim organismim,
které v porostu bramboru zptisobuji chorobu bakterialni ¢ernani stonku a mékkou hnilobu hliz,
¢imz vyrazné zhorSuji kvalitu hliz bramboru, vyznamné redukuji vynos a skladovatelnost
(Ktdela et al., 2002). Typické ptiznaky se objevuji na bazi stonkt, které nad povrchem pudy
cernaji. Hniloba na hlizach se miize projevit ihned v pade¢, kratce po sklizni, nebo az v pritbéhu
skladovani (Vokal, 2013). Nasledny rozklad hliz je vétSinou doprovazeny silnym zdpachem
(Hausvater a Dolezal, 2014). Bakterie piezivaji a $ifi se napadenou nebo kontaminovanou
sadbou, proto je proti bakterialnim patogeniim velmi diileZita ochrana hliz bramboru mofenim.
Jelikoz v soucasné dobé€ nejsou povoleny zadné piipravky na moteni hliz proti bakteridlnim
patogeniim, zaméiuje se pozornost na studium antagonistické aktivity bakteridlnich a
houbovych organismi (Abd-El-Khair et al., 2021), nebo na vyuziti silic z riznych druht rostlin
nebo jejich jednotlivych purifikovanych slozek (Hajian-Maleki et al., 2021).
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Cinnamaldehyd, carvacrol, menthon, thymol pfirodni a synteticky se jevi jako perspektivni pro
moteni hliz bramboru. Rovnéz silice ze skotfice ma silny baktericidni Gc¢inek (Bozik et al.,
2017b; Bravo Cadena et al., 2018). V silici dobromyslu je thymol obsazen 27 % (Bakkali et al.,
2007), obsah carvacrolu se uvadi v rozmezi 30-67 % (Bakkali et al., 2007, Bozik et al., 2017a).
Dle Hussain et al. (2011) obsah thymolu, jako hlavni komponent silice tymianu je 54 %.
Komponent menthon je obsazen napiiklad v silici maty peprné a cinnamaldehyd je hlavni
komponent (63 %) silice skoficovniku cejlonského (Barceloux, 2009).

Cilem nasi studie bylo Vv laboratornich podminkach stanovit u¢innost vybranych komponentt
silic proti pektinolytickym bakteriim Pcc a Ds.

Material a metody

Metodika hodnoceni u¢innosti silic a jejich komponenti byla ptevzata od Hajian-Maleki et al.
(2021) a EUCAST (2003) a vyznamn¢ modifikovana dle testovacich podminek.

Kultivace bakterii a pfiprava inokula

Do testli hodnoceni U€innosti proti bakteriim zplsobujici mékké hniloby bylo vybrano pét
komponent silic: cinnamaldehyd, carvacrol, menthon, thymol pfirodni a synteticky a jako
kontrola byla pouzita silice ze skofice, ktera slouZzi jako standard v nasich pokusech (Jilkova et
al., 2021).

V testech byly pouzity sbirkové kmeny z VURV Praha-Ruzyné Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum (Pcc), kmen CPPB 56 a Dickeya solani (Ds), kmen CPPB 200, ktery je ve
sbirce ulozen pod starS$im nazvem Dickeya dianthicola. Oba kmeny byly vyizolované
Z napadenych hliz bramboru. Pro zajisténi optimalniho rastu byly kmeny Pcc a Ds kultivovany
na King B médiu pfi teploté 28 °C pro Pcc a pro Ds pfi teplote 32 °C po dobu 48 h. Poté byla
v Mueller Hinton Broth (MHB) (HiMedia Lab.) ptipravena bakterialni suspenze jednotlivych
kment o koncentraci 1,5.108 CFU/ml, coz odpovida 0,5 McFarlandovy zakalové stupnice.
Hodnoceni MIC

Roztoky komponent silic (M&H Mica a Harasta s.r.o., Sigma-Aldrich) byly pfipraveny 1,1x
koncentrovanéjsi z divodu nésledného piidani inokula. Komponenty silic byly fedény 96%
ethanolem s pfidanim Tween 20, ¢imz byla ptipravena zakladni koncentrace 100 pl/ml. Dalsi
koncentrace (75, 50, 25, 10, 5, 3, 2,5, 1,5 a 0,5 ul/ml) byly pfipraveny ze zakladniho fedéni
pridanim MHB a Tween 20. Vzhledem k t¢kavosti komponent silic bylo zvoleno testovani v
0,2 ml mikrozkumavkach, do kterych bylo pipetovano 135 ul roztoku ptirodni latky v danych
koncentracich a 15 pl inokula. Desticka s mikrozkumavkami byla zabalena do folie a
inkubovana 24 h pti teploté 28 °C pro Pcc a pii teploté 32 °C pro Ds s nepietrzitym tiepanim
pfi rychlosti 100 rpm. Testovani probihalo ve ¢tyfech opakovanich, s kontrolou rtstu bakterie,
kontrolou ¢istoty média, kontrolou ¢istoty komponentu silice v dané koncentraci bez inokula a
standardem silice ze skofice.

Pti hodnoceni MIC byl nejprve z mikrozkumavek odebran potfebny objem pro hodnoceni
MBC. Do zbylého objemu jednotlivych vzorki bylo pipetovano 15 pl 0,01% roztoku barviva
resazurinu, jehoZ zména zabarveni v roztoku slouZila jako indikator Zivych bakteridlnich bunék.
Vzorky byly opét zabaleny do folie a inkubovany dalsi 2 h pfi teploté¢ 28 °C s neptetrzitym
ttepanim pii rychlosti 120 rpm. Poté byly hodnoceny barevné zmény vzorkl oproti kontrolam.
Fialové az rizové zbarveni testovaného vzorku znamenalo pfitomnost Zivych bakterii, modré
zbarveni znamenalo pfitomnost mrtvych bakterii. Posledni koncentrace, u které bylo zjisténo
modré zabarveni, byla hodnocena jako MIC.

Hodnoceni MBC

Ze vzorku pripravenych pro MIC (viz vyse) byl odebran objem 10 pl, ktery byl pipetovan na
plotny s Mueller Hinton Agar (HiMedia Lab.). Inkubace probihala pfi teploté 28 °C pro Pcc a
pti teploté 32 °C pro Ds dalSich 24 h. Prvni koncentrace, u které nebyl zjiStén rast bakterii, byla
hodnocena jako MBC.
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Hodnoceni G¢innosti silice a komponentu na discich hliz bramboru

Na discich hliz bramboru odriidy ‘Red Anna’ o tloustce 1 cm byl testovan u¢inek komponentu
cinnamaldehyd na bakterii Pcc. Metodika byla pfevzata a upravena od Jiang et al. (2021).
Koncentracni fada byla zvolena MIC, 72 MIC, %4 MIC. Testovani probihalo v péti opakovanich,
s kontrolou inokula bez silice, kontrolou sterilni destilované vody a kontrolou silice ze skofice
vdané koncentracni fadé. Roztoky a inokulum byly pfipraveny a pipetovany do
mikrozkumavek obdobné jako pro test MIC. Mikrozkumavky byly inkubovany na tfepacce
(150 rpm) po dobu 1 h pfi teploté 28 °C. Poté byly pipetovany 2 pl vzorku do stfedu kazdého
disku. Disky byly umistény do Petriho misek na navlhceny sterilni filtrani papir. Inkubace
probihala pfi teploté 28 °C a oblast skvrny onemocnéni byla métena po 24, 48, 72 h.

Vysledky

Minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a Miniméalni baktericidni koncentrace (MBC)
Laboratornimi testy byl prokazan antibakterialni G¢inek vSech vybranych komponent silic na
bakterie Pcc a Ds. U obou bakterii bylo MIC dosazeno vzdy pii niz§ich hodnotach (Tab. 1) nez
byly hodnoty MBC (Tab. 2). MBC byla tedy ukdzdna schopnost bakterii Castecné se
zregenerovat z u¢inkd komponent silic po pienosu na zivnou pidu ideélni k jejich rastu.
Nejnizsi hodnota MIC (< 0,5 pl/ml) byla zjisténa u cinnamaldehydu, a to shodné& u obou bakterii
(Tab. 1, Obr. 1), naopak nejvyssi hodnota MIC byla odectena u carvacrolu (5 pl/ml) pro Pcc a
u menthonu (10 pl/ml) pro Ds (Obr. 2).

Tabulka 1 Hodnoty Minimalni inhibiéni koncentrace komponenti silic na bakterie
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum a Dickeya solani

Pectobacterium | Dickeya solani
carotovorum
Komponent silice MIC (ul/ml) MIC (ul/ml)
carvacrol 5 2,5
cinnamaldehyd <0,5 <0,5
menthon 2,5 10
thymol pfirodni 3 2,5
thymol synteticky 2,5 2,5
silice ze skofice — kontrola | <0,5 <05

v

1,5 ul/ml a Ds 2,5 pl/ml). Pro Pcc byla zjisténa nejvyssi MBC u dvou komponent carvacrol a
menthon, zatimco pro Ds byla nejvyssi MBC pfi koncentraci 25 pl/ml.

Tabulka 2 Hodnoty Minimalni baktericidni koncentrace komponentii silic na bakterie
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum a Dickeya solani

Pectobacterium | Dickeya solani
carotovorum
Komponent silice MBC (ul/ml) MBC (ul/ml)
carvacrol 10 10
cinnamaldehyd 15 2,5
menthon 10 25
thymol pfirodni 5 5
thymol synteticky 3 5
silice ze skofice — kontrola | 2,5 15
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Obrazek 1 Stanoveni MIC pro komponent

cinnamaldehyd

Pozn.: vlevo MIC pro Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum; vpravo MIC pro Dickeya solani;
IN — kontrola inokulum; KO — kontrola médium;

KK — kontrola komponentu bez inokula
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Obrazek 2 Stanoveni MIC pro komponent

menthon

Pozn.: vlevo MIC pro Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum; vpravo MIC pro Dickeya solani;
IN — kontrola inokulum; KO — kontrola médium;

KK — kontrola komponentu bez inokula

Hodnoceni t¢innosti silice a komponentu na discich hliz bramboru

Komponent cinnamaldehyd prokazal i na discich z hliz bramboru u¢inky na bakterii Pcc (Graf
1). U diskt, kde byla testovana MIC, nebyly zjistény po 24 h zadné ptiznaky napadeni
patogenem, po 48 h byla priimérné plocha skvrn 6,6 mm? a po 72 h bylo dosaZeno hodnoty 17,3
mm?. Pfi porovnani hodnot komponentu cinnamaldehyd s kontrolou silice ze skofice bylo
ziejmé, ze silice ze skofice méla silngjsi G€innost na Pcc. Disky s testovanou MIC silice ze
skofice byly ve vSech sledovanych ¢asovych intervalech bez zndmek napadeni a tato i€innost
byl zachovan jesté mésic po inokulaci.

Graf 1 Hodnoceni ucinnosti komponentu cinnameldehyd na bakterii Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum na discich hliz bramboru

180
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Primérna plocha skvrn v mm?

H24h m48h m72h

Pozn.: ¢asovy interval 24, 48 a 72 h od inokulace patogenem

Diskuze

Nejnizsi hodnoty jak u minimalni inhibi¢ni, tak 1 u minimalni baktericidni koncentrace byly
stanoveny u komponentu cinnamaldehyd (hlavni slozka skofice). Komponent dosahl stejné
ucinnosti jako silice skotficovniku cejlonského, kterd ma silné antimikrobialni u¢inky a v nasich
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testech ji pouzivame jako kontrolu (Jilkova et al., 2021). Pomérné nizké hodnoty vykazoval i
thymol pfirodni i synteticky. Carvacrol mél srovnatelné hodnoty pouze v MIC u bakterie Ds,
Vv ostatnich pfipadech dosahoval vyssich hodnot. Carvacrol a thymol jsou v literatufe uvadény
jako komponenty se silnym antimikrobidlnim uc¢inkem obsazené v silicich dobromysli obecné
(Origanum vulgare) a tymianu obecném (Thymus vulgaris). Carvacrol, jako hlavni komponent
v silici tymianu (45 %) a oreganu (60 az 74 %), je znamy pro svou antibakteridlni aktivitu proti
Sirokému spektru grampozitivnich a gramnegativnich bakterii (Raveau et al., 2020). Didry et
al. (1994) popisuje synergické piisobeni carvacrolu a thymolu, také Bozik et al. (2017b) a
Jilkové et al., (2021) potvrzuji nizsi Gcinnost samostatnych komponenti carvacrolu a thymolu
nez méla silice z dobromysli. Podobné vysledky jsme zaznamenali 1 pfi hodnoceni ptisobeni
silice skofice a jejiho komponentu na Pcc na bramborovych discich. Stoprocentni G¢innost na
Pcc vykazovala silice ze skofice a zachovala si ji po dobu jednoho mésice, kdezto jeji hlavni

Zavér

Vsechny vybrané komponenty silic prokdzaly antibakteridlni G¢inek na vybrané pektinolytické
bakterie, které zptisobuji vyznamné onemocnéni rostlin a hliz bramboru. Vzhledem k tomu, ze
neni registrovan zadny preventivni ¢i kurativni pfipravek, ktery by mohl toto onemocnéni
ucinné regulovat na hlizach ve skladovacich prostorach, je vhodné hledat latky na bazi
prirodnich komponent, které by se mohly vyuzit k ochrané¢ nejen v konvencnim, ale i
ekologickém zemédélstvi. Jako vhodné do dalSich testi lze doporucit komponenty
cinnamaldehyd, ktery je hlavni slozkou silice ze skofice, a thymol ve form¢ syntetické a
pfirodni. Tyto komponenty prokazaly nejvyznamnéjsi antibakterialni G¢inky.
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Utinnost vybranych esencidlnich olejii na Helminthosporium solani
zpusobujici stribritost slupky bramboru

The efficiency of selected essential oils on Helminthosporium solani
causing potato silver scurf

Kmoch M.%, Dolezalova M., Jilkova B.?, Vichova J.?

YWyzkumny vistav bramboraisky Havlickitv Brod, s.r.o.
2Mendelova univerzita v Brné

Abstrakt

Stiibtitost slupky bramboru, zpisobena houbou Helminthosporium solani Durieu & Mont.,
(1849), je v poslednich letech dilezita skladkova choroba bramboru (Solanum tuberosum L.)
snizujici predevsim trzni hodnotu hliz. Kontrola onemocnéni pomoci fungicidl zlistava obtizna.
Ekologickou alternativou je vyuziti esencialnich oleji (EO). Cilem experimentd bylo zjisténi
vlivu vybranych EO (D-carvone (R)-(+)-limonene, carvacrol, cinamaldehyd, L-linalool,
eucalyptol, L-menthol) na rast H. solani pomoci in vitro testd (diskova difuzni metoda).
Antifungélni aktivita byla stanovena pfi koncentraci 0—1600 ppm. VSechny hodnocené¢ EO
mély vliv na inhibici rastu H. solani. Mezi kontrolou a jednotlivymi koncentracemi EO byly
zjiStény vétSinou statisticky vyznamné rozdily. Antifungalni aktivita jednotlivych EO se vSak
lisila. Nejsilngjsi vliv na inhibici ristu mycelia prokdzal carvacrol a cinamaldehyd, dale potom
L-linalool, L-menthol a D-carvone, nejnizsi naopak limonene a eucalyptol.

Klic¢ova slova: Brambory, skladkové choroby, ekologicka ochrana.

Abstract

Potato silver scurf caused by the fungus Helminthosporium solani Durieu & Mont., (1849) has
been an important storage disease of potato (Solanum tuberosum L.) in recent years, especially
impairing market value of potato tubers. Disease control using fungicides remains difficult.
Applying essential oils (EOs) is an ecological control alternative. The goal of the experiments
was the determination of the effect of selected EOs (D-carvone, (R)-(+)-limonene, carvacrol,
cinamaldehyde, L-linalool, eucalyptol, L-menthol) on H. solani growth using in vitro assays.
The antifungal activity was determined by disc diffusion method at a concentration of 0-1600
ppm. All evaluated EOs had an effect on H. solani inhibition. Between control and individual
EO concentration statistical significant differences were mostly found. However, the antifungal
activity of individual EOs differed. The highest effect on mycelial growth inhibition was
recorded for carvacrol and cinamaldehyde, then for L-linalool, L-menthol and D-carovone, on
contrary, the lowest effect was found in limonene and eucalyptol.

Keywords: Potatoes, storage diseases, ecological control.

Uvod

Stiibfitost slupky bramboru vyvolana houbou Helminthosporium solani Durieu & Mont.,
(1849) je choroba peridermu hliz (Gore, 2017; Jellis & Taylor, 1977; Rodriguez et al., 1996).
Vzhledem k rostouci poptavce po pranych hlizach snizuje ptredevsim trzni hodnotu hliz (Cullen
et al., 2001). Nezpusobuje ztraty na vynosech v dob¢ sklizn€, ale miize snizovat hmotnost
skladovanych hliz v disledku zvySené ztraté vody (Secor & Gudmestad, 1999). Hranolky a
chipsy vyrobené z napadenych hliz mohou mit hnédé okraje (Holley & Kawchuck, 1996). H.
solani nenapada jiné rostliny nez brambor (Jellis & Taylor, 1974). Houba vytvaii tmavé
mycelium, stromata a konidiofory s konidiemi (Barnett & Hunter, 1998). Na infikovanych
hlizach se tvofi hnédé az Sedé léze majici za vlhka charakteristicky stiibfity vzhled. Casto se
shlukuji na stolonovém konci hlizy (Jellis & Taylor, 1977; Rodriguez et al., 1996; Cullen et al.,
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2001). Stiibrné zbarveni peridermu je zptisobeno ztratou pigmentu, prostiednictvim vysouseni
buné¢k a ukladanim suberinu (Frazier et al., 1998). Pigmentace hliz je zcela skryta u kultivara
brambor s ¢ervenou slupkou (Jellis & Taylor, 1977; Secor, 1994). Léze zistavaji po vytvoifeni
na hlizach v ptidé malé, ale béhem skladovani se zvétsuji (Merida et al., 1994). K infekci hliz
muze dojit béhem vegetacniho obdobi z infikovanych sadbovych hliz (Secor & Gudmestad,
1999) a ptdniho inokula (Firman & Allen, 1995) nebo pfti skladovani (Jellis & Taylor, 1977,
Rodriguez et al., 1996), kdy za pfiznivych podminek dochazi ke sporulaci houby ¢inici hlizy
sazovité. Zavaznost onemocnéni se vyrazné zvysuje pii dlouhodobém skladovani hliz (Secor &
Gudmestad, 1999) v disledku postupnych cyklt sporulace a infekce (Rodriguez et al., 1996).
Ackoliv je H. solani povazovan za patogena hliz, mize piezimovat v pidé jako saprofyt na
rostlinnych zbytcich (Jellis & Taylor, 1977; Merida et al., 1994). Zavaznost onemocnéni 1ze
snizit oSetfenim sadbovych hliz fungicidy nebo dodrzovanim osevniho sledu (Kutuzova et al.,
2017). Osetieni hliz fungicidy proti H. solani béhem skladovani je velmi malo u¢inné diky
vzniku rezistence (Tennison, 2000). Intenzivni a nespravné pouzivani fungicidl vedlo nejen k
vyvoji rezistence, ale i k toxickym u¢inkiim na necilové organismy a k zvySeni kontaminace
pudy (Arcury & Quandt 2003; Huang et al., 2012). Evropska unie prosazuje regulaci pouzivani
pesticidi (Sempere et al., 2021). Vzhledem k vySe popsanym skutecnostem je tieba hledat
alternativni zptsoby ochrany pied patogeny (Zubrod et al., 2019). Ekologickou alternativou
syntetickych fungicidl jsou silice (esencialni oleje, EO) extrahované z aromatickych rostlin
(Bahrami et al., 2016; Sempere et al., 2021). EO jsou kvuli pfirozenému ptvodu snadno
biologicky rozlozitelné (Pavela, 2016) a Setrné k zivotnimu prostfedi. Proto miize byt pouziti
EO ekologickym piistupem v ochran¢ rostlin pted patogeny (Colmen et al., 2001). EO jsou
koncentrované, hydrofobni kapaliny obsahujici tékavé aromatické latky (Bakkali et al., 2008;
Bergman et al., 2019). Slouzi mj. k obran¢ proti bylozravym Skidctum a k pfilakani opylovaci
(Tholl, 2006). O nékterych je zndmo, ze maji antimikrobialni vlastnosti (Maiti et al, 1985;
Albuquerque et al., 2006). Ziskavaji se z riznych ¢asti rostlin, jako jsou kvéty, pupeny, semena,
listy, vétve, kura, dievo, plody a kofeny (Bergman et al., 2019). Nékteré EO jsou bézné
obchodované na trzich. Pouzivaji se pro rizné ucely véetné tradi¢ni mediciny a aromaterapie
(Maiti et al, 1985; Albuquerque et al., 2006).

Cilem pokust bylo vyhodnoceni vlivu vybranych esencialnich oleja (D-carvone, (R)-(+)-
limonene, carvacrol, cinamaldehyd, L-linalool, eucalyptol a L-menthol) na rist H. solani
pomoci in vitro test.

Material a Metody

Houby H. solani potiebné pro pokusy byly izolovany z hliz bramboru s typickymi pifiznaky
onemocnéni (stifbfitost slupky hliz) pochazejicich z Ceské republiky. Patogen byl potom
identifikovan pomoci real-time PCR dle Cullen et al. (2001).

Antifungalni aktivita testovanych silic byla stanovena za pouziti techniky inhibice radialniho
rastu mycelia (diskova difuzni metoda). Pro pokusy byly vybrany ¢isté pfirodni EO: (R)-(+)-
limonene (97 %), D-carvone (>96%), carvacrol (99%), cinamaldehyd (>95%), L-linalool
(295%), eucalyptol (=99 %) a L-menthol (> 99 %) [Sigma-Aldrich, Némecko]. Testované EO
byly fedény 96% etanolem (100 pl oleje v 1 ml ethanolu) s naslednym ptidanim par kapek
Tweenu 20 [0,01% (v/v)] k dokonalému rozptyleni v zivném médiu. Pfislusny objem
rozpusténé silice byl pfidan do sterilizovaného média (Sabouraud Maltose Agar, SMA) o
teploté 40—45°C pro ziskani konecné koncentrace 0—1600 ppm. Po dostate¢ném promichéni
byly vysledné roztoky SMA okamzité nality do Petriho misek (PM) o priméru 9 cm (20
ml/PM). Po ztuhnuti zivné ptidy byl pomoci korkovrtu vykrojen agarovy disk z mladé kultury
s inokulem houby (o priméru 6 mm) a umistén do stfedu PM, které byly nasledné utésnény
parafilmem. Od kazdé varianty koncentrace byly pfipraveny tii opakovani a PM byly
inkubovany pii 25 + 1 ° C po dobu 14 dnii. Potom byl zméfen primér kolonii jednotlivych
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variant pokusu (v mm) a byly vypocitany parametry inhibice ristu mycelia. MGI (inhibice ristu
mycelia) byla vypocitana pomoci nasledujiciho vzorce dle Albuquerque et al. (2006): MGI (%)
= [(DC - DO)/DC] x 100

DC: Radialni riist mycelia kontroly (mm) — primér kolonie houby neosetfené EO

DO: Radidlni rist mycelia (mm) — primér kolonie houby osetiené EO

Statistické vyhodnoceni pokusu bylo provedeno pomoci analyzy rozptylu (MS Excel) a Tukey-
HSD testu (a = 0,05; program STATISTICA 7).

Vysledky a diskuze

Pro zjisténi vlivu vybranych rostlinnych silic na rast houby H. solani byly provedeny
laboratorni in vitro pokusy a byla vyhodnocena antifungalni aktivita pfi riznych koncentracich.
Z vysledkl pokust vyplyva, ze vSechny hodnocené silice prokazaly antifungalni aktivitu (obr.
1). Mezi kontrolou a jednotlivymi koncentracemi silic byly zjiStény vyznamné rozdily.
Antifungalni aktivita jednotlivych EO se vSak vyznamné liSila (obr. 2). Nejvyssi antifungalni
aktivita byla zaznamenana u carvacrolu (obr. 3) a cinamaldehydu, které zpusobily jiz pti
koncentraci 100 ppm inhibici ristu mycelia H. solani 100 %, respektive 86,9 %. Carvacrol mél
tedy 100% ucinnost pti vSech koncentracich. Vysledky se shoduji s pracemi jinych autorti.
Dobrou antifungalni aktivitu carvacrolu publikoval Sempere et al. (2021). Carvacrol je
monoterpenoidni fenol s vyraznou antifungéalni aktivitou, ktery byl izolovany naptiklad z
oregana (Origanum vulgare), majoranky (Origanum majorana) a tymianu (Thymus sp.)
[Vincenzi et al., 2004]. Antimykotickou aktivitu cinamaldehydu popsal ve své studii Xie et al.
(2017). Vynikajici inhibi¢ni u¢inek cinamaldehydu na houby Rhizoctonia solani a Fusarium
solani publikoval Lee et al. (2005). Podle Shreaz et al. (2016) inhibuje cinnamaldehyd bakterie,
kvasinky a vlaknité houby prostiednictvim inhibice ATPaz, biosyntézy bunécné stény a zmény
struktury a integrity membrany. Cinnamaldehyd je viskdzni organicka fenolickd slouCenina
poskytujici charakteristickou chut’ a viini skofice. Nachazi se v kiife skoficového stromu a
dalsich druhti rodu Cinnamomum. Skoficovy olej EO muize obsahovat az 90 % cinnamaldehydu
(Guzman, 2014).

Utinnost L-linaloolu, L-mentholu a D-carvonu byla oproti carvacrolu a cinamaldehydu nizsi.
Antifungalni u¢inek L-carvonu na H. solani publikoval Gorris et al. (1994). Hartmans et al.
limonenu a eukalyptolu (obr. 4). Caste¢nou t¢innost L-mentholu na H. solani zjistila Kutuzova
et al. (2017). Rovnéz Colmen et al. (2001) prokazal vliv L-mentholu obsazeného v Mentha
piperita na inhibici patogent bramboru. Limonene vykazoval pii koncentraci 1600 ppm pouze
51,1% inhibici. Kromé limonenu, eucalyptolu a L-linaloolu mély vSechny hodnocené silice
100% antifungalni Gc¢inek jiz pii 400 ppm.
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Obr. 1 Primérna inhibice rastu mycelia H. solani pti aplikaci EO o koncentraci 0-1600 ppm
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Obr. 2 Prumérna inhibice rustu mycelia H. solani pti aplikaci EO o koncentraci 100 ppm
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2N
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Obr. 4 Inhibice ristu mycelia H. solani pii aplikaci eucalyptolu o koncentraci 0—1600 ppm
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Zavér

V experimentech in vitro byl pomoci techniky inhibice radialniho riistu mycelia testovan vliv
vybranych esencialnich oleji (limonene, D-carvone, carvacrol, cinamaldehyd, L-linalool,
eucalyptol a L-menthol) pfi riznych koncentracich (0-1600 ppm) na houbu H. solani
zpisobujici stiibfitost slupky bramboru. VSechny hodnocené EO mély vliv na inhibici rastu H.
solani. Mezi kontrolou a jednotlivymi koncentracemi EO byly zjistény vétSinou statisticky
vyznamné rozdily. Antifungélni aktivita jednotlivych EO se vSak vyznamné liSila. Nejsilné;si
vliv na inhibici réistu mycelia prokazal carvacrol a cinamaldehyd. Uéinnost L-linaloolu, L-
aktivita byla zaznamenana u limonenu a eucalyptolu. U¢innost testovanych EO je nutné jestd
ovétit v poloprovoznich a provoznich podminkach, kde by mohly byt pouzity pro oSetieni
sadbovych hliz pted vysadbou nebo pro osetfeni hliz béhem skladovani.

Dedikace

Piispévek byl zpracovan spodporou Ministerstva zeméd&lstvi CR — projekt NAZV
¢. QK21010083 ,,Ekologickd ochrana konzumnich brambor jako zdravé zeleniny proti
vybranym pudou a sadbou piendsenym patogentim*.

Pouzita literatura

Albuquerque C.C., Camara T.R., Mariano R.L.P., Willadino L., Junior C.M., Ulisses C., 2006.
Antimicrobial action of the essential oil of Lippia gracilis Schauer. Braz. Arch. Biol.
Technol., 49, 527-535.

Arcury T.A., Quandt S.A., 2003. Pesticides at work and at home: exposure of migrant
farmworkers. Lancet 362 (9400), 2021.

Bahrami R., Kocheili F., Ziaee M., 2016. Fumigant toxicity and persistence of essential oils
from asafetida, geranium, and walnut on adults of Rhyzopertha dominica (Col.:
Bostrichidae). Toxin Rev., 35, 63-68.

Bakkali F., Averbeck S., Averbeck D., Idaomar M., 2008. Biological efects of essential oils-A
review. Food Chem. Toxicol., 46, 446-475.

Barnett H.L., Hunter B.B., 1998. Helminthosporium. In: Barnett H.L., Hunter B.B., eds.
[llustrated Genera of Imperfect Fungi, 4th edn. St. Paul, MN, USA: American
Phytopathological Society Press, 124-5.

Bergman M.E., Davis B., Phillips M.A., 2019. Medically useful plant terpenoids: Biosynthesis,
occurrence, and mechanism of action. Molecules, 24, 3961.

Colmen W.K., Lonergan G., Silk, P., 2001. “Potato sprout suppression by the volatile oil
components menthone and neomenthol of Minthostachys, Satureja, Bystropogon and
Mentha species,” Am. J. Potato Res., 78, 345-354.

Cullen D.W., Lees AK., Toth I.LK., Duncan J.M., 2001. Conventional PCR and real-time
quantitative PCR detection of Helminthosporium solani in soil and on potato tubers. Eur. J.
Plant Pathol., 107, 387—-398.

Firman D.M., Allen E.J., 1995. Transmission of Helminthosporium solani from potato seed
tubers and effects of soil conditions, seed inoculum and seed physiology on silver scurf
disease. J. Agric. Sci., 124, 219-234.

Frazier M.J., Shetty K.K., Kleinkopf G.G., Nolte P., 1998. Survival of Helminthosporium
solani in soil and in vitro colonization of senescent plant tissue. Am. Potato J., 71, 591-8.
Gore M.E., 2017. Fungal seedborne pathogens infecting potato seed tubers from Turkey, J Plant

Dis Prot, 1-13.

Gorris L.G.M., Oosterhaven K., Hartmans K.J., de Witte Y., Smid E.J., DeWitte Y., 1994.

Control of fungal storage diseases of potato by use of plant essential oil components.

146



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

Brighton Crop Protection Conference, Pests and Diseases. Farnham, UK: British Crop
Protection Council, 307-12.

Guzman J.D., 2014. Natural cinnamic acids, synthetic derivatives and hybrids with
antimicrobial activity. Molecules, 19, 19292-19349.

Hartmans K.J., Diepenhorst P., Bakker W., Gorris L.G.M., 1995. “The use of carvone in
agriculture: sprout suppression of potatoes and antifungal activity against potato tuber and
other plant diseases,” Ind. Crop. Prod., 4, 3-13.

Holley J.D., Kawchuk L.M., 1996. Distribution of thiabendazole and thiophanate-methyl
resistant strains of Helminthosporium solani and Fusarium sambucinum in Alberta potato
storages. Can. Plant Dis. Surv., 76, 21-27.

Huang X., Zhang N., Yong X., Yang X., Shen Q., 2012. Biocontrol of Rhizoctonia solani
damping-off disease in cucumber with Bacillus pumilus SQR-N43. Microbiol. Res., 167, 3,
135-143.

Jellis G.J., Taylor G.S, 1974. The relative importance of silver scurf and black dot: two
dis¢guring diseases of potato tubers. ADAS Q. Rev., 14, 97-112.

Jellis G.J., Taylor G.S., 1977. The development of silver scurf (Helminthosporium solani)
disease of potato. Ann. Appl. Biol., 86, 19-28.

Kutuzova I.A., Kokaeva L., Pobendinskaya M.A., Krutyakov Y.A., Skolotneva E., Chudinova
E., Elansky S., 2017. Resistance of Helminthosporium solani strains to selected fungicides
applied for tuber treatment. J. Plant Pathol., 99 (3), 635-642.

Lee H.Ch., Cheng S.S., Chang S.T., 2005. Antifungal property of the essential oils and their
constituents from Cinnamomum osmophloeum leaf against tree pathogenic fungi. J. Sci.
Food Agric., 85, 2047-2053.

Maiti D., Kole R.C., Sen, C., 1985. “Antimicrobial efficacy of some essential oils,” J. Plant
Dis. Prot., 92, 64-68.

Merida C.L. and Loria R., 1994. “Comparison of Thiabendazole-sensitive and-resistant
Helminthosporium solani isolates from New York,” Plant Dis., 78, 187-192.

Pavela R., Benelli G., 2016. Essential oils as ecofriendly biopesticides? Challenges and
constraints. Trends Plant Sci., 21, 1000-1007.

Rodriguez D.A., Secor G.A., Gudmestad N.C., Francl, L.J., 1996. Sporulation of
Helminthosporium solani and infection of potato tubers in seed and commercial storages.
Plant Dis. 80, 1063-1070.

Secor G.A., 1994. Management strategies for fungal diseases of tubers. In: Zhender G.W.,
Powelson M.L., Jansson R.K., Raman K.V., eds. Advances in Potato Pest Biology and
Management. St. Paul, USA: American Phytopathological Society Press, 155—7.

Secor G.A., Gudmestad N.C., 1999. Managing fungal diseases of potato. Can. J. Plant Pathol.,
21, 213-221.

Sempere F.F., Asamar J., Castell V. Rosell6 J., Santamarina M.P, 2021. Evaluating the
Antifungal Potential of Botanical Compounds to Control Botryotinia fuckeliana and
Rhizoctonia solani. Molecules, 26, 9, 2472.

Shreaz S., Wani W., Behbehani J., Raja V., Irshad M., Karched M., Ali I., Siddiqui W., Ting
H. L., 2016. Cinnamaldehyde and its derivatives, a novel class of antifungal agents.
Fitoterapia, 112, 116-131.

Tennison R., 2000. Co-ordinate your disease control strategies. Top Crop Manager (Potatoes in
Canada, a Special Issue), 26, 14-5.

Tholl D., 2006. Terpene synthases and the regulation, diversity and biological roles of terpene
metabolism. Curr. Opin. Plant Biol., 9, 297-304.

Vincenzi De M., Stammati A., Silano M., 2004. Constituents of aromatic plants: Carvacrol.
Fitoterapia, 75, 801-804.

147



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

Xie Y.J., Huang Q., Wang Z., Cao H., Zhang D., 2017. Structure-activity relationships of
cinnamaldehyde and eugenol derivatives against plant pathogenic fungi. Ind Crops Prod, 97,
388-394.

Zubrod J.P., Bundschuh M., Arts G., Briihl C.A., Imfeld G., Kndbel A., Payraudeau S.,
Rasmussen J.J., Rohr J., Scharmiiller A. et al., 2019. Fungicides: an overlooked pesticide
class. Environ. Sci. Technol., 53, 3347-3365.

Kontaktni adresa:

Ing. Martin Kmoch, Ph.D.

Vyzkumny ustav bramboraisky Havlicktiv Brod, s.r.o.
Dobrovského 2366, 580 01 Havlickav Brod

569 466 231, kmoch@vubhb.cz

148


mailto:kmoch@vubhb.cz

OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

Citlivosti nosatciki rodu Apion k acinnym latkam insekticidi
v letech 2018 — 2022

Results of susceptibility of laboratory testing of Apion weevils to the a.i. of
insecticides in 2018 — 2022

Kolariik P., Kolafikova K.
Zemédelsky vyzkum, spol. s r.o., Troubsko

Abstrakt

Byla testovana citlivost populaci nosatéika rodu Apion z vybranych lokalit Ceské republiky k
lambda-cyhalothrinu (8 populaci v roce 2018, 4 populace v roce 2019, 5 populaci v roce 2020,
7 populaci v roce 2022), k tau-fluvalinatu (5 populaci v roce 2020, 2 populace v roce 2021),
piipravku Biscaya 240 OD (5 populaci v roce 2020) a indoxacarbu (5 populaci v roce 2022)
metodou IRAC €. 011 verze 3 a ¢. 021 a 027. Ve vSech letech ptevladaly vysoce citlivé
populace. Vyrazny posun v citlivosti byl zjistén v roce 2022 u 1.l. lambda-cyhalothrin a tau-
fluvalinate. Hodnoty LDsg, LDgo a LDgs odhadované pro testované populace se pohybovaly
V porovnani s pfedchozimi lety sledovani na mnohem vys§si Girovni.

Klic¢ova slova: rezistence; hmyzi Skidci; insekticidy; jetel luéni; nosatéici rodu Apion

Abstract

The sensitivity of Apion weevil populations from selected locations in the Czech Republic to
lambda-cyhalothrin (8 populations in 2018, 4 populations in 2019, 5 populations in 2020, 7
populations in 2022) and tau-fluvalinate (5 populations in 2020, 2 populations in 2022), of
Biscaya 240 OD (5 populations in 2020) and indoxacarb (5 populations in 2022) by IRAC
Method No. 011 Version 3 and No. 021 and 027. Highly susceptible populations predominated
in all years. A significant shift in sensitivity was detected in 2022 at a.i. lambda-cyhalothrin and
tau-fluvalinate. The LD50, LD90 and LD95 values estimated for the tested populations were at
a much higher level compared to previous years of monitoring.

Keyword: resistence; insect pests; insecticides; red clover; Apion weevils

Uvod

Nosatcici roku rodu Apion a Protapion jsou uvadéni jako nejvyznamnéjsi sktdci u jetele
luéniho (Kolatik et al., 2012; Langer et al., 2008). V porostech mohou zptisobit vyrazné ztraty
na vynosu jetelového semene. Jejich larvy vyziraji bazalni ¢asti jetelovych kvitkl. Pro ochranu
se zde diive pouzivaly pfedevSim pouze pyrethroidni pfipravky (registrace Karate se Zeon
technologii 5 SC, 0.1. lambda-cyhalothrin). U tohoto Skidce se tak vyznamné zvysuje riziko
vyselektovani méné citlivé (rezistentni) populace k dané skupiné ucinnych latek. Na uzemi
Ceské republiky se vyskytuji resistentni populace blyskacka fepkového k pyrethroidtim
(Seidenglanz et al, 2021), a mandelinky bramborové viici pyretroidim a organofosfatim
(Kocourek et al, 2020). U dalsich u.l. pak dochazi k posunu V jejich citlivosti proti hmyzim
Sktidctim.

Vyznam plosného monitoringu (u nas 1 v okolnich zemich) je v souc¢asné dob¢ velmi dilezity
nejen u druhd, u kterych jiz problémy s rezistenci zaznamenany byly, ale i u druhii a insekticidd,
kde dosud (jak v laboratornich, tak v polnich podminkach) zadné problémy (zmény, posuny)
zaznamenany nebyly. A to ztoho divodu, ze u¢inny dopad antirezistentnich postupt (a
v dasledku toho predejiti praktickym problémim s kontrolou skudct v polnich podminkach a
zachovani pouzitelnosti insekticidii na delsi dobu) je mozny (vniméame-li to 1 jako moznost
zachranit néjaky rezistenci ohrozeny insekticid pro praxi) jen, kdyZ jsou posuny v citlivosti
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odhaleny vcas. Tedy v dob¢, kdy je frekvence rezistentnich jedincl (a tedy i1 frekvence
rezistenci udé€lujicich alel) v populacich jesté nizka.

Cilem nasi prace bylo shromézdit a laboratorné otestovat populace hmyzich sktidct viceletych
picnin (nosatéici rodu Apion) z riznych péstitelskych oblasti Ceské republiky pro zjisténi
inicialniho vyvoje stavu citlivosti k vybranym G¢innym latkam.

Material a metody

Laboratorni metodou pouzitou pro hodnoceni citlivosti k insekticidim byl lahvickovy test
(Adult vial test) doporuc¢ovany organizaci Insecticide Resistance Action Committee (IRAC).
Pro pyrethroidy (lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate) je ur¢ena Metoda ¢. 011 (Met 011, verze
3, pro piipravek Biscaya 240 OD (u.l. thiacloprid) pak metoda ¢. 021. Metody jsou detailné
popsany na strankach IRAC: http://www.irac-online.org. Roztoky insekticidd se aplikuji do
sklenénych lahvi¢ek se znamym vnitinim povrchem (v nasem piipadé: 37,97 cm?) ve velmi
nizkych koncentracich pomoci davkovacich pipet. Jako rozpoustédlo slouzi aceton. Cilem
aplikace je dosdhnout rovnomérného pokryti vnitinich stén testovacich lahvicek piislusnou
davkou ¢inné latky: uréitd davka v pg u.1./cm? povrchu lahvicky odpovida uréité hektarové
davce. Mezi testovanymi davkami je zafazena i kontrola (= 0 pg 0.1/ cm?) a davka odpovidajici
davce registrované. U lambda-cyhalothrinu bylo testovano 6 riznych davek, u tau-fluvalinatu
pak 5 riznych davek. Ovérovana populace, resp. insekticid, byla kazda davka testovana ve tiech
opakovanich (= 3 lahvicky od kazdé davky).

Priprava lahvi¢ek pfed vlastnim testem: do testovaci lahvicky byl z piislusného zasobniho
roztoku ptenesen 1 ml tekutiny. Lahvicky s roztokem byly bezprostiedné po aplikaci umistény
na otacejici se valecky rolleru. Po odpafeni acetonu ziistala na vnitinich sténach rovnomérné
rozprostfena vrstva konkrétni ucinné latky.

Do ptipravenych lahvicek se vkladali dospélci (10 imag/lahvicku) odebrani z urcité lokality.
Reakce brouktl na jednotlivé davky ucinné latky byly hodnoceny po 24 hodinach. Na zakladé
charakteru reakci jsou brouci zatazeni do kategorie 1 (zivi a aktivni jedinci) ¢i 2 (jedinci
postiZeni a mrtvi jedinci)

Pro kazdou testovaci lahvi¢ku (davka a opakovani) je vyjadien pocet broukd v kategorii 1 a
pocet brouku v kategorii 2. Na zakladé podilu broukd v kategorii 2 je stanoveno procento
mortality pro jednotlivé davky a opakovani. Tyto hodnoty jsou vyuzity pro vyjadfeni procent
ucinnosti a hodnot letalnich davek (LDso, LDgoa LDgs). Pro jednotlivé sbéry (= populace) byly
stanoveny hodnoty ucinnosti pro jednotlivé testované davky (dle Abotta; 1925). K vyjadieni
hodnot letalnich davek (LDso.o5 v g 0.1./ha) je vyuzit software Polo Plus (LEORA software;
metoda probitova regrese). V pripadé pyrethroidi je na zakladé zaznamenanych vysledki
populacim pftifazen ur€ity stupen rezistence (resp. citlivosti) dle kategorizace uzivané v IRAC.

Vysledky a diskuze

Odebrané vzorky hmyzu (nosatcici rodu Apion) byly ziskany smykanim porostu jetele lu¢niho.
Z Géinnosti dosazenych 100% a 20% davkami vyplyva, ze se v CR vramci testovani
k pyrethroidu lambda-cyhalothrin v roce 2018 nevyskytovaly necitlivé populace. V roce 2019
a 2020 pak byly zaznamenidny pouze populace vysoce citlivé. Uginnost dosahovana
registrovanou davkou byla ve vétsing ptipada plné€ dostate¢na (100 %), hodnoty LDgs jsou pro
vétsinu populaci v obou letech sledovani hluboko pod urovni registrované davky (7,5 g 0.1./ha).
V roce 2022 doSlo v posunu V citlivosti u této 1.1., kdy byly na dvou testovanych lokalitach
zjiStény populace stfedné resistentni a resistentni. Vypoctené hodnoty LD jsou tak v porovnani
S minulymi lety sledovani vyrazné€ vyssi i v ramci ostatnich sledovanych lokalit. MiZze tak
dochazet k trendu postupného ziskani necitlivosti K této 0.1. tak jako v ptipadé dalsich hmyzich
skudct (Seidenglanz et al., 2018; Kocourek et al., 2018; Zimmer & Nauen 2011). Celkem bylo
k této latce v roce 2018 otestovano 8 ¢eskych populaci, v roce 2019 pak 4 ceské populace a
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Vv roce 2020 5 ¢eskych populaci a v roce 2022 7 populaci. Podilové zastoupeni populaci a LDsp,
LDgo a LDgs jsou znazornény v tabulce 1 (rok 2018), v tabulce 2 (rok 2019), v tabulce 3 (pro
rok 2020) a v tabulce 4 (pro rok 2022).

V ramci testovani k pyrethroidu tau-fluvalinate (tabulka 5) vyplyva, Ze se na izemi CR citlivost
k dané 0.1. méni. V roce 2020 byly zaznamenany pouze populace vysoce citlivé. V roce 2022
pak byla v ramci testu situace odlisna. Celkem testovany 2 populace, z nichZ ob¢ dv¢ byly dle
zatazeni v rdmci IRAC resistentni k dané 0.1. (tabulka 7). Doslo tak k vyznamnému posunu
v citlivosti, je ale nutno konstatovat Ze byly testovany v ramci Ceské republiky pouze 2
populace. V roce 2021 nebylo nasbirano dostate¢né mnozstvi jedinct nosatéika pro sledovani
citlivosti, a proto vysledky z daného roku nejsou uvedeny jak pro u.l. lambda-cyhalothrin tak i
pro tau-fluvalinate. U blyskacka je situace vrdmci monitoringu k této 0.l. podobna
(Seidenglanz et al. 2021). Pro thiacloprid (Biscaya 240 OD) se na tizemi CR vyskytovala 1
populace citliva a 4 populace vysoce citlivé k dané 0.1. Hodnoty LD davek se pro danou u¢innou
latku drzi na velmi nizké Grovni. Naproti tomu u blyskacki je patrné, ze 1 v pfipadé této latky
minimalni hodnoty LD (LDso, LDgo) v pribéhu poslednich nékolika let rostou (Seidenglanz et
al., 2014). Do testt v roce 2022 byla misto dané 0.1. resp. pfipravku zafazena 0.l. acetamiprid.
Dle vysledk testl jsou dani jedinci na tuto latku pfili§ citlivi a v dalSich letech budou muset
byt zvoleny vhodnéjsi poméry koncentraci pro vypocteni hodnot LD. V ramci testovani byla
zafazena i u.l. indoxacarb, ktera ale neni pro dané¢ho sktidce registrovana pro jeho minimalizaci
(Anonymus, 2022). V piipadé pouziti proti blyskackium je registrovano 25,5 g/ha. Z naSich
vysledkl vyplyva ze jsou k dané u.1. spiSe necitlivi a hodnoty LDgg a LDgs jsou vyssi. I v ptipadé
pouziti této U.l. proti blyskackim se jeho ucinnost v posledni dobé taktéz snizuje (Seidenglanz
et al. 2022).

Tabulka 1
Vysledky testovani citlivosti ¢eskych populaci nosat¢ikii rodu Apion na estericky pyrethroid
lambda-cyhalothrin v roce 2018

| g g koutakt. |
g3 =S < lab. . LD,
2| & g rezisten| LDsq (2| CI |LDgo (| CI Dos | ¢
ol @ obec 3 ucinnost ) ) (g
= A @ . cedle | vl/ha) | (0.95)| a.lha) [(0.95)] (0.95)
E = 2 davky 1.5 RAC t.L/ha)
- G] gha (%)
23- 2. 2
Nemeigky |FPO%40N1 10600 | 0333 2 | 033 | 9% 127 (082 187|112
1 |1Nos 16.4983489E 047 2.64 4.48
49.1715461N 0.15- 0.77- 1.13-
Troubsk 100,00 | 90,00 2 | 024 1,26 2,03
2 |2nos| TN 1165119603 036 2.87 5.53
. 2298522 15- 56- 77-
Liostrov | 12228322N1 106 00 | 96.67 2 | 021 |9 oss |96 132 | 077
3 |3NOS 16.3320908E 031 1.90 335
43.8108578N 0.13- 0.42- 0.56-
4 |4aNos|  Bicd 100,00 | 10000 | 1 | 0.19 0,65 0.92
T 16.5829650E 027 1.36 226
_ |49.9771111N 0.16- 0.44- 0.56-
IV 2
s lsnos| VESovEE | D0 e | 10000 | 10000 S| 023 | L 065 |0 08T | )
Zabichna |49.8822081N 0.16- 0.55- 0.75-
2 : 25
6 lexos| Momave | 168972533 | 100:00 | 9667 2| 023 ) ga3 ] 086 e ] 3.02
NAmSS na | 49.6086564N 0.14- 0.49- 0.67-
2
7 l7nos|  Hané | 17.0875061E 100,00 | 100.00 AR 020 | o5 | 077 |y oy | L4 | 50
592 16- 55- 7a-
Obmoue |49.5923169N 50 55 | 10000 [ 1 023 | %1% 086 |° 125 | 974
8 [SNOS| Topolmy |17.1865311E 033 1.85 314
primér 100,00 | 97,08 0,23 0,90 1,33
median 100,00 | 97,08 0,22 0,85 1,26
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Vysledky testovani citlivosti ceskych populaci nosatciki rodu Apion na estericky pyrethroid
lambda-cyhalothrin v roce 2019

g kontakt.
O .—
= | & £ . |
2| 3 z -
2| & obec E uemnost | stence LDso (9 C1(0,95) LDgo (9 C1(0,95) LDos @ | (0,95)
2| & 2 davky |00 | al/ha) G.1/ha) 0.1/ha)
55 3 4 15 gh e
<z ) ,5 g/ha
(%)
49.0469025N 0.139- 0.236- 0.270-
1 |INOgNemeick 100,00 | 100,00 | 1 0,17 0,28 0,33
CMECRY 116.5140814E ’ ’ " o183 “® 0.365 22 0.452
. 49.2513472N 0.160- 0.316- 0.376-
2 [NOSavirek |10 ST | 100,00 | 100,00 | 1 019 | "¢ 041 | o2 050 | oo
49.1758586N 0.139- 0.246- 0.284-
3 [aNOgTroubsko [, - 0> =0T | 100,00 | 100,00 | 1 06 | 030 | oo 035 | o
 |48.9185539N 0.114- 0.461- 0.646-
4 |aNO§Tvorihwiz | 1= 22000 | 100,00 | 100,00 | 1 015 | 075 |, 0o 147 |, oo
rlimér 100,00 | 100,00 0.17 0,43 0,59
median 100,00 | 100,00 0,16 0,35 0,43
Tabulka 3

Vysledky testovani citlivosti ¢eskych populaci nosatc¢ikti rodu Apion na estericky pyrethroid
lambda-cyhalothrin v roce 2020

0 kontakt.
© 2 st.
il 8 < 8. Jiste| LD LD LD
2| 2 £ G&innost | cl | cl e
o| © obec 3 , nce (9 (9
2l a 2 davky ) (095) |, (095)] (0,95)
S| o 72 dle |0.1/ha) 0.1/ha) 0.1./ha)
0 A 15 g/ha
= O IRAC
(%)
1 |[INOS| Jivovi | 49.4021392N, | 100,00 | 100,00 | 1 0,25 |0,186-| 0,65 |0,448{ 0,84 |0,555-
16.0966947E 0,346 1,263 1,893
2 |2NOS| Bfezejc | 49.3461975N, | 100,00 | 100,00 [ 1 0,19 |0,115-| 0,68 [0,395{ 0,99 |0,531-
16.0937336E 0,303 1,979 3,560
3 |3NOS|Troubsko | 49.1596914N, | 100,00 | 100,00 [ 1 0,25 |0,156-| 0,71 [0,434{ 0,96 |0,549-
16.5004114E 0,391 2,121 3,620
4 |4NOS|Tvotihraz | 48.9194561N, | 100,00 | 100,00 [ 1 0,22 |0,161-| 0,39 [0,295{ 0,46 |0,329-
16.1288236E 0,287 1,388 2,317
5 |5NOS|Néméicky| 49.0469850N, | 100,00 | 100,00 [ 1 0,17 |0,206-| 0,39 [0,254{ 0,49 |0,308-
16.5149911E 0,252 0,940 1,439
0
primér 100,00 | 100,00 0,21 0,56 0,75
median 100,00 | 100,00 0,22 0,65 0,84
Tabulka 4

vr] o

Vysledky testovani citlivosti ¢eskych populaci nosat¢ikii rodu Apion na estericky pyrethroid
lambda-cyhalothrin v roce 2022
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° kontakt
s| 8 2 . lab. St,'
2 32 k) deinnog|| =2 LDso (g LDso (g LDys (g
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(%)
49.1721536N, 0.071- 0.623- 0.980-
1 |1NOS [Troubsko |16.4989603E | 100,00 | 93,30 | 2 | 0,17 |0.329 | 1,34 [7.237 2,41 |20.492
49.0468944N, 0.150- 0.601- 0.811-

2 |2NOS |N&méitky |16.5152233E | 100,00 | 10000 | 1 | 0,27 |0.448 | 1,05 [3.272 1,53 |6.201
2 |anos 49.4581731N, 0.130- 1.863- 3.222-

Bukov 16.2383403E | 100,00 | 60,00 | 2 | 043 |1.138 | 555 |84.745 | 11,46 |353.611
4 lanos |Ostrov nad [49.4800236N, 0.090- 2.865- 5.911-

oslavou  |16.0018800E | 93,75 | 66,67 | 3 | 0,30 [0.719 | 852 |89.683 | 21,93 |455.065
e lsnos 49.3297419N, . 0.000- 1.1766- 5.299-

Zéblati 16.1637933E | 86,67 | 73,33 0,04 0.192 | 836 [3786.36| 39,01 |456204.8
e lenos 49.4196078N, 0.067- 0.639- 1.015-

ol3i 16.2951381E | 100,00 | 7333 | 2 | 0,17 [0.320 | 1,35 |6.693 2,44 |18.872
- Tonos 49.5628011N, 0.121- 0.413- 0.544-

Radfiovice |16.0092681F | 100,00 | 87,50 | 2 | 0,20 [0.332 | 0,70 |2.164 1,00 [3,959

primér 100,00 | 84,43 0,29 2,65 5,13

median 100,00 | 93,30 0,27 1,34 2,41
Tabulka 5

Vysledky testovani citlivosti populaci nosatcikt
thiacloprid (Biscaya 240 OD) v roce 2020

rodu Apion na

estericky neonikotinoid
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s 8 < lab. st.
% §_ obec ,g L’JEitmost rezistenc| LDs, (g C1(0,95) LDqg, (g C1(0,95) LDgs (8 €1(0,95)
§ ey 2 davky edle [d.l./ha) u.l./ha) u.l./ha)
O © § 14.4g/ha| IRAC
(%)
49.4021392N, 6,681- 9,393- 10,175-
1 INOS Jivovi 16.0966947E 100,00 100,00 1 7,66 18,992 11,18 |16,984 12,45 |20,680
49.1596914N, 1,202- 2,273- 2,612-
2 2NOS Troubsko [16.5004114E 100,00 100,00 1 1,66 (2,300 3,13 6,713 3,75 19,478
3 3NOS 49.0469850N, 2,082- 4,173- 4,936-
Némcicky [16.5149911F 100,00 100,00 1 2,91 |4,884 6,60 22,943 8,32 136,619
48.9194561N, 2,403- 5,048- 6,059-
4 4ANOS Tvofihrdz [16.1288236E 100,00 100,00 1 3,43 |5,802 8,15 [26,291 10,42 (41,490
49.3461975N, ) 1,057- 4,553- 6,191-
5 5NOS Brezejc 16.0937336E 100,00 93,33 1,93 (3,197 8,18 |34,060 12,32 |74,085
pramér 100,00 98,67 3,52 7,45 9,45
median 100,00 | 100,00 2,91 815 10,42
Tabulka 6

Vysledky testovani citlivosti ¢eskych populaci nosatéikii rodu Apion na pyrethroid tau-
fluvalinate v roce 2020
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=] S ‘c st.
S 3 kS lab. rezistenc| LDs, (g LDy (g LDys (g
3 53 obec ’5 Gginnost 0% fer(0,95)| ' |ci(0,95)| > *°|c1(0,95)
o a 5 d, edle |a.l./ha) a.1./ha) a.1./ha)
2 3 - avky 9.6 IRAC
= & g/ha (%)
49.1596914N, 0,990- 2,03,2- 2,377-
1 INOS  [Troubsko [16.5004114E | 100,00 | 100,00 1 1,35 |1,940 2,96 |9,468 3,70 |15,555
49.4021392N, 1,297- 2,201- 2,478-
2 2NOS  [Jivovi 16.0966947E | 100,00 | 100,00 1 1,68 2,763 3,19 [16,635 | 3,82 [28552
3 2NOS 49.0469850N, 0,901- 1,728 1,971-
Néméitky [16.5149911E | 100,00 | 100,00 1 1,23 [1,638 2,35 |6,000 2,82 [9,139
48.9194561N, 1,297- 2,202- 2,479-
4 4NOS  |Tvotihraz |16.1288236E | 100,00 | 100,00 1 1,68 [2,754 3,19 |16,401 | 3,82 |28,062
49.3461975N, 1,147- 2,069- 2,352-
5 5NOS  |Bfezejc  |16.0937336E | 100,00 | 100,00 1 1,52 (2,278 3,59 12,056 | 3,59 20,105
pramér 100,00 | 100,00 1,49 3,06 3,55
median 100,00 | 100,00 1,52 3,19 3,70
Tabulka 7
Vysledky testovani citlivosti ¢eskych populaci nosatéikti rodu Apion na pyrethroid tau-
fluvalinate v roce 2022
g ks kontakt. | st.
> & c .
5 S ke lab. rezist
obec Ry -~ LD LD LD,
2| 8 (okres) 5 G&innost | ence '|50h(g £1(0,95 '|90h(g C1 (0,95) ,Issh(g €1 (0,95)
2 = 2 davky 9.6| dle G.l./ha) u.l./ha) u.l./ha)
~ & g/ha (%) | IRAC
49.1721536N, 0.882- 72.323- 151.757-
1 |INOS |Troubsko |16.4989603E 6,55 |18.178| 281,51 |25779.312| 817,70 |335224.2
49.4196078N, 0.164- 7.532- 13.164-
2 |2nos |0l 16.2951381E 94,44 | 82,35 3 1,56 |3.581 | 16,47 |100.487 32,16 |438.154
- 148,99
primér 77,22 | 91,18 4,05 424,93
median 77,22 | 91,18 4,05 148,99 424,93
Tabulka 8

Vysledky testovani citlivosti ceskych populaci nosatéikti rodu Apion na indoxacarb v roce 2022
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1 |[INOS [Troubsko [49.1721536N, | 100,00 | 93,30 0,35 |0.062- 7,96 |2.902- 19,36 |[5.970-

16.4989603E 0.899 60.410 287.409
2 |2NOS |Zablati 49.3297419N, | 100,00 | 100,00 3,13 [1.392- 40,99 |15.490-| 85,02 (26.619-
16.1637933E 6.628 403.427 1489.882
3 |3NOS |Ostrov nad |49.4800236N, | 100,00 | 60,00 3,47 [1.173- 33,17 |12.411- 62,91 [19.901-
oslavou 16.0018800E 8.340 495.290 1918.822
4 [4NOS |Olsi 49.4196078N, | 93,75 66,67 1,02 |0.280- 22,71 |7.094- 54,77 |13.838-
16.2951381E 2.682 342.295 1735.257
5 |5NOS|Némcicky |49.0468944N, | 86,67 73,33 0,93 [0.265- 16,77 |5.925- 38,06 |11.224-
16.5152233E 2.269 158.138 670.692
priimér 96,08 78,66 1,78 24,32 52,02
median 100,00 | 73,33 1,02 22,71 54,77

Zavér

V soucasnosti lze v ramci chemické ochrany pouzit proti nosatéikim rodu Apion tyto
registrované piipravky: Karate se Zeon technologii 5 CS (u¢. 1. lambda-cyhalothrin 50 g/l) v
davce 0,2 I/ha a Mospilan 20 SP resp. Mospilan MIZU 120 SL (u¢. 1. acetamiprid — 20 %) v
davce 150 g/ha a 0,35 I/ha (Anonymus, 2022). Pfi aplikaci neonikotinoidnich ptipravka s
kontaktnim a systémovym t¢inkem dochazi k prikaznému snizeni pocetnosti nosat¢ikd, jak z
hlediska vyskytujicich se dospé€lcti, tak nasledn€ 1 s menSim vyskytem larev v jetelovych
hlavkach. Na zakladé¢ nami ziskanych vysledkti doslo v roce 2022 v posunu V citlivosti
Vv pfipad¢ u.l. lambda-cyhalothrin, kdy byly zjistény 2 resistentni populace. Doslo ke zhorSeni
také v pripadé¢ U.l. tau-fluvalinate se stejnym vysledkem (resistentni populace), je ale nutno
podotknout Ze byly otestovany v ramci Ceské republiky pouze tyto 2 populace.
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Fytotoxicita vybranych herbicidnich u¢innych latek ke katranu etiopskému

The phytotoxicity of postemergence herbicides on crambe
Kubikova Z.!, Smejkalova H.!, Hutyrova H.

1Zemédélsky vyzkum, spol. s r. 0.;

Abstrakt

Ve sklenikovych pokusech byla u katranu etiopského (Crambe abyssinica Hochst.) zkousena
fytotoxicita ucinnych latek herbicidi. Byly zkouSeny ucinné latky klopyralid v kombinaci s
picloramem, metamitron v kombinaci s chinmerakem, tembotrion a metazachlor U kazdé
varianty byly zkousSeny dvé koncentrace u¢innych latek. Byla hodnocena fytotoxicita, vyska
rostlin a produkce biomasy. Nejvyznamnéjsimi ptiznaky fytotoxicity byly chlorézy, nekrézy a
omezeni rustu. U katrdnu etiopského byla nejvyssi fytotoxicita u tembotrionu, kde byla
fytotoxicita 77 % u nizsi davky a 85 % u vyssi davky. Nejnizsi fytotoxicita byla zjisténa u
kombinace u¢innych latek metamitron s chinmerakem.

Klicova slova: selektivita, fytotoxicita, herbicidy, krambe

Abstract

The phytotoxicity of clopyralid with picloram, metamitron with quinmerac, tembotrione, and
metazachlor was studied in greenhouse experiments at two application rates to evaluate their
effects on crambe (Crambe abyssinica Hochst.) The influences of these herbicides on shoot
phytotoxicity, plant height, and biomass production were evaluated. Herbicide-induced foliar
injury ranged from early chlorosis, necrosis, and stunted growth. The highest phytotoxicity to
crambe was found in tembotrione, it ranged from 77 to 85 % depending on the herbicide rate.
The lowest phytotoxicity on crambe was in metamitron with quinmerac.

Keywords: selectivity, phytotoxicity, herbicides, Crambe abyssinica

Uvod

Katran etiopsky (Crambe abyssinica Hochst. ex R.E. Fries) patii do celedi brukvovité
(Brassicaceae). Jak nazev napovida pochéazi z Etiopie, kde roste na ndhornich ploSinach v
nadpoiskych vyskach az 2600 metrii nad mofem. Je to jednoletd bylina s kratkou vegetacni
dobou, mélce kotfenici s jemnym kulovitym kotfenem, ktery se ve svrchnich vrstvach puady
bohat¢ vétvi. Lodyhy jsou ve spodni ¢asti ochlupené, nahote lys¢, vzpiimené a v horni ¢asti se
siln€ vétvi v dlouhé, Sikmo odstalé, fidce rozveétvené, podélné ryhované vétve, které vyristaji
v uzlabi listent (Strasil 2010). Listy jsou stiidavé, vejcité s pilovitym okrajem. Kvétenstvi je
prodlouzeny hrozen. Kvéty maji Ctyfi bilé korunni listky, kopistovité kaliSni listky a Sest
ty¢inek. Plodem je kulovita nazka. Péstuje se jako olejnina a meziplodina, je mozné ji vyuZzivat
do krmnych smési pro zvér.

Pocatecni vyvoj krambe je stfedné rychly a trva 3 az 4 tydny, neZ se porost zapoji (Strasil 2010).
V rannych fazich vyvoje nema dobrou konkurencni schopnost vii¢i plevelim, proto je vhodné
vysévat tuto plodinu na méné zaplevelené pozemky. Pii seti do SirSich fadkd je mozné
V pocatcich vegetace pouzit mezifadkovou kultivaci proti plevelim (Strasil 2010). Pfi uzsich
fadcich je jedinou moznosti ochrany proti plevelim aplikace herbicidnich ptipravkld. V
soucasné dob¢ jsou do krambe registrovany Ctyti herbicidni pfipravky, z toho dva ptipravky
(Agil 100 EC s t¢innou latkou propachizafop a Targa Super 5 EC s u€¢innou latkou chizalofop-
P-ethyl) jsou urceny proti jednodéloznym plevellim a dva (Butisan Max s kombinaci G¢innych
latek chinmerak, dimethenamid-P, a metazachlor a Butisan Star s kombinaci uc¢innych latek
chinmerak a metazachlor) jsou ur¢eny proti dvoud€loznym plevelim. U piipravka proti
dvoudé€loznym plevelliim se jednd o kombinace u¢innych latek, které jsou si velmi podobné.
Studiem herbicidniho oSetfeni u katranu se zabyval StrasSil (2010), ktery uvadi dobrou
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selektivitu metazachloru. Sirokym spektrem ué¢innych latek se zabyval Souza et al (2014), ale
dobrou selektivitu mél pouze trifluralin pfi predset’ové aplikaci.

V této praci byla v nadobovych pokusech ovéfovana fytotoxicita dal$ich ti¢innych latek a jejich
kombinaci.

Material a metody

Jednalo se o nadobové pokusy provadéné ve skleniku. Svételna perioda byla 16 hodin svétla 8
hodin tmy a primérna teplota byla 19°C. Ve vSech pokusech byl pouzit katran etiopsky odrtida
Katka, osivo pochazelo z péstebnich ploch v okoli Troubska. Osivo bylo vyseto do kvétinact o
rozmérech 15x15x15 cm, kter¢ byly naplnény hlinitopis€itou ptidou s néasledujicim obsahem
zivin: N anorganicky 22 mg/kg, K 267 mg/kg, Mg 353 mg/kg, P 97 mg/kg, Ca 3470 mg/kg,
humus 1,17 %. V kazdém kvétinaci bylo pro hodnoceni ponechdno 20 rostlin katranu. OSetteni
rostlin bylo provedeno 1.3.2021 ve fazi BBCH 12 az 14 (2 az 4 pravé listy). Pokusy byly
usporadany nahodné a ve tfech opakovanich pro kaZzdou variantu a koncentraci pfipravku. Byly
zkouseny nasledujici G¢inné latky a jejich kombinace: klopyralid s picloramem (Galera),
metamitron v kombinaci s quinmeracem (Goltix titan), tembotrion v kombinaci s isoxadifenem
(Laudis) a metazachlor (Butisan 400). U kazdého ptipravku byly zkouseny dvé koncentrace.
Koncentrace byly zvoleny 0,5 N (polovi¢ni aplika¢ni davka vyuzivana k hubeni plevelli)a 1 N
(bézna aplikacni davka ptipravku). Seznam variant je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1: Seznam variant

Déavka Davka u¢inné
Varianta  Piipravek Uinna latka piipravku na ha latky na ha Koncentrace

1 - - - - ON
21 Galera Klopyralid 267 g/l, Pikloram 67 g/l 0,1751 46,7/ 11,79 05N
22 Galera Klopyralid 267 g/, Pikloram 67 g/l 0,351 93,5/235¢g 1IN
31 Goltix Titan metamitron - 525 g, quinmerac - 40 g 11 525/40 g 05N
32 Goltix Titan metamitron - 525 g, quinmerac - 40 g 21 1050/ 80 g 1N
41 Laudis tembotrione - 44 g, isoxadifen-ethyl - 22 g 11 44/22 g 05N
42 Laudis tembotrione - 44 g, isoxadifen-ethyl - 22 g 21 88/ 44 g 1IN
51 Butisan 400 metazachlor - 400 g 11 400 ¢ 05N
52 Butisan 400 metazachlor - 400 g 21 800 g 1N

Vyhodnoceni stavu rostlin a fytotoxicity bylo provaddéno vizualné ve Ctyfech terminech.
Hodnoceni probihalo po 0, 4, 7 a 14 dnech od posttiku (TO, T3, T7 a T14). Fytotoxicita/stav
rostlin byla hodnocena v % poskozeni rostlin. Ke kazdému hodnoceni byl pfipojen podrobny
popis priznakl fytotoxicity/poskozeni. Poskozeni rostlin bylo srovnavéno s neoSetienou
kontrolou. V prabéhu pokusu byla méfena vyska rostlin u jednotlivych variant ve ¢tyfech
terminech (TO, T7, T14 a T21) a na konci pokusu (T21) byla také sklizena a zvdZena nadzemni
hmota péti rostlin a vypocitana primérna hmotnost jedné rostliny. Vysledky byly vyhodnoceny
V programu Statistica 12 metodou analyzy rozptylu a naslednym testovanim Tukeyho testem
na hladin€ o 0,05.

Vysledky

Selektivita zkouSenych herbicidnich variant

U katranu byly zjiStény rozdily v selektivité jednotlivych kombinaci €¢innych latek. Nejvyssi
fytotoxicita ke katranu byla zjisténa u kombinace uc¢innych latek tembotrion s isoxadifenem
(Laudis). V pribéhu hodnoceni dochéazelo k prohlubovani projevii fytotoxicity. V prvnim
terminu hodnoceni po ¢tyfech dnech od aplikace byla primérna fytotoxicita u obou koncentraci
podobna a dosahovala 7 az 8 %. Po 7 dnech byla fytotoxicita u niz$i koncentrace 40 % a u vyssi
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43 % a po 14 dnech byla fytotoxicita u nizsi koncentrace 76 a u vyssi dokonce 85 %. Rozdily
byly ve srovnani s neoSetfenou kontrolou prikazné. Hlavnimi pfiznaky fytotoxicity byly
nekrozy, chlordzy, deformace listh a omezeni rastu. Nejniz8i fytotoxicita byla zjiSt€na u
metamitronu v kombinaci s quinmeracem (Goltix titan), kde fytotoxicita po 14 dnech
dosahovala 7 % u niZ8i koncentrace a 12 % u vyssi koncentrace. U obou koncentraci byla dobra
selektivita k plodin¢ po aplikaci. Prikazny rozdil oproti neoSetiené kontrole byl u vyssi
koncentrace. Hlavnimi pfiznaky fytotoxicity byly chlordzy a nekrézy na okrajich listii. Dobrou
selektivitu vykazovala také kombinace klopyralidu s picloramem (Galera) v nizsi koncetraci,
kde byla primérna fytotoxicita po 14 dnech od aplikace 10 %. Hlavnimi pfiznaky fytotoxicity
byly nekrézy, deformace listti a omezeni rustu. U vyssi davky byla po 14 dnech od aplikace
zjisténa uspokojiva fytotoxicita 33 %. U¢inna latka metazachlor (Butisan 400) méla po 14
dnech zvySenou fytotoxicitu 35 % u nizs§i davky a silnou fytotoxicitu 50 % u vyssi davky.
Hlavnimi pfiznaky fytotoxicity byly chlorézy u mladych listli, nekrozy a omezeni ristu.
Vysledky fytotoxicity jsou uvedeny v tabulce 2 a znazornény v Grafu 1.

Tabulka 2: Stav rostlin na zacatku pokusu/fytotoxicita — poSkozeni rostlin v %

Davka pfipravku Stav rostlin/fytotoxicita v % po$kozeni rostliny
Varianta Pripravek na ha T0 T4 T7 T14
1 - - 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a

21 Galera 0,175 0,00 a 8,00 cd 11,67 b 10,00 ab

2.2 Galera 0,35 0,00 a 13,33 d 26,67 ¢ 33,33 ¢

31 Goltix Titan 1 0,00 a 0,00 a 8,00 ab 7,33 ab

32 Goltix Titan 2 0,00 a 2,33 ab 9,00 ab 11,67 b

41 Laudis 1 0,00 a 8,00 cd 40,00 de

42 Laudis 2 0,00 a 7,00 bc 43,33 e

51 Butisan 400 1 0,00 a 8,00 cd 31,67 cd 35,00 ¢

52 Butisan 400 2 0,00 a 9,33 cd 40,00 de 50,00 d

Pozn.: pismenné indexy znazornuji statistické rozdily na hladiné o 0,05, cervena - silna
fytotoxicita — poskozeni nad 45 %, oranzova- zvysend fytotoxicita - poskozeni 31 — 45 %, zlutd
- uspokojiva fytotoxicita - poskozeni 21 — 30 %, zelena - dobra selektivita - poskozeni 0 — 20 %

Graf 1: Vliv oSetieni herbicidnimi piipravky na poSkozeni rostlin (fytotoxicita v % poskozeni
rostliny). Zobrazeny jsou prumérné hodnoty (n = 3) jednotlivych variant a davek = SD.

100 - nT4 OT7 mTl4
° F1
°> 80_ }
=
2 60 -
S
‘=40 4
%]
S
,:g 20 -
=™ FE‘I’—I—‘
0 - T T --’—I—’—I—‘ V‘X‘I—I—‘—I—‘
Varianty 1 21 22 31 32 41 42 51 52

Vliv oSeteni na vysku rostlin a hmotnost nadzemni biomasy

V pribehu pokusu byla hodnocena vyska rostlin. Prvni méteni bylo provedeno v pied aplikaci
Vv terminu TO. V tomto terminu se praimérna vyska rostlin pohybovala v rozmezi od 12,2 do
13,2 cm a nebyly zjistény vyznamné rozdily ve vysce. V pozd¢jSich terminech vyska rostlin
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korespondovala se zjiSt€nou fytotoxicitou, ktera se zejména u n&kterych variant projevovala
také omezenim ristu rostlin. Zadna z oSetfenych variant svou vyskou nepfesahla neosetienou
kontrolu, kde primérma vySka v poslednim terminu hodnoceni dosahovala 26,4 cm.
K nejvétsSimu omezeni ristu rostlin doslo u kombinace ucinnych latek tembotrion
s isoxadifenem, kde byla také nejvétsi fytotoxicita. Dochazelo zde ke stagnaci az k poklesu
vysky oproti pocate¢nimu stavu. V poslednim terminu hodnoceni byla primérna vyska u nizsi
davky 10,1 cm a u vyssi davky 9,6 cm a vySkovy rozdil oproti neoSetfené kontrole byl cca 16
cm. Rozdil oproti neoSettené kontrole byl statisticky pritkazny. Prikazny rozdil ve vysce ve
srovnani s neoSetfenou kontrolou byl také u t¢inné latky metazachlor v obou davkach, kde byla
V poslednim terminu hodnoceni primérna vyska u nizsi davky 19,5 cm a u vyssi 16,6 cm.
Snizeni oproti neoSetiené kontrole bylo t¢éméf 7 cm u nizsi davky a témeét 10 cm u vyssi davky.
U kombinace klopyralidu s picloramem byla vyska rostlin v poslednim terminu hodnoceni 24,6
cm u niz$i davky a 21,6 cm u vyssi davky. K priikaznému sniZeni doslo pouze u vyssi davky,
kde byl rozdil oproti neosetiené kontrole 4,7 cm. U nizsi davky a u metamitronu v kombinaci
S quinmeracem se rozdil oproti neoSetiené kontrole pohyboval okolo 2 cm a nebyl statisticky
prukazny.

Byly zjistény také rozdily ve hmotnosti rostlin. Nejvyssi hmotnost Cerstvé i suché hmoty byla
zjisténa u kontroly (2,45 g). U kombinace klopyralidu s picloramem (var. 2) a u u metamitronu
v kombinaci s quinmeracem (var.3) nebyl prukazny rozdil v Cerstvé hmotnosti oproti
neoSetiené kontrole. V suché hmotnosti byly zjistény prikazné rozdily s neoSetienou kontrolou
témet u vSech variant s vyjimkou u metamitronu v kombinaci s quinmeracem (var. 3) v nizsi
davce.

Tabulka 3: VySka a hmotnost rostlin

Davka Vyska v cm Hmotnost rostliny v g
Varianta Pripravek piipravku na ha TO T7 T14 T21 Cerstva Sucha
1 - - 12.15a 1533 ¢ 2533 e 26.36 € 245¢e 0.28 e
21 Galera 0.175 13.17 a 15.67 c 26.17 e 24.56 de 2.41 de 0.19 cd
2.2 Galera 0.35 12.67 a 12.33 ab 21.00cd  21.64cd 2.17 cde 0.16 bcd
31 Goltix Titan 1 12.83 a 15.83 ¢ 23.83de 2464 de 2.18 cde 0.22 de
3.2 Goltix Titan 2 13.00 a 14.50 bc 23.67 de 24.31 de 1.98 cde 0.16 bcd
41 Laudis 1 12.50 a 1150 a 9.17 a 10.06 a 0.55 ab 0.08 ab
4 2 Laudis 2 13.17 a 13.33 abc 9.50 a 9.56 a 042 a 0.07 a
51 Butisan 400 1 12.67 a 14.83 bc 19.00 bc  19.53 bc 1.54 cd 0.14 abcd
52 Butisan 400 2 1250 a 12.33 ab 15.67 b 16.56 b 1.36 bc 0.12 ahc

Pozn.: pismenné indexy znazornuji statistické rozdily na hladiné o 0,05

Graf 2: Vliv oSetieni herbicidnimi piripravky na vySku rostlin (fytotoxicita v % poskozeni
rostliny). Zobrazeny jsou prumérné hodnoty (n = 6) jednotlivych variant a davek + SD.
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Diskuse

U nas se herbicidni ochranou katranu zabyval Strasil (2010), ktery uvadi dobry tc¢inek u¢inné
latky metazachlor (piipravek Butisan 400) pii davce ptipravku 2,5 litru na ha. V naSich
pokusech se, ale tato uc¢inna latka ptilis neosvédcila a uz v davce 2 1 piipravku na hektar méela
pocatedni fytotoxicitu 50 % poskozeni rostlin. Uginnou latku klopyralid zkouseli do katranu
Stougaard a Moomaw (1991). V této praci byla ucinna latka klopyralid aplikovana
postemergentné v davce 280 g/ha v kombinaci s pfedsetovym oSetienim Uéinnou latkou
trifluralin v davce 840 g/ha. Poskozeni rostlin bylo 0 az 25 %. V naSich pokusech dosahovalo
poskozeni rostlin pfi kombinaci klopyralidu s picloramem 10 az 33 % i ptesto Ze davka uc¢inné
latky klopyralidu byla mnohem niz§i. To naznacuje, Ze na fytotoxicité této kombinace se vice
podilela u¢inna latka picloram. Sirokym spektrem uéinnych latek se zabyval Souza et al (2014)

Zavér

Aplikace zkousenych herbicidnich latek a jejich kombinaci méla vliv na rast rostlin po aplikaci.
Byla zjisténa fytotoxicita, kterd se projevovala nekrézami, chlor6zami a také omezenim ristu
rostlin. Po aplikaci dochéazelo ke snizeni vysky rostlin oproti neosetiené kontrole a také ke
sniZeni produkce nadzemni hmoty. NejperspektivnéjS$im ptipravkem pro pouZiti v této ploding
je ze zkousenych piipravki Goltix titan (metamitron v kombinaci s quinmeracem), u kterého
byla zjiSténa nejnizsi fytotoxicita a nejmensi vliv na vysku rostlin a produkei nadzemni hmoty.
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Virus mozaiky vodnice (Turnip mosaic virus): riziko pro péstovani
kost’alové zeleniny — Ano nebo Ne?

Turnip mosaic virus: a risk for growing brassica vegetables - Yes or No?
Navratil M., Safafova D.

Univerzita Palackého v Olomouci, Prirodovédecka fakulta

Abstrakt

Na farmach zaméfenych na ekologickou produkci kost’dlovych zelenin a v jejich okoli byl
monitorovan vyskyt viru mozaiky kvétaku (CaMV), viru mozaiky vodnice (TuMV), viru Zluté
mozaiky vodnice (TYMYV) a viru Zloutenky vodnice (TuYV). Na vSech lokalitach, s vyjimkou
Lednice, byl potvrzen vyskyt dvou virti, a to TuMV a TuYV. TuMV se vyskytoval na tufinu a
kedlubnu, a to ¢asto ve smé&sné infekci s TuY'V. Na hlavkovém zeli se vyskytoval pouze TuYV,
zatimco na rostlinach kienu pouze TuMV. Biologické testy rezistence kostalovych zelenin
potvrdily rezistenci viici TuMV u vybranych odriad kapusty kadetavé a rizickové, a ¢inského a
pekingského zeli.

Klicova slova: zdroje infekce, rezistence, ekologicka produkce zeleniny

Abstract

The occurrence of cauliflower mosaic virus (CaMV), turnip mosaic virus (TuMV), turnip
yellow mosaic virus (TuYV), and turnip yellows virus (TuYV) was monitored on the farms
focused on the ecological production of cruciferous vegetables and in their surroundings. At all
localities, except for Lednice, the occurrence of two of them, TuMV and TuY'V, was confirmed.
TuMV was found infecting turnip and kohlrabi, often in mixed infection. The cabbage was
infected only by TuYV, while horseradish was infected only by TuMV. Biological testing of
resistance of cruciferous plants allowed identification of resistance against TUMV in some
cultivars of curly cabbage, Brussels sprout, Chinese cabbage, and napa cabbage.

Keywords: sources of infection, resistance, organic production system

Uvod

Kostalové zeleniny patii mezi nejvice péstované zeleniny v Ceské republice. Zeli hlavkové
(Brassica oleracea var. capitata L.) bylo v roce 2020 péstované na 1 044 ha a jeho sklizen
Cinila 44 090 t, kvétak (Brassica oleracea var. botrytis L.) byl péstovan na 240 ha a bylo ho
sklizeno 2 641 t, kedluben (Brassica oleracea var. gongylodes L.) na 182 ha (4 595 t), brokolice
(Brassica oleracea var. italica Plenck) na 113 ha (946 t), zeli pekingské (Brassica rapa subsp.
pekinensis (Lour.) Hanelt) na 99 ha (1 832 t), kapusta hlavkova (Brassica oleracea var. sabauda
L.) na 77 ha (987 t), a kapusta ruzi¢kova (Brassica oleracea var. gemmifera DC.) na 0,3 ha (3
t). Do téze Celedi Brassicacae se fadi i oblibena kotfenova zelenina, fedkev seta fedkvicka
(Raphanus sativus L. convar. radicula Pers.) péstovana na 349 ha (4 750 t) (Némcova a
Buchtova 2021).

Zloutenky patii k hlavnim virovym chorobam kost'alovych zelenin. Jejich ptivodci mohou byt
Ctyfi druhy vird, a to virus mozaiky kvétaku (Cauliflower mosaic virus, CaMV, r.
Caulimovirus), virus mozaiky vodnice (Turnip mosaic virus, TuMV, r. Potyvirus), virus zluté
mozaiky vodnice (Turnip yellow mosaic virus, TYMV, r. Tymovirus) a virus Zloutenky vodnice
(Turnip yellows virus, TuYV, r. Poleovirus). Tyto viry se vyskytuji nejen jednotlive, ale ¢asto
1 ve smésnych infekcich a negativné ovlivituji zemédélskou produkci. Jejich infekce vede
primérné ke 30% sniZeni vynosii a také negativné ovliviiuje kvalitu skladovanych zelenin
(Shattuck 1992; Walsh a Jenner 2002).
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Piestoze bylo v poslednich letech, a to nejen u nas, pozorovano $ifeni TuY'V, které s vysokou
pravdépodobnosti souvisi s rozSitenim péstovani fepky olejky, a to 1 v blizkosti péstitelskych
ploch kost'alovych zelenin, je za nejvyznamnéjsi a nejrozSifendjsi virus infikujici kost'alové
zeleniny povazovan virus mozaiky vodnice (TuMV) (Nellist a kol. 2022).

TuMV je taxonomicky fazen do rodu Potyvirus — nejpocetnéjsiho rodu rostlinnych
jednovlaknovych RNA vird. Mozaika brukvovitych, s nejvétsi pravdépodobnosti zpisobena
virem mozaiky vodnice, bylo poprvé popsano v USA v roce 1921 na brukvi (Brassica rapa L.),
¢inském zeli (B. pekinensis Rupr.) a japonské hoi¢ici (B. japonica Thunb.) (Gardner a Kendrik
1921; Schultz 1921), pozdgji pak ve Velké Britanii na B. oleracea (Smith 1935) a v Ciné na
fepce B. rapa (Ling a Yang 1940).

Virus mozaiky vodnice patii mezi nejrozsitené;si viry rostlin, vyskytuje se prakticky po celém
svéte. Jeho genom je tvofeny jednou pozitivné orientovanou RNA molekulou o délce 9 798
nukleotidi kodujici 10 proteini. Je velice variabilni, do souc¢asné doby bylo popsano vice nez
200 izolath pivodem zriznych zemi a hostitelskych rostlin (NCBI 2022). Na zéaklad¢
biologickych vlastnosti a podle symptomi, které vyvolavaji na diferenciacnich liniich zastupct
Brasica napus, jsou izolaty TuMYV rozdé¢lovany do 12 patotypi. V soucasnosti se v§ak Castéji
pouziva rozdéleni do Sesti fylogenetickych skupin (tzv. basal-B, basal-BR, Asian-BR, world-
B, Iranian a Orchis skupina), které dobie korelu;ji s jejich rozdily v patogenité a odrazeji i jejich
geograficky ptivod (Yasaka et al. 2017). Nejrozsifené;jsi z nich je fylogeneticka skupina world-
B, ktera se vyskytuje celosvétove a preferuje domestikované formy r. Brassica. Do této skupiny
patii i vSechny doposud analyzované ¢eské TuMV izolaty.

TuMV ma Siroky okruh hostitelti zahrnujici 318 druhti rostlin patiicich do 43 rGznych cCeledi,
mezi které patii prevazné kulturnich, ale i plevelné nebo plané rostouci rostliny. K hospodaisky
nejvyznamnéj$im pak patii zastupci ¢eledi brukvovité (Brassicaceae): brukev - Brassica, kien
- Armoratia, fedkev - Raphanus; ¢. laskavcovité (Amaranthaceae): fepa - Beta, laskavec -
Amaranthus, Spenat - Spinatia. Hostiteli jsou i okrasné rostliny, jako petunie (Petunia), cinie
(Zinnia), astry (Aster) nebo chryzantémy (Chrysathemum). Z epidemiologického hlediska jsou
vyznamné i brukvovité plevele, napf. plevelna fedkev ohnice (Raphanus raphanistrum),
penizek rolni (Thlaspi arvense), kokoska pastusi tobolka (Capsella bursa-pastoris), hoicice
polni (Sinapis arvensis); anebo laskavce (Amaranthus) a merliky (Chenopodium) (Morero a
Fereres, 2012; Zhu, 2016; Nguyen a kol. 2013).

Uvadi se, ze virus mozaiky vodnice je pfenaSen neperzistentnim zpisobem vice nez 50 druhy
msic. Nejast&ji jsou jako vektory v CR uvadény bézné se vyskytujici, monitorované, druhy
mSic, a to mSice zelna (Brevicoryne brassicae) a msice broskvonova (Myzus persicae) (Rychly
a kol. 2022).

Kontrola Sifeni viru mozaiky vodnice je v béZzné praxi obtiznd. Doporucuje se prostorova
izolace od moznych zdroju infekce a likvidace plevelt-hostitelti v okoli, monitoring vyskytu
pfiznakl infekce a péstovani odolnych/rezistentnich odrid. Monitoring vektorti a jejich
naslednd regulace pomoci insekticidl je problematicka, a to jak z divodu jejich ¢asto nizké
ucinnosti, tak z dlivodu chemické kontaminace produkce a zvySené ekologické zatéze Zivotniho
prostredi.

Cilem prezentované studie byl monitoring vyskytu viru mozaiky vodnice na koSt'dlovych
zeleninach péstovanych v systému ekologického zeméde€lstvi a testovani rezistence odrud
raznych kostalovych zelenin vii¢i TuMV.

Material a metody

Monitoring vyskytu TuMV, TuYV, TYMV a CaMV byl proveden v prvni poloviné zaii 2019
na 4 farméach zaméfenych na ekologickou produkcei zeleniny a 3 lokalitach s vyskytem kienu
selského. Byly provedeny vizualni prohlidky porostli, zaznamendny ptiznaky, jejich frekvence
a odebrany vzorky listi pro laboratorni analyzy (Tabulka 1).
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Detekce virll byla provedena komerénimi DAS-ELISA testy podle ndvodu vyrobcli, TuMV,
TuYV a TYMV podle LOEWE® Biochemica GmbH, CaMV podle Bioreba AG.

Vzorky osiva pro biologické testy vnimavosti/rezistence odrid kost'dlovych zelenin viici TuMV
byly ziskany od firmy Moravoseed, testovany byly: brokolice (Apolena F1, Leonora, Limba,
Miranda), kadetavek (Husar, Kadet, Kapitan F1, Kapral, Rednex, Rossignol, Scarlet, Sympatic,
Tintoreto), kapusta hlavkova (Blistra F1, Entira F1, Pfredzvést, Raketa, Rana zluta, Verita F1),
kapusta rizickova (Casiopea, Dolores F1), kedluben (Ametyst F1, Ballot F1, Blankyt, Bohemia
F1, Gaston F1, Gigant, Kartago F1, Korfu F1, Kref F1, Luna, Troja F1, Violeta), kvétak (Beta,
Delta, Octavian), zeli hlavkové bilé (Albatros F1, Aros F1, Atila F1, Avak F1, Betti F1,
Dynamic F1, Holt, Hornet F1, Kalibro F1, Libreto F1, Madison F1, Magion F1, Midor F1,
Pluto, Polar, Pourovo polopozdni, Pourovo pozdni, Pylon F1, Status F1, Target F1, Zeus F1,
Zora), zeli hlavkové Cervené (Kalibos, Mars, Moderat F1, Pourovo ¢ervené, Rufus), zeli ¢inské
(Paket) a zeli pekingské (Bristol, Capitol F1, Forco F1, Hilton).

Osivo bylo vyseto do perlitu (Profi-Grow, Ceska republika); nakli¢ené rostliny byly
prepikyrovany do kontejnerti 9x9 cm a substratu TS 3 medium s jilem (Klasmann-Deilmann
GmbH, Némecko) a péstovany pii fotoperiod¢ 16 h den/8 h noc a teploté 20-22 °C/16-18 °C.
Rostliny byly po celou dobu kultivace piihnojovany jednou tydné roztokem hnojiva Kristalon
Start o koncentraci 1g/l (AGRO CS, Ceska republika). Prvni dva pravé listy byly mechanicky
inokulovany homogenatem z infikované rostliny kienu TuMV, izolat TuMV43. Inokulum bylo
piipraveno rozetfenim 1 g infikovaného listu v 9 ml 10 mM fosfatového pufru (pH 7,4), s 1%
pfidavkem kifemeliny "Celite’. V kazdé¢ varianté bylo testovano 10 rostlin, dvé rostliny téze
odrady byly pouzity jako negativni kontrola, a dvé rostliny hoicice, odrida Polarka,
inokulované stejnym inokulem byly pouzity jako pozitivni kontrola pro ovéfeni jeho
infek¢nosti. Pribéh infekce byl monitorovan v tydennich intervalech po dobu 3 tydnti, kdy byl
zaznamenavan vyvoj priznaki, a pfitomnost viru byla zjistovana 3 tydny po inokulaci pomoci
DAS-ELISA testu.

Vysledky

Na podzim roku 2019 byl zaznamenan vyskyt dvou, ze ¢tyt sledovanych virt, a to TuMV a
TuY'V na vSech ctyfech ekologickych farmach (Tabulka 1).

NejbéznéjSim hostitelem obou virtt byl tufin. Pfiznakové, viry infikované rostliny byly
zaznamenany na lokalité IT a III, typickymi symptomy byly chlorotické mozaiky na listech. Pti
vizualni prohlidce ptesahoval v obou pripadech podil ptiznakovych rostlin 50 %. U vybranych
testovanych ptiznakovych rostlin byla v 75 % ptipadi prokdzdna smésna infekce TuMV a
TuYV, v jednom piipadé byla zaznamenana infekce pouze TuYV a v jednom piipad¢ infekce
pouze TuMV.

Priznakové rostliny hldvkového zeli se vyskytovaly na vSech lokalitach, kdy infikované rostliny
vykazovaly chlorotickou mozaiku a zakrslost. Zatimco se na lokalitach I, II a III ptiznakové
rostliny nachazely ojedinéle, na lokalit¢ IV byla zaznamenana jejich vyssi Cetnost. Ve vSech
ptipadech byl v ptiznakovych rostlinach hlavkového zeli potvrzen TuYV. Vyssi vyskyt TuYV
na lokalité IV je s vysokou pravdépodobnosti spojen s existenci zdroje infekce, tj. TuYV
infikovanymi rostlinami fepky nachazejicimi se ptimo v porostu zeli.

Na lokalit¢ I byl zaznamenan zvySeny pocet pfiznakovych rostlin kedlubnu, ve kterych
pfevladala infekce TuYV nad TuMV, v jednom piipadé¢ se jednalo o smésnou infekci.
Infikované rostliny vykazovaly mirnou chlorotickou mozaiku.

Na lokalité II byl detekovan ojedinéle vyskyt TuY'V i na rostlinach zeli ¢inského vykazujicich
mirnou mozaiku.

Potencidln€ vyznamnym hostitelem TuMV se ukazal kien selsky, ktery byl infikovan TuMV
v blizkosti lokality II. To, Ze je kien epidemiologicky vyznamnym hostitelem potvrzuje zjisténi
vyskytu TuMV ve 29 ze 46 podezrelych rostlin kienu v oblasti Lednice na Moravé. Typickym,
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lehce rozpoznatelnym ptiznakem, byla stfedni aZ silnd chlorotickd mozaika. Ani v jedné
testované rostlin¢ kienu vSak nebyl detekovan TuYV, TYMV anebo CaMV.

Tabulka 1: Detekce TuMV a TuYV na studovanych lokalitach. (uveden je pocet pozitivnich
/testovanych rostlin)

Lokalita Druh zeleniny TuMV TuYV

| zeli hlavkové  0/1 1/1
kedluben 1/17 4/17
zeli Cinské 0/1 0/1
tufin 0/1 0/1

1 zeli hlavkové  0/7 37
kedluben 0/1 0/1
zeli ¢inské 0/3 2/3
tufin 6/7 717
kien selsky 1/1 0/1

11 zeli hlavkové  0/5 4/5
tufin 5/6 4/6
hoi¢ice bila 0/5 5/5

v zeli hlavkové  0/26 17/26
fepka olejka 0/3 3/3

Lednice kien selsky 29/46  0/46

Celkem bylo otestovano na rezistenci vici TuMV 68 odrid kost'alovych zelenin (Tabulka 2).
Vétsina z nich byla k viru vnimava a vykazovala typické piiznaky infekce — chlorotické
mozaiky a chlorotické krouzky na listech. Jako rezistentni se jevi odridy Rossignol (kapusta
kadetava), Dolores F1 (kapusta rizickova) a Capitol F1 (zeli pekingské). Inokulované rostliny
téchto odrid nevykazovaly zaddné ptiznaky infekce, pfitomnost viru nebyla prokazana DAS-
ELISA testem ani tfi tydny po inokulaci.

Ctyfi odrady reagovaly na infekci jen chlorotickymi nebo nekrotickymi lézemi na
inokulovanych listech, pificemz nedoslo k $ifeni infekce do systému rostliny a inokulované listy
brzy odumftely. Jednalo se o odridy kapusty kadetavé - Rannd zluta a Entira F1, zeli ¢inského
— Paket a zeli pekingského - Bristol. VSechny testované odriidy brokolice, kapusty hlavkové,
kedlubnu, zeli hlavkového a kvétaku byly vnimavé a nebyla u nich detekovana zadna roven

odolnosti.

Tabulka 2: Hodnoceni rezistence kost’alovych zelenin vii¢i viru mozaiky vodnice (TuMYV).

Druh zeleniny R/T Rezistentni odridy Lokalizovana infekce
brokolice 04  ---

kapusta kadefava 1/9  Rossignol Rannd Zlutd, Entira F1
kapusta hlavkova 06 — ---

kapusta ruzickova 1/2  Dolores F1 ---

kedluben 012  ---

kvétak 0/3 --- —

zeli hlavkové 027 — ---

zeli Cinské 01 --- Paket

zeli pekingské 1/4  Capitol F1 Bristol

R: pocet rezistentnich odrid; T: celkovy pocet testovanych odriid;
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Diskuze

Virus mozaiky vodnice (Turnip mosaic virus, TuUMV) je od svého objevu povazovan za
hospodaisky vyznamny virus. Tomlinson (1987) ho dokonce povazuje za druhy
nejvyznamnéjsi virus infikujici polni plodiny po viru mozaiky okurky (Cucumber mosaic virus,
CMV). Ztraty na vynosech a kvalité produkce brukvovitych zelenin mohou dosahovat az 70 %
(L1 a kol. 2019). Za zvlast’ vyznamny je povaZzovan v Asii, a to hlavné diky Sifeni v ¢inském
zeli a fedkvich (Green a Deng 1985; Sako 1981).

V Ceské republice byl poprvé vyskyt TUMV zaznamenan v poloviné 80-ych let minulého
stoleti na rostlinach maku setého (Papaver somniferum) (Spak a Kubelkova, 1990). V roce
1991 byl publikovan jeho vyskyt na rostlindch Spendtu (Spinacia oleracea), u kterého je choroba
zodpovédna za sniZeni kvality a vynosu Cerstvé hmoty listli (Chod a Jokes 1991).

V minulosti byly ziskdny a analyzovany ceské izolaty TuMV plivodem ze zeli hlavkového (B.
oleracea), fepky (B. rapa), kienu (Armoratia rustikana) a ¢esndcku (Alliaria officinalis) ve
vSech piipadech se jednalo o izolaty nalezici do fylogenetické skupiny ‘world-B' preferenéné
infikujici rostliny rodu Brassica. Podle patotypizace dle Jenner a Walsh (1996) byly fazeny
Kk patotypiim 3, 4 a 5. Izolaty ziskané v této praci nalezi ke stejné fylogenetické skuping, t;.
'world-B' (data neukazana). Patotypizaci na diferenciacnich hostitelich vSak nebylo mozné
proto je jejich zatazeni do patotypli nejasné.

Uvadi se, Ze hlavnim zdrojem infekce TuMV infekce jsou plevelné rostliny a infikované
rostliny rostouci na neobdélavanych plochach. Nase pozorovani naznacila, ze hlavnim zdrojem
Sifeni vir6z na kostalovych zeleninach jsou infikované rostliny fepky, jeji infikované vydroly
a jeji prezimujici rostliny vyskytujici se v blizkosti vysadeb. Vyznamnou roli mohou sehrat i
infikované plané rostouci rostliny kienu. Z tohoto pohledu nejsou kost'alové zeleniny rizikem
pro fepku, ale naopak fepka pro kost’aloviny.

Vyskyt TuMV, ale i TuYV na kostalovych zeleninach bude vyssi az ve druhé poloviné
vegetace, kdy dochazi k rozvoji infekce na zdrojovych rostlinach a siteni TuMV msicemi. V
naSich podminkach jsou nejvyznamnéj$imi vektory msice zelnd, kterd se vyskytuje od cca
poloviny kvétna do zaii az poloviny fijna s prvnim vrcholem migra¢ni viny v Cervenci a
podzimnim maximem letové aktivity koncem zaii. MSice broskvonova byva zachycovana od
pocatku kvétna az do listopadu s vrcholem migrace v druhé poloving zaii (Rychly a kol. 2022).
Je pravdépodobné, ze vyssi vyskyt TuMV na rostlinach tufinu, ale i vodnice, pekingského a
¢inského zeli a kienu souvisi s tim, ze povrch jejich listli neni kryt voskovou vrstvou a tedy
rostliny jsou nachylnégjsi k vektorovému prenosu TuMV nebo TuY'V.

Kontrola viru mozaiky vodnice je obtiznd. Doporufend opatieni spocivaji v zaklddani
zelinafskych ploch v dostate¢né vzdalenosti od zdroji infekce, jejich monitoringu a
odstraniovani. Likvidace vektorl insekticidy je problematicka, a to jak z pohledu efektivnosti,
tak z pohledu environmentalniho. Idealnim feSenim je proto pouziti rezistentnich odrad.
Pfevazné dominantni geny rezistence byly identifikovany u B. napus, B. rapa, B. juncea a
Lactuca sativa. Z typickych zelenin byly zdroje rezistence identifikovany u genotypt ¢inského
zeli (B. rapa). V piipadé kost'alovych zelenin pochazejicich z B. oleracea byly provedeny jen
skriningové studie zaméfené na detekci rezistence bez podrobného mapovani markerti nebo
genu rezistence. Rezistentni nebo vysoce odolné genotypy byly nalezeny u zeli bilého, kvétaku,
kapusty, kedlubnu, brokolice, ruzickové kapusty (Walkey a Neely 1980; Walkey a Pink 1988;
Sevik a Deligoz 2016; Nyalugwe a kol. 2015; Guerret a kol. 2017; Lv a kol. 2020). Problémem
zustava velky pocet t€zko rozlisitelnych patotypi TuMV, na které reaguji jednotlivé genotypy
hostitelskych druhi zelenin rizné.
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Zavér

Byl potvrzen zvyseny vyskyt TuMV na tufinu a kedlubnu pievazné ve smésné infekci s TuYV
a na kfenu. Zeli bilé bylo ve vSech ptipadech infikovanou pouze TuYV. Jako nejvyznamné;jsi
potencialni zdroje infekce byly vyhodnoceny infikované rostliny fepky.

Z testovanych druhti brukvovité zeleniny byla rezistence vic¢i TuMV zjiSténa u kapusty
kadetavé (cv. Rossignol), kapusty rizi€¢kové (cv. Dolores F1) a pekingského zeli (cv. Capitol
F1).
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Esencialni olej z fenyklu obecného a jeho potencialni vyuziti
v ochrané rostlin

Foeniculum vulgare essential oil and its potential use in plant protection
Novak M.'?, Pavela R,

YWyzkumny vstav rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-Ruzyné
2Ceska zemédélska univerzita v Praze

Abstrakt

Cilem prace bylo zjistit insekticidni ucinnost esencidlniho oleje (EO) z fenyklu obecného
(Foeniculum vulgare) proti kyjatce travni (Metopolophium dirhodum), se zamérem poskytnout
informace o moZznostech jeho vyuziti jako ucinné latky potencidlnich environmentalné
bezpecnych botanickych aphicidi. Dospélei kyjatek byli podrobeni testu na akutni toxicitu a
pii nasledném statistickém vyhodnoceni byly pomoci probitové analyzy odhadnuty subletalni
(LCa30) a letalni (LCso a LCgo) koncentrace. LCzo byla odhadnuta na 0,11 mi/l, LCso na 0,29 ml/I
a LCgo na 2,79 ml/l. Dale byl zjistén vliv EO na larvy slunécka vychodniho (Harmonia
axyridis), jakozto vyznamného predatora msic. U slunééek jsme zjistili pouze zanedbatelny vliv
EO na mortalitu larev a zddnou negativni u€¢innost na nasledny vyvoj oSetfenych jedinct. Na
zaklad¢ nami zjisténych vysledk Ize uvazovat o EO z fenyklu jako o G¢inné latce vhodné pro
dalsi vyvoj environmentalné pratelskych botanickych aphicidu.

Klic¢ova slova: esencialni oleje, mortalita, fertilita, msice, Harmonia axyridis

Abstract

The aim of this work was to study the insecticidal efficacy of Foeniculum vulgare essential oil
against Metopolophium dirhodum, to provide information on the possibilities of its use as an
active ingredient of potential environmentally safe botanical aphicides. Apterous adults of M.
dirhodum were subjected to an acute toxicity test. In subsequent statistical evaluation sublethal
(LCa0) and lethal (LCso and LCgoy concentrations were estimated using the probit analysis. The
LC3o was estimated on 0.11 ml/I, the LCsoon 0.29 ml/l and the LCgo on 2.79 ml/Il. Furthermore,
the effect of EO on the larvae of Harmonia axyridis, as an important predator of aphids, was
determinated. We found only a negligible effect of EO on larval mortality and no negative effect
of EO on the subsequent larval development of the treated individuals of H.axyridis. Based on
our results, fennel EO can be considered as an effective substance suitable for the further
development of environmentally friendly botanical aphicides.

Keywords: essential oils, mortality, fertility, aphids, Harmonia axyridis

Uvod

V ramci snah o udrzitelngjsi zemé&d€lstvi, které méné ohrozuje biodiverzitu, se stale Casteji ve
vetfejné 1 odborné debaté objevuje otazka snizeni mnozstvi aplikovanych syntetickych pesticidii
na agroekosystém. V registru pfipravkli na ochranu rostlin se neustdle snizuje mnoZstvi
povolenych ucinnych latek a ptipravkl syntetického ptvodu (Vasiliu 2022). Kromé téchto
konvenc¢nich pesticidl je na trhu ale 1 nékolik pesticidl botanickych. Tyto ptipravky jsou mimo
jiné povoleny v ekologickém zemédélstvi, zaroven jsou vSak 1 dostupné pro zahradkaie (Pavela
2020).

Uginnymi latkami botanickych pesticidii jsou sekundarni metabolity rostlin, které 1ze definovat
jako biologicky aktivni latky pfirozené obranyschopnosti rostlin. Tyto latky vykazuji na hmyz
insekticidni, protipozerove¢, antiovipozicni ¢i repelentni ucinky. Mezi takovéto sekundarni
metabolity rostlin patii praveé i esencialni oleje (Pavela 2020).

Esenciélni oleje (EO) jsou pfirodni latky syntetizovany aromatickymi rostlinami. Laické
vetejnosti mohou byt znamy jako éterické oleje Ci silice. Rostliny vytvaieji tyto latky ve vSech
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svych organech a skladuji je ve svych sekrecnich bunikéch, kanalcich, bunikéch epidermis ¢i v
glandularnich trichomech. Tyto silice mivaji ¢asto univerzalni i€inek - krom¢ insekticidnich
vlastnosti oplyvaji 1 vlastnostmi baktericidnimi, fungicidnimi ¢i antivirovymi. Esencialni oleje
se uz léta vyuzivaji v perfumerii, drogerii, konzervovani potravin ¢i lékatstvi (Pavela 2011).

Z chemického hlediska jsou EO komplexni smési riznych okyslicenych ¢i neokyslicenych
uhlovodikt fadicich se do skupiny monoterpenti, diterpenti a seskviterpent (Nazzaro et al.
2013).

Esencialni oleje jiz byly extrahovany z vice jak 3 000 druhi rostlin. Komerénimu péstovani a
uplatnéni se zatim tési pouze okolo 300 rostlin (Bakkali et al. 2008), vétSinou jsou z Celedi
Lamiaceae, Asteraceae ¢i Apiaceae (Pavela 2020).

Esencialni olej z fenyklu obecného (Foeniculum vulgare Mill.) jsme si vybrali kvili jeho
dostupnosti a jiz diive zjiSténym dobrym pesticidnim vlastnostem. Tento EO jako majoritni
komponenty obsahuje trans-anethol, fenchon a estragol. Kromé¢ téchto tii latek jsou v této silici
jesté obsazeny eugenol, limonen, alfa-pinen, methylchavicol a dalsi latky. Antifungalni aktivita
tohoto EO byla v minulosti prokazana napiiklad proti Aspergillus niger, Fusarium oxysporum
¢i Rhizophus stolonifer (Mota et al. 2015). Dale byla v minulosti testovana i insekticidni aktivita
fenyklového EO, kdy velmi dobré ucinky byli prokazany naptiklad proti larvam komara Culex
quinquefasciatus (Say, 1823), dospélcich mouchy domaci (Musca domestica Linnaeus, 1758)
a housenkam mury Spodoptera littoralis Boisduval, 1833. (Pavela et al. 2016). Dalsi motyl, na
kterém byl tento EO testovan byla blyskavka kukufi¢na (Spodoptera frugiperda J.E. Smith,
1797), u které byl zaznamenén zna¢ny antiovipozi¢ni efekt zplisobeny timto esencialnim olejem
(Cruz et al. 2016).

Insekticidni potencial esencidlniho oleje z F. vulgare byl také zkouméan na skladistnich
Sktidcich. Naptiklad byla prokazana fumigantni insekticidni aktivita proti cervotoci
tabakovému (Lasioderma serricorne Fabricius, 1792), pilousi rizovému (Sitophilus oryzae
Linnaeus, 1763) ¢i zrnokazovi ¢inskému (Callosobruchus chinensis Linnaeus, 1758) (Kim &
Ahn 2001).

Cilem naSi prace bylo zjistit ufinnost tohoto EO na mortalitu dospélcti kyjatky travni
(Metopolophium dirhodum Walker, 1849) a dale vliv letalnich nebo subletalnich koncentraci
EO na fertilitu piezivsich dospélct tohoto ekonomicky diilezitého skiidce. Protoze zaroven
povazujeme za dulezité také odhadnout environmentalni bezpecnost EO, byl sledovan vliv EO
na mortalitu a larvalni vyvoj slunécka vychodniho (Harmonia axyridis Pallas, 1773), jakozto
necilového organismu a castého predatora msic.

Material a metody

Esencialni olej byl ziskan ze semen F. vulgare cv. Moravsky hydrodestilaci pomoci aparatury
typu Clevenger. Proces hydrodestilace trval 3 hodiny. Nasledné byl EO vysusen bezvodym
siranem sodnym a uchovavan v tmavé sklenéné lahvi pii teploté 4 °C.

Pokusy s kyjatkou travni probihaly ve skleniku VURV, v.v.i. pfi teploté 21+3 °C, a 65+5%
relativni vihkosti. Pokusy se slunéékem vychodnim probihaly v laboratotich VURV, v.v.i. pfi
teploté 2143 °C, fotoperiod€ 16 hodin svétla /8 hodin tmy a 654+5% relativni vlhkosti.

Testy na akutni toxicitu u M. dirhodum

Tyto testy byly provedeny na bezk¥idlych dospélcich kyjatky travni ziskanych z choviit VURV
v.v.l.. Tyto kyjatky byly pfeneseny na rostliny pSenice seté (BBCH 11). Nasledn¢ bylo
provedeno oSetieni emulzemi EO, po kterém byly kvétinace s rostlinami individudlné izolovany
plastovymi kryty, aby nedos$lo k Uiniku jedincti.

V emulzich uréenych k oSetieni rostlin byl EO obsazen v koncentracich 2; 1,8; 1,25; 0,5; a 0,25
ml/l. Tyto koncentrace byly odhadnuty dle pfedbéznych testli. Do emulze byl déale ptidan
Tween 85, v takovém poméru, aby findlni roztok obsahoval ptesné 0,5 % Tweenu 85, coz je

172



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

koncentrace, kterd emulzi pfidd smacivé vlastnosti. Po namichani byly emulze
homogenizovany na homogenizatoru.

Na jedno opakovani bylo pouzito 5 ml emulze. Experiment s kaZzdou koncentraci byl opakovan
Skrat.

Jako negativni kontrola poslouZil 0,5% vodny roztok Tweenu 85. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita 1,5% emulze pomocného prostfedku na ochranu rostlin Rock Effect, jehoz uc¢innou
latkou je olej z kaledy lysé (Pongamia pinnata L.).

Mortalita byla spocitana po 48 hodinach. Pfi ndsledném statistickém vyhodnoceni byla
pozorovana mortalita upravena podle Abbotta (1925) a pomoci probitové analyzy podle
Finneyho (1971) byly odhadnuty LCso, LCso a LCoo.

Test vlivu EO na fertilitu M. dirhodum

Pokus byl proveden na bezktidlych dospélcich M. dirhodum. VSichni jedinci byli stejné stafi,
stadia dospé€lce dosahli 1-2 dny pfed provedenim experimentu. Tito jedinci byli oSetieni
esencidlnim olejem v koncentracich odpovidajici odhadnutym LCsp a LCsp z piedchoziho
pokusu zabyvajiciho se akutni toxicitou, tedy 0,29 a 2,79 ml/l. Jedinci, kteii prezili oSetieni,
byli nasledn¢ vyselektovani a nasazeny na nové rostlinky pSenice. VSechny kvétinace byly
zakryty plastovymi kryty, aby se zamezilo piebihani kyjatek. Kyjatky byly pozorovany 10 dni
a kazdy den ve stejny ¢as byl zaznamenan pocet Cerstvé narozenych nymf, které byly pokazdé
po spocitani zlikvidovany. Vliv na fertilitu byl zjiStovan na principu inhibice natality (Vzorec
1).

Vzorec 1:
Inhibice natality vs. kontrola (%)
X potencialnich natalit F1 nymf na samicku u LCx * (1 — x)

=100 — (
*100)

X potencialnich natalit F1 nymf na samic¢ku v kontrole

Testy na akutni toxicitu a nasledny vyvoj piezivSich jedincu H. axyridis

Pfi tomto pokusu byly EO z fenyklu vystaveny larvy 3. instaru slunécka vychodniho. Larvy
pochazeli z chovit VURV v.v.i.

Larvy byly oSetifeny koncentracemi odhadnutymi jako LCso a LCgo pro M. dirhodum. Negativni
kontrola se provadéla stejné jako v ptipade pokust s M. dirhodum 0,5% roztokem Tweenu 85.
Larvy byly oSetieny v Petriho miskach a nasledné byly pfendany do plastovych misticek
s prodysnym vikem. Dna misticek byla vystlana filtranim papirem a do misticek byly po celou
dobu konani pokusu vzdy po 48 hodinach vkladdany ustfizené rostlinky pSenice obalené
kyjatkami travnimi. Aby se zamezilo kanibalismu, byla v kazdé¢ misti¢ce pouze jedna larva
slunécka.

Vyhodnoceni testu na akutni toxicitu prob¢hlo 24 hodin po osetieni larev. Nasledné byly
ptezivsi jedinci dale krmeni a bylo sledovano, zda dokon¢i sviij vyvoj, respektive zda vSichni
piezivsi dosahnou stadia dospélce. Pozorovana mortalita byla upravena dle Abbotta (1925)

Vysledky
Testy na akutni toxicitu u M. dirhodum
U kyjatek oSetfenych EO z fenyklu byla u vSech testovanych koncentraci pozorovéana

v

stanovena na 42,9 %, naopak u nejvyssi testované koncentrace 2 ml/l byla pozorovana mortalita
V hodnoté 88,0 %. V negativni kontrole byla mortalita stanovena na 7,3 % a u pozitivni
kontroly, pfi které byly kyjatky oSetfeny pifipravkem Rock Effect (vyrobcem doporucenou
koncentraci) byla pozorovana mortalita 88,4 %.
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Na zaklad¢é téchto vysledku byl probitovou analyzou proveden odhad subletalni (LCz) a
letalnich (LCso a LCgo) koncentraci. Vysledné odhadnuté koncentrace byly stanoveny u
subletalni koncentrace LC3o na 0,11 ml/1 (0,106 mg/ml), u letalni koncentrace LCso na 0,29 ml/I
(0,28 mg/ml) a u letalni koncentrace LCoo na 2,79 ml/l (2,7 mg/ml.).

Tab. 1: Insekticidni aktivita esencialniho oleje z F. vulgare na dospélcich M. dirhodum.
Chi = Chi-kvadrat, vypo¢tena hodnota tésnosti pro hladinu vyznamnosti P<0.05.
Clgs = 95% interval spolehlivosti, kdy hodnoty, které se v uvedeném rozpéti nepiekryvaji, jsou s 95%

Koncentrace Mortalita Mortalita — LCao LCso LCoo '
(mi/) (%)+SE  Abbott (%)+SE (CI95) (CI95) (CI95)
2 89,3 +11,0 88,0 £ 11,7
1,8 84,0 +3,3 82,1 +4,24 0,11 0,29 2,79
1,25 80,0 +7,3 78,0 £ 7,0 (0,05-  (0,17-  (1,90- 0,832
0,5 65,3 16,0 61,7 17,1 015 039 539
0,25 48,0 +7,8 42,9 + 3,7 H% 9% B
Pozitivni 90,0 + 8,0 88,4 +£10,2
kontrola
Negativni 73 +10,5
kontrola

pravdépodobnosti od sebe odlisné.
Rozsah pouzitych koncentraci byl odhadnut na zaklad¢ predbéznych testd.
Abbott = prepocet dle Abbotta

Graf 1: Zavislost mortality dospélcii M. dirhodum na koncentraci EO

Rock Effect

Koncentrace EO (ml/I) + kontrola

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Mortalita upravena dle Abbotta (%)

Test vlivu EO na fertilitu M. dirhodum
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Vliv esencialniho oleje na fertilitu kyjatky travni byl zjiStovan na principu inhibice natality.
Podle predpokladu byla schopnost inhibice natality zavisla na koncentraci. Inhibice natality
byla pro LCso (0,11 ml/l) odhadnuta na 50,7 % a pro LCso (0,29 ml/l) na 63,2 % (viz. Tab. 2).

Tab. 2: Vliv EO z F. vulgare na natalitu M. dirhodum

Potencialni Inhibice
Koncentrace natalita F1 natality vs.
(ml/N) nymf/sami¢ku kontrola
= SE (%)
0,11 11,0+ 3,0 50,7
(LCs0)
0,29 82+19 63,2
(LCx0)
Kontrola 223+£2,6

Graf 2: Vliv EO z F. vulgare na natalitu M. dirhodum
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Pouzité koncentrace + kontrola

Testy na akutni toxicitu u H. axyridis
Esencialni olej z F. vulgare nezptsobil vyznamnou mortalitu H. axyridis a ani nemé¢l vliv na
dokonceni vyvoje testovanych jedinct (viz. Tab. 3).

Koncentrace 0,29 ml/l (odhadnuta LCsg pti pokusu na akutni toxicitu u M. dirhodum)
zpisobila u slunécek po 24 hodinach mortalitu 10,0 % a koncentrace 2,79 ml/l (odhadnutd LCgo
pii pokusu na akutni toxicitu u M. dirhodum) zptsobila u slunécek po 24 hodinach mortalitu
10,3 %.

Kromé¢ akutni mortality byla také pozorovana absolutni mortalita jedinct za cely pokus,
pfi¢emz za konec experimentu bylo povazovano vylihnuti dospélct ze vSech piezivsich jedinct.
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V tomto piipad¢ byla mortalita u larev osetfenych koncentraci 0,29 ml/l stanovena na 10,4 % a
u larev oSetfenych koncentraci 2,79 ml/l na 14 %.
U vsech jedincil, ktefi prezili osetfeni EO, doslo k uspésnému dokonceni vyvoje.

Tab. 3: Insekticidni aktivita esencialniho oleje z F. vulgare na larvy 3. instaru H. axyridis
Koncentrace = Mortalita Mortalita Absolutni Absolutni Prezivsi,
(mifn) po 24 po 24 mortalita za mortalita za kteri
hodinach hodinach —  cely pokus cely pokus—  dokondili
(%)+SE  Abbott (%) (%)+SE  Abbott (%)  vyvoj (%)

+ SE + SE
0,29 133+47  100+82  166+47  104=82 100
(LCso)
2,79 17,5+43 10,3+ 7,0 22,5+8,2 14,0 £4,9 100
(LCo0)
Tween85 (5 7,5+8,2 10+7.0 100
mi/)

Abbott = ptepocet dle Abbotta

Diskuze

Fenyklovy esencialni olej se ukazal jako pfirodni aphicid s vybornymi u€inky. Byla pozorovana
vyznamna mortalita dospélych kyjatek travnich u vSech testovanych koncentraci. Naopak jsme
oc¢ekavali, Ze inhibice natality bude o néco vyssi.

Z odbornych publikaci se insekticidni aktivitou EO pravé proti M. dirhodum vénovala studie
autorti Sanchez Chopa & Descamps (2012). V této studii jsou popsany testy na akutni toxicitu,
ve kterych se jako G¢inna latka pouzivali EO z rozmaryny 1ékatské (Rosmarinus officinalis L.),
aksamitniku tenkolistého (Tagetes terniflora Kunth) a pepfovce Schinus areira (L.), u kterého
byl zvlast' testovany EO extrahovany z plodl a zvlast’ EO extrahovany z listi. Vysledné LCsp
(po 48 hodinach) byly odhadnuty pro R. officinalis na 8,3 mg/ml a pro T. terniflora na 26,9
mg/ml. U EO extrahovaného z lista S. areira bylo LCso odhadnuto na 18,2 mg/ml a u EO
ziskaného z plodi LCso 16,5 mg/ml. Dale naptiklad Benelli et al. (2020) vystavovali
neokiidlené dospélce M. dirhodum EO ze stévie sladké (Stevia rebaudiana Bertoni). V tomto
ptipadé LCso byla odhadnuta na 5,1 ml/l a LCgo na 10,8 ml/I.

Pii shrnuti uvedenych vysledki 1ze u€init zavér, ze EO z F. vulgare v LCso a LCgo odhadnutych
Vv této praci (0,29 ml/l a 2,79 ml/l, respektive po piepoctu 0,28 mg/ml a 2,7 mg/ml) vychazi pro

vvvvvv

Fenyklovy olej u testovanych necilovych organismt slunécek vychodnich zptsobil pouze
minimalni mortalitu. Navic nebyla ani pozorovana zadna retardace u oSetfenych larev pii jejich
dalSim vyvoji a vSichni oSetfeni jedinci uspéSné dosahli stadia dospélce. Nicméné je potieba
provést dalsi pokusy, a to i na jinych necilovych organismech, abychom méli lepsi predstavu o
realné environmentalni bezpecnosti tohoto EO.

176



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

wrwe

epikutikulou, ktera hmyz chrani pfed chemickymi vlivy prostiedi. M. dirhodum ma kutikulu
obecné velmi slabou. Na povrchu téla H. axyridis se také nachazeji stétinovité vyrustky, které
by teoreticky mohli zabranit pfimého kontaktu emulze s télem. Na druhou stranu tento obranny
faktor by pfi oSetfeni melo eliminovat sméacedlo, v nasem ptipadé Tween 85.

Pii hodnoceni bezpe€nosti pro ndmi testovany necilovy organismus se nabizi srovnani se
studiemi, které se zabyvali vystavenim larev 3. instaru H. axyridis nékterym u¢innym latkam
konven¢nich pesticidi. Youn et al. (2003) testovali na larvach slunécek etofenprox,
acetamiprid, imidacloprid a thiamethoxam v koncentracich urcenych vyrobcem pro polni
aplikaci. Larvy slunécek vychodnich se ukazaly jako citlivé vici acetamipridu a etofenproxu,
u obou té€chto latek byla pozorovana 100% mortalita. OSetieni imidaclopridem ptezilo jen 26,7
% testovanych jedinci. Jako nejméné nebezpecny insekticid pro 3. instar H. axyridis vysel
thiamethoxam, u kterého aplikaci ptezilo 86,7 %.

Podobnou studii provedl James (2003), ktery mimo jiné testoval i citlivost slunécek k t¢innym
latkam chlorpyrifos a pirimicarb. U chlorpyrifosu byla pozorovana 80% mortalita slunécek 2-
3 instaru a u pirimikarbu byla vysledna mortalita v hodnoté€ 6,7 %.

Z vyse napsanych fadki lze konstatovat, ze EO z F. vulgare je pro 3. instar larev H. axyridis
imidacloprid.

Bohuzel neexistuje moc studii vénujicich se vlivu dalSich EO na larvy slunécka vychodniho.
Jako relevantni se da brat naptiklad prace Benelliho et al. (2020), ve které oSetfil larvy slunécek
3. instaru esencialnim olejem ze stévie sladké (Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni) a to
Vv koncentracich, které byly odhadnuty jako LCsp a LCgo pro kyjatku travni. V téchto pokusech
pii vystaveni larev koncentraci zminéné LCso (5,1 ml/l) nebyla po 48 hodinach pozorovana
74dné mortalita a u koncentrace rovné LCgo (10,8 ml/l) byla pozorovana mortalita pouze 7,5 %.
Tedy v obou ptipadech niz$i nez u nami testované¢ho EO z fenyklu.

Zavér

V nasi praci jsme v laboratornich podminkach zjistili vyznamné aphicidni ¢inky EO z fenyklu
obecného proti kyjatce travni, kterd spolu s kyjatkou osenni a msici sttemchovou patii mezi 3
nejvyznamnéj$i msice na obilninach. LCso pro tyto kyjatky byla odhadnuta na 0,11 ml/I, LCso
na 0,29 ml/l a LCgona 2,79 ml/l. U kyjatky travni byla testovana inhibice natality pii oSetieni
koncentracemi 0,11 a 0,29 ml/l, nicmén¢ vliv na fertilitu Ize vzhledem k testovanym
koncentracim charakterizovat, jako slaby. Kromé¢ toho byla zjisténa environmentalni
bezpecnost tohoto EO vici necilovému organismu slunécku vychodnimu. U oSetfenych
slunécek byla zaznamenana pouze minimalni mortalita (absolutni mortalita za cely pokus byla
u koncentrace 0,29 stanovena na 10,4 ml/l a u koncentrace 2,79 ml/l na 14 %). Zaroven také
bylo vylouceno, ze by tento EO néjak negativné ovliviioval vyvoj téchto broukil. Nicméné jsme
si védomi toho, Ze je potieba provést dalsi pokusy na dalSich zastupcich necilovych organismt,
abychom méli lepsi pfedstavu o realné environmentalni bezpe¢nosti tohoto EO.

EO z fenyklu tedy na kyjatku travni v LCso0) vykazal vynikajici G¢inky a zaroven nevykazoval
insekticidni aktivitu vi¢i zastupciim necilovych organismil, lze ho tedy doporucit jako
potencidlni ucinnou latku botanickych insekticidl cilenych proti mSicim s nizkym
environmentalnim rizikem.
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Posouzeni vypovidaci schopnosti polnich testii o odolnosti k chorobam

Assessing the informativeness of field tests about resistence to disease
Plachka E.}, Rychla A2, GaliSova V., KoFinek J.!

YOSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o.
2OSEVA PRO s.r.0.

Abstrakt

Cilem prace bylo posoudit vypovidaci schopnosti polnich testii o zdravotnim stavu hot¢ice bilé
(Sinapis alba L.). Ve ¢tyfech sezonach byl hodnocen vliv terminu seti, Sitky fadku a vysevku
na zdravotni stav rostlin a sklizeii semen u 10 genotypu hoicice bilé. Ve dvou sezonach byl
hodnocen vliv fungicidniho oSetieni na zdravotni stav rostlin a sklizent semen. U genotypt byl
hodnocen podil Sedych semen ve sklizni. Tento systém hodnoceni zdravotniho stavu sklizné u
genotypu byl pouzit v pokusu s pesticidnim oSetfenim. Vysledky ukazaly zvySeni vypovidaci
schopnosti polnich testd s fungicidy v roku nizkého napadeni hoi¢ice bilé ptivodci chorob.
Kli¢ova slova: Hof¢ice bila, genotyp, fungicid, zdravotni stav

Abstract

The aim of the work was to assess the reporting capabilities of field tests focused on the health
status of white mustard (Sinapis alba L.). The effect of sowing date, row width and seeding on
plant health and seed yield was evaluated for 10 white mustard genotypes in four seasons. The
effect of fungicide treatment on plant health and seed yield was evaluated in two seasons. The
occurrence of gray seeds at harvest was evaluated for genotypes. This system of the seeds
harvest health status assessment for genotypes was used in the experiment with pesticides
treatment. The results show that the sensitivity of fungicide field tests was increased in year of
low disease incidence.

Keywords: White mustard, genotypy, fungicide, healt status

Uvod

Hoi¢ice bila (Sinapis alba L.) je perspektivni brukvovita olejnina pouzivana jednak jako zelené
hnojeni, pice, vymrzajici mul¢, zelené hnojeni s antinematocidnim ucinkem proti had’atku
fepnému Heterodera schachtii a také pro sklizefi semen pro potravinaiské ucely pro vyrobu
hoi¢ic a kofeni, ale ma také 1écivou silu (Baranyk a kol., 2010, UKZUZ 2021). Pro zajisténi
kvalitniho osiva a zdravych semen pro vyrobu potravin je velice dilezity dobry zdravotni stav.
V porovnani let 2017 az 2021 byla v roce 2021 skliziiova plocha hoi¢ice na semeno 14 474 ha,
v roce 2022 bylo hoiéici oseto 13 020 ha (CSU 2022). Od roku 2009, kdy bylo oseto 41.790 ha
je zaznamenavana tendence sniZovani osevnich ploch hoi¢ice bilé na semeno. V letech 2016 az
2020 se oseta plocha hot¢ici na semeno pohybovala mezi 11770 ha az 13240 ha. V roce 2021
a 2022 byla zaznamenana tendence mirné¢ho zvySovani osetych ploch hoi¢ici 14.288 ha a
15.274 ha.

Jakmile hoicice dozraje tak, Ze semena dostateéné vyschnou, aby se nemusela dosusovat, je
nutno kvili zachovani kvality porost co nejdiive sklidit. Nejvétsi ohrozeni kvality pii opozdéné
sklizng predstavuje u hoi¢ice bilé podil Sedych semen. Seda semena jsou ve skuteénosti
naplesnivéla a kromé ztraty senzorické kvality obsahuji i podstatné zvySeny podil mykotoxini.
Hlavni pfi¢inou vzniku Sedych semen je vlhké pocasi v obdobi dozravani. Jedinou moznosti
obrany je dodrzovani agrotechnickych opatieni, smérovani péstovani do vhodnych susSich
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oblasti a optimalni termin seti. Hof¢ice musi byt sklizena v srpnu, kdy je vétSinou optimalni
pocasi a optimalni teploty (Baranyk a kol., 2010).

Podil nasedlych semen ve sklizni miiZzeme ovlivnit zvolenou péstitelskou technologii véetné
fungicidni ochrany. Na vyhodnoceni vlivu péstitelské technologie na podil Sedych semen ve
sklizni byla zaméfena sledovani v letech 2019 az 2022. V polnich maloparcelnich pokusech
bylo sledovano nékolik faktort: odriida, termin seti, Sitka fadku seti, vysevek a fungicidni
oSetfeni. Téato prace predstavuje vysledky zaméfené na problematiku Sedosemennosti.

Material a metody

Maloparcelni pokusy byly ve sledovanych letech 2019 az 2022 zakladany na lokalitdch
KyleSovice a Chvalikovice. Ob¢ lokality se nachéazeji v fepaiské vyrobni oblasti, lezi
V nadmotské vysce 250 az 290 m n. m. Dlouhodobé ro¢ni hodnoty 1980 az 2010 jsou 8,6 °C
primérna denni teplota a 567,6 mm ro¢ni suma srazek. Dle UKZUZ je lokalita zafazena pro
zkougeni uzitnych hodnot odrid do teplé oblasti (UKZUZ, 2021).

Pracovali jsme shoicici bilou. Pokusy byly zasety secim strojem Winterstieger. Byly
standardn¢ plosné oSetfovany herbicidné a insekticidné dle vyskytu pleveli a skidct.
S ohledem na dobry vyzivny stav pidy nebyly pokusy pfihnojovany dusikem.

Byly zakladany 2 typy pokusii:

Technologie A: Pokus byl zakladan v letech 2019 az 2020. Byl v ném sledovan vliv odrady (10
odrid), vysevku (500 a 660 semen) na vysetou plochu parcely 7,5 m?a 6,75 m?), sitky fadku
(12,5 a 25 cm) a terminu seti (2) na vybrané ukazatele — tvorba biomasy, zdravotni stav rostlin
a sklizn¢ a vynos. Pfedmétem této prace je posouzeni vlivu zvolené odriidy a technologie na
podil Sedych semen ve sklizni nazyvanou Sedosemennost. Celkem bylo hodnoceno 8
»technologii“. Kazda technologie byla zalozena na 10 odriidach ve tfech opakovéanich.
Hodnocena plocha opakovani byla dle §itky fadkt 4,5 nebo 5 m?. Zvolené odridy a technologie
jsou popsany v zahlavi tabulek 1, 2 a 3.

Technologie B: Jednalo se o pokus na 1 odridé¢ s riznym osSetienim fungicidy nebo fungicidy
s morforegula¢nim ucinkem. Prvni pokus tohoto typu byl zaloZzen v roce 2021 na odrtid¢ Signal,
vroce 2022 na odridé Olga. V pokusech byl hodnocen vliv oSetfeni na vySku porostu,
zdravotni stav rostlin a sklizeii a vynos. Hodnoceni zdravotniho stavu rostlin bylo pfevzato
z metodiky EPPO PP1/78(3) pro fepku olejku. S ohledem na nizky vyskyt chorob, zvlasté
v roce 2022, bylo zatazeno hodnoceni podilu Sedych semen ve sklizni. V roce 2021 byly
hodnoceny 4 oSetieni, v roce 2022 10 oSetieni kK neosetfené kontrole ve ¢tyfech opakovanich.
Velikost hodnocené plochy byla 10,3 m?, §itka fadkd 12,5 cm. Cilem pokusu nebylo posoudit
ucinnost konkrétnich ptipravkd, ale nastavit vypovidaci metodu hodnoceni zdravotniho stavu
Vv piipad¢ nizkého napadeni hoi¢ice bil¢ ptivodci chorob. Princip zvolenych oSetieni je uveden
v tabulce 4.

Hodnoceni podilu Sedych semen: Na 1 opakovani bylo hodnoceno 100 semen. Semena byla
odecitana na ¢itaci semen. Nasledné byl pod stojankovou lupou proveden o¢ni odecet Sedych
semen.

Ke statistickému vyhodnoceni vysledkt byl pouzit program UPAV GEP a EXCEL.

Vysledky a diskuse

Mezi sledovanymi odridami a technologiemi byly zaznamendny rozdily ve vyskytu Sedych
semen. K nachylnym odridam k Sedosemennosti patiily odrady Chacha a Warta. Ty byly do
testu zafazeny jako kontrastni odriidy k odriidam péstovanym v CR. V tabulce 1 s primémymi
vysledky zlet 2020 az 2022 neni uvedené tolik ziejmé. Proto byly do piehledu vysledki
zafazeny ro¢niky 2019 a 2021 (tabulky 2 a 3). Vysledky ro¢niku 2019 dokumentuji citlivost
hot¢ice bilé na dést’ a vlhko v obdobi zrani. V piipadé technologie v 2. terminu seti u vysevku
500 semen na parcelu a fadki 25 cm byl zaznamenany nejvyssi podily Sedych semen. Vysledek

180



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

ovlivnilo ohniskové zamoktena piida v misté zalozeni této technologie. V dobé¢ seti nebyla tato
skute¢nost ztetelna. Vysledky z roku 2019 nebyly z tohoto divodu zahrnuty do praméru let
2020-2022 a jsou uvedeny samostatné v tabulce 2. Samostatné je uveden také ro¢nik 2021, kdy
byly vyskyty Sedych semen vyssi (tabulka 3). Uvedené je viditelné zvlasté u 2. terminu seti.
V ramci pokusu technologie A se prameér vyskytt Sedych semen z let 2020 az 2022 pohyboval
mezi 8 az 28 %.

U technologie B s fungicidnim oSetienim byl v roce 2021 podil Sedych semen pomérné
vyrovnany mezi 28 az 36 %. Rozdily mezi variantami nebyly signifikantni. Podil Sedych semen
v roce 2022 se pohyboval mezi 4,50 az 11,25 %. Rozdily oSetfenych variant k neoSetfené
kontrole byly v tomto pokusu signifikantni pti hladin€ prikaznosti 99 %.

Pii zvazovani vhodnosti zafazeni hodnoceni podilu Sedych semen do metodiky hodnoceni
ucinnosti fungicidnich pfipravki do hoiCice bilé muze sehrat negativni roli fakt, Ze neni
determinovan jeden ptivodce Sedych/naplesnivélych semen. Jedna se o vice patogend.

Tabulka 1: Vysledky podilu Sedych semen (%) ve sklizni 2020 - 2022
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Agent 10 8 12 | 12 [ 103 | 13 | 13 | 14 | 11 | 128
Andromeda| 16 | 15 | 15 | 18 | 161 | 14 | 11 | 15 | 14 | 136
Chacha 16 | 18 | 16 | 16 | 164 | 28 | 22 | 23 | 22 | 238
Polarka | 14 | 15 | 15 | 16 | 149 | 13 | 10 | 15 | 14 | 130
Severka | 15 | 15 | 15 | 15 | 149 | 11 | 12 | 11 | 13 | 115
Veronika | 16 | 16 | 15 | 16 | 157 | 15 | 13 | 14 | 12 | 136
Warta 19 | 15 | 17 | 19 | 178 | 23 | 23 | 23 | 24 | 233
Zlata 18 | 18 | 16 | 18 | 174 | 19 | 18 | 18 | 15 | 17,8
Otava 15 | 17 | 15 | 17 | 158 | 15 | 15 | 13 | 15 | 144
Olga 17 | 16 | 15 | 16 | 161 | 12 | 15 | 15 | 14 | 139
Primér
na 156 | 152 | 150 | 164 | 156 | 163 | 153 | 161 | 154 | 158
technologii
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Tabulka 4: Vliv fungicidniho oSetieni na podil Sedych semen (%) ve sklizni, rok 2022

Cislo Pobis variant Termin §§3d;lll U&innost Tukey test
varianty P y oSetieni y oSetieni (99 %)
semen
1 NeoSetiena kontrola - 11,25 0,00 A
2 Fungicldn® | g5 5,50 51,11
morforegulacni oSetieni
3 Fungicidné | 5g 5,00 55,56 B
morforegulacni oSetieni
Fungicidné 55
4 morforegulacni oSetieni 4,50 60,00 B
Fungicid 65
Fungicidné 55
5 morforegulacni oSetieni 4,75 57,78 B
fungicid 65
6 Funglcuvlnev regulacnl 55 5,00 55,56 B
osetreni
7 Funglcnvlnev regulacnl 55 4.75 57.78 B
osetreni
8 Fungicid 55 5,75 48,89 B
9 Fungicid 65 4,25 62,22 B
10 Fungicid 65 5,50 51,11 B
11 Fungicidn® | g5 5,50 51,11 B
morfoegulacni oSetfeni
Zavér

Sedosemennost, zpiisobena fadou patogenti, bézné postihuje produkci semen, ktera nebyla
osetfena v prubehu vegetace fungicidem. I v suchych letech a na lokalitach, které rozvoj
patogena nepodporuji, byl zaznamendn vyskyt vyssi nez 5 %. Diky tomu lze konstatovat, Ze
zatazeni hodnoceni podilu Sedych semen ve sklizni hot¢ice bilé do testi hodnoceni ti¢innosti
fungicidi by bylo, z pohledu komplexnosti, perspektivni. V naSich testech vSak nebyly
determinovany konkrétni patogeny, zplsobujici projevy Sedosemennosti. Je proto vhodné
ovéfit, zda existuje pozadavek autority, v tomto piipadé UKZUZ, na determinaci ptvodct
Sedych semen, aby bylo mozné akceptovat toto hodnoceni jako soucast standardniho hodnoceni
ucinnosti fungicidnich pfipravkii na ochranu rostlin.
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Vysledky herbicidnich pokusii s lesknici kanarskou

Results of herbicide trials with Phalaris canariensis (L.)
Smejkalova H., Kubikova Z., Langova M.
Zemedélsky vyzkum, spol. s r. 0., Troubsko

Abstrakt

Péstovani lesknice kanarskeé je soustiedéno na produkei semen. Produkci semen ¢asto negativné
ovliviiuje zapleveleni pozemku. V sou¢asné dobé je k osetieni lesknice proti plevelim v Ceské
republice povolen pouze jediny herbicidni pripravek. Za ucelem rozsifeni spektra piipravki
vhodnych k oSetfeni lesknice byl za¢atkem roku 2022 zalozen herbicidni nadobovy pokus. Bylo
vybrano 5 ucinnych latek k postemergentni aplikaci: MCPB, nikosulfuron, chlortoluron,
pyriddat a mesotrion. Byla sledovana celkova fytotoxicita, vyska a hmotnost nadzemni hmoty.
Uginné latky MCPB (1 N 1200 g/ha), chlortoluron (1 N 1500 g/ha) a pyridat (1 N 900 g/ha)
vykazovaly k lesknici dobrou selektivitu (do 13,3 %). Zvysena fytotoxicita az silna fytotoxicita
se projevila pfi aplikaci dvojité davky u vsech testovanych ucinnych latek kromé¢ MCPB.
K nejvyssi redukci vysky a vahy doslo u rostlin oSetfenych uc¢innou latkou nikosulfuron.

Klicova slova: chrastice, fytotoxicita, biomasa, primérna vyska

Abstract

The cultivation of annual canarygrass is focused on the production of seeds. Seed production is
often negatively affected by weeds. Currently, only one herbicide is registered for the
canarygrass treatment in the Czech Republic. To widen the herbicide spectrum for canarygrass,
a herbicide container experiment was conducted at the beginning of 2022. Five active
substances were selected for post-emergence application: MCPB, nicosulfuron, chlortoluron,
pyridate, and mesotrione. Total phytotoxicity, height, and weight of above-ground biomass
were evaluated. The active substances MCPB (1 N 1200 g/ha), chlortoluron (1 N 1500 g/ha),
and pyridate (1 N 900 g/ha) showed good selectivity (up to 13.3%) to the canarygrass. Double
doses of all tested herbicides except MCPB caused high crop injury. The most height and weight
reduction occurred in plants treated with the active substance nicosulfuron.

Key words: annual canarygrass, crop injury, biomass, average height

Uvod

Lesknice kanarska (Phalaris canariansis L.) je jednoleta plodina péstovana primarné za uc¢elem
produkce semen, ktera se vyuzivaji jako soucast krmnych smési pro exotické ptactvo.

Jedna se o teplomilnou plodinu. V Ceské republice Ize lesknici péstovat v kukufiéné a fepatské
VO. Krom¢ semenatrského vyuziti lze lesknici péstovat pro produkci picni travy bud’
samostatné nebo v kombinaci s jinymi jednoletymi druhy picnin. Vzhledem k mélkému
kotfenovému systému umistujeme lesknici na pidy tézsi, dobfe zasobené vldhou. Semenné
porosty je vhodné zakladat v brzkych jarnich terminech do poloviny dubna, vegetacni doba se
pohybuje v rozmezi od 80 do 120 dni. K hmyzim $kiidciim a chorobam je pomérné odolna.
Z hmyzich $kiidcl napadaji lesknici kanarskou pfedevsim kohoutci, které 1ze dobie eliminovat
povolenymi ptipravky Decis Forte nebo Mospilan Mizu 120 Sl. VyrazngjSim problémem
Vv lesknici mohou byt plevele, které nejsou dostatecné potlaceny vlivem pomalého pocate¢niho
vyvoje plodiny. Zvlast’ v semennych porostech tak mohou zptsobit ekonomickeé ztraty.
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Ro¢ni svétova produkce semen byla pro rok 2018 232 679 t. Ztoho 183649 t bylo
vyprodukovano v Americe, v EU pouze 6 718 t. Nejvétsim producentem lesknicového semene
byla Kanada s 157 600 t za rok 2018 (FAOSTAT, 2022). Zde jsou pro oSetieni lesknice
registrovany nasledujici i¢inné latky: bromoxynil, MCPA, dikamba, mekoprop, fluroxypyr nebo
clopyralid (Guide to crop protection, 2022).

V Ceské republice je lesknice spoledné s prosem, ¢irokem nebo pohankou fazena mezi
minoritni obiloviny, celkova péstebni plocha vSech minoritnich obilnin byla v roce 2020 6,9
tisic ha (Situacni a vyhledova zprava obiloviny, 2021) a za rok 2018 produkce semen 810 t
(FAOSTAT, 2022). I tato skutecnost pfispiva k omezenym moznostem herbicidniho oSetieni
lesknice v CR, aktualn& je mozné porost oSetfit jedinym herbicidnim piipravkem, Mustang
s u¢innymi latkami 2,4-D a florasulam (Registr ptipravkid na ochranu rostlin, 2022). Jedna se o
kombinaci dvou ucinnych latek (florasulam 6,25 g/l a 2,4-D 300 g/1). Pouziti pfipravku je
postemergentni, idedlné od tietiho vyvinutého listu do faze sloupkovani — vytvotfeni druhého
kolénka (BBCH 13-32). Kcitlivym plevelim k ptipravku Mustang se fadi plevele
hetmankovité a brukvovité, svizel pfitula, ptacinec zabinec, mak vI¢i, laskavce, pchac oset,
chrpa modrak, pohanka svlaccovita, rdesno blesnik, thornik mnohodilny, merliky, ostrozka
polni nebo vydrol slune¢nice. Situace ve svéte je obdobna napi. v Argentiné s ro¢ni produkci
semen 41 137 t. Jsou zde povoleny Kk osetieni porostii pouze 2 u¢inné latky: 2,4-D a dikamba
(Senasa Registro nacional de terapéutica vegetal, 2022).

V ramci inovace prvki integrované ochrany picnin a minoritnich plodin byly testovany vybrané
herbicidni pfipravky v nadobovém pokusu s lesknici kandrskou s cilem povoleni rozsifené¢ho
pouziti ptipravkli na mensinova pouZziti.

Material a metody

V Zemédélském vyzkumu spol. s r. o. Troubsko byl zaloZzen nadobovy pokus s cilem zjistit
fytotoxicitu vybranych herbicidnich ptipravki k lesknici kanarské. Semena lesknice kanarské
odridy Judita byla vyseta do kontejnerti o pruméru 12 cm. Celkem bylo zkouseno 5 ucinnych
latek (MCPB, nikosulfuron, chlortoluron, pyridat a mesotrion) se spektrem ucinku na
dvoud¢lozné plevele. Pripravky byly aplikovany vzdy ve tfech koncentracich. Koncentrace
byly zvoleny 0,5 N (polovi¢ni aplikacni davka vyuzivana k hubeni plevelll), 1 N (bézna
aplika¢ni davka ptipravku) a 2 N (dvojnasobna aplika¢ni davka ptipravku). Aplikace probéhla
ve tfech opakovanich, termin byl postemergentni, v rlistové fazi lesknice 2—3 vyvinutych listh
(BBCH 12-13). Do pokusu byla zahrnuta i neoSetiena kontrola. Nadoby byly umistény do
skleniku s fotoperiodou 16h svétlo/8 h tma a priimérnou teplotou 20 °C. Seznam testovanych
variant uvadi Tabulka 1.

Hodnoceni fytotoxicity ucinnych latek k lesknici bylo provedeno ve tfech terminech (T1 =7
dni od aplikace, T2 = 14 dni od aplikace a T3 = 21 dni od aplikace). Poskozeni rostlin bylo
hodnoceno vizualné, oSetfené rostliny byly srovnavany s neoSetfenou kontrolou. Celkova
fytotoxicita je uvedena v % na stupnici 0-100 a rozd€lena podle stupné poskozeni do 4
kategorii:

Nad 45 % poskozeni = silnd fytotoxicita

31-45 % poskozeni = zvysena fytotoxicita

21-30 % poskozeni = uspokojiva selektivita

0-20 % poskozeni = dobra selektivita

Ptipravky zplsobujici poskozeni rostlin 0-20 % jsou vyhodnoceny jako perspektivni k ochrané
lesknice kanarské.

V terminu T3 byl kromé fytotoxicity hodnocen také vliv pouzitych ptipravki na hmotnost a
vysku rostlin. Hmotnost byla zvazena u 5 ndhodnych rostlin v Cerstvém stavu, hodnocena byla
pouze nadzemni Cast biomasy. Vaha byla pfepoCtena na primérnou véhu 1 rostliny v g.

186



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

OSetfené varianty byly srovnany s neoSetienou kontrolou. Vliv postfiku na vysku biomasy byl
hodnocen u 5 rostlin v kvétinaci. Vyska byla zméfena v cm. Primérna vyska rostlin osettenych
herbicidnimi pfipravky byla srovnana s neoSetfenou kontrolou.

Pro zjisténi statisticky priikaznych rozdilli mezi oSetfenymi variantami a neoSetfenou kontrolou
byla ziskana data statisticky zhodnocena v programu Statistica 12 pomoci Tukeyho testu pti
0=0,05 zvlast pro jednotlivé terminy hodnoceni fytotoxicity a pro hmotnost a vysku rostlin.

Tabulka 5: Zkousené herbicidni pFipravky do lesknice kanarské

Pripravek Udinna latka Aplikaéni davka pripravku
Butoxone 400 MCPB 400 g/l 05N 1,5 1/ha
1N 31/ha
2N 6 1/ha
Accent 75 WG nikosulfuron 750 g/kg  0,5N 25 g/ha
1N 50 g/ha
2N 100 g/ha
Lentipur Flo 500 SC chlortoluron 500 g/l 05N 1,5 1/ha
1N 31/ha
2N 6 I/ha
Onyx pyridat 600 g/l 05N 0,75 I/ha
1N 1,51/ha
2N 31/ha
Callisto 480 SC mesotrion 480 g/l 05N 0,15 I/ha
1N 0,3 I/ha
2N 0,6 I/ha
Vysledky

Fytotoxicita testovanych piipravki

Piipravek Butoxone 400 s ti¢innou latkou MCPB 400 g/l je v davce 3 1/ha registrovan do hrachu
a kminu. V davce 0,5 N (1,5 1/ha) i 1 N (3 1/ha) mé¢l k lesknici dobrou selektivitu. Pocate¢ni
lehka fytotoxicita (1,7 — 8 %) se v terminu T3 snizila na 0-3,3 %. V piipadé dvojité davky 6
1/ha doslo téz k lehkému poskozeni rostlin, avSak fytotoxicita ptipravku nepiesahla 20 %.
Dobrou selektivitu k lesknici mél piipravek Accent 75 WG s u¢innou latkou nikosulfuron 750
g/kg pouze v koncentraci 0,5 N (25 g/ha). V davce 1 N (50 g, registrovano do kukufice)
zpusobil na lesknici silnou fytotoxicitu v T3 51,7 %. U davky 2 N se objevilo poSkozeni rostlin
v rozsahu 76,7 %.

Lentipur Flo 500 SC s t¢innou latkou chlortoluron je vhodny k ochrané porostu také pied
chundelkou metlici. V nami zkouSené davce 3 1/ha je registrovan do ozimé pSenice a jeCmene.
V dévce 1,5 I/ha a 3 1/ha mé k lesknici dobrou selektivitu, poskozeni rostlin v terminu T3 bylo
do 13,3 %. Ve dvojité davce piipravku 6 1/ha zpusobil silnou fytotoxicitu az 65 % v terminu
T2, v terminu T3 doslo k mirnému poklesu fytotoxicity na 63,3 %.

Dals$im testovanym piipravkem byl Onyx s G¢innou latkou pyridat. Ten je registrovany do
kukufice v aplikacni davce 1,5 1/ha. Prvotni poskozeni rostlin odectené v terminu T1 pii davce
0,75 I/ha a 1,5 I/ha bylo 10-15 %. Fytotoxicita postupné klesala a v terminu T3 byly rostliny
poskozeny pouze z 1,7-6,7 %. Zatimco davky 0,5 N a 1 N mély k lesknici dobrou selektivitu,
davka 2 N 3 I/ha zpusobila zvySenou fytotoxicitu. PoSkozeni tyden po posttiku bylo 56,7 %, tfi
tydny po postiiku kleslo poskozeni rostlin na 35 %.

Poslednim testovanym piipravkem bylo Callisto 480 SC s ti¢innou latkou mesotrion. V davce
0,3 1/ha je registrovano do kukufice. Pfi pouziti polovi¢ni davky 0,15 1/ha doslo k poskozeni
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rostlin 20 % v poslednim terminu hodnoceni. Vysledky prvnich dvou termint hodnoceni ale
zatazuji pripravek spiSe do kategorie s uspokojivou selektivitou (poskozeni 21,7 %), kam Ize
zafadit 1 vysledky pro koncentraci 1 N. Pfi ni do$lo k poSkozeni rostlin v pribéhu pokusu
v rozsahu od 20 do 30 %. Vyssi koncentrace uz zpusobila vysokou fytotoxicitu az 61,3 %.
Fytotoxicita ve vSech terminech hodnoceni pro vSechny pouzité koncentrace je graficky
znazornéna v Grafu 1. Statistické vyhodnoceni prikaznych rozdili ve fytotoxicité je uvedeno
v Tabulce €. 2. Statisticka data byla ziskana pomoci Tukeyho testu pfi a=0,05.

Tabulka 6: Vyhodnoceni fytotoxicity zkousenych herbicidi k lesknici kanarské
Piipravek Koncentrace T1 T2 T3
Fytox  Tukey Fytox  Tukey Fytox  Tukey
(%) a=0,05 (%) 0=0,05 (%) a=0,05

Kontrola - 0 a 0 a 0 a

Butoxone 400 0,5N 1,7 ab 0 a 0 a
1N 8,3 abcd 8,3 bc 3,3 ab
2N 6,7 abc 15 cde 20 cd

Accent 75 05N 10 bcd 16,7 de 13,3 bc

WG 1N 16,7 de 35 gh B 1
2N 15 cde 75 k NG h

Lentipur 0,5N 5 ab 5 ab 3,3 ab
Flo 500 SC 1N 10 bcd 15 cde 13,3 bc
2N 15 cde 65 j B ¢
Onyx 05N 10 bcd 5 ab 1,7 a
1N 15 cde 10 bcd 6,7 ab
2N 56,7 f 40 h 35 e
Callisto 05N 21,7 e 21,7 ef 20 cd
480 SC 1 N 20 e 28,3 fg de

21,7 e 53,3 i - fg
— 31 — 45 % poskozeni = zvysena fytotoxicita, 21 —

30 % poskozeni = uspokojiva selektivita, 0 — 20 % poskozeni = dobra selektivita

Graf 1: Vliv oSeti'eni herbicidnimi pFipravky na poSkozeni rostlin
Fytotoxicita (%)

80 -

Poskozeni (%)
D
o

30

b III II I
o g all o M o e T

_ v

g»“o AN RN A AN VLA AU A\ %c, %(f”
N O I I S R O PO 2
O RIS & © @
O oy S T A N NN PN W0 L0
N S S 0 0 & &
Q & & & & & AR
N S o S & K X C
L & L
& v
N

Pozn.: Zobrazeny jsou priumérné hodnoty (n=3) jednotlivych variant a davek pripravkii + SD.
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Vyska a hmotnost

Primérna vyska rostlin na neoSetfené kontrole byla ve tfetim tydnu hodnoceni 43,47 cm. Na
osetfenych variantdch dochéazelo k redukci vysky, u zadné z oSetfenych variant nedoslo
k nartstu vysky oproti neoSetiené kontrole. Mezi variantami oSetfenymi Butoxone 400 0,5 N,
Onyxem 0,5 N a 1 N a Callistem 480 SC ve vsSech tfech koncentracich nebyl statisticky
prikazny rozdil ve vySce oproti neoSetfené kontrole. Osetfené rostliny dosahovaly od 89 do 98
% vysky kontrolnich rostlin. Nejnizsi vysky dosahovaly rostliny oSetfené piipravky Accent 75
WG a Lentipur Flo 500 SC. U ptipravku Accent 75 WG byla primérna vyska rostlin 31,47—
36,67 cm, coz predstavuje snizeni vysky oproti neoSetiené kontrole o 16 az 28 %. U ptipravku
Lentipur Flo 500 SC doslo ke snizeni vysky o 23 az 24 %.

Priimérné vaha jedné rostliny u kontrolni varianty byla ve tfetim terminu hodnoceni 0,715 g. U
ostatnich variant doslo ke snizeni primérné hmotnosti. Nejvyssi redukce vahy byla zjisténa u
rostlin s nejvyssim poskozenim, kde dochédzelo k zasychani nadzemni ¢asti. Statisticky
prikazny rozdil v redukci vahy oproti neoSetiené kontrole byl zjiStén u variant oSetfenych
Accentem 75 WG 1 N a 2 N, Lentipurem Flo 500 SC 1 N a2 N, Onyxem 2 N a Callistem 480
SC. 2 N. Krom¢ varianty Lentipur Flo 500 SC 1 N $lo o varianty s fytotoxicitou vyssi nez 35
%. Rostliny dosahovaly o 48 az 80 % niz$i vahy oproti kontrolni variantég.

Rozdily ve vyskach a hmotnostech jsou zndzornény v Grafu 2 a 3. Souhrn vysledkii hmotnosti
a vysek vcetné statistického vyhodnoceni a dosazené vysky a hmotnosti ve vztahu ke kontrolni
varianté v % je uveden v Tabulce €. 3.

Graf 10: DosaZena pramérna vyska u jednotlivych herbicidnich oSetfeni
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Pozn.: Zobrazeny jsou prumérné hodnoty (n=3) jednotlivych variant a davek pripravkii + SD.

189



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

Tabulka 7: Vyhodnoceni vahy a vy$ky rostlin o$etFenych vybranymi herbicidy

Piipravek Koncentrace Vyska Hmotnost
Vyska  Tukey % Hmotnost Tukey %
(cm) 0=0,05 kontroly (g) a=0,05 kontroly
Kontrola - 4347 ¢ 100 0,715 f 100
Butoxone 0,5N 40,2 defg 92 0,573 def 80
400 1N 37 abcdef 85 0,543 cdef 76
2N 37,37  abcdef 86 0,453 bcdef 63
Accent 75 05N 36,67 abcde 84 0,577 def 81
WG 1N 32,87 ab 76 0,264 ab 37
2N 3147 a 72 0,146 a 20
Lentipur 05N 33,13 ab 76 0,464 bcdef 65
Flo 500 1N 33,67 abc 77 0,35 abcd 49
SC 2N 3293 ab 76 0,284 abc 40
Onyx 05N 42,8 fg 98 0,651 f 91
1N 42,07 efg 97 0,682 f 95
2N 34,6 abcd 80 0,306 abcd 43
Callisto 05N 41,8 efg 96 0,635 ef 89
480 SC 1N 39,33  cdefg 90 0,551 cdef 77
2N 38,53 bcdefg 89 0,373 abcde 52

Graf 11: Rozdily v prumérné hmotnosti mezi jednotlivymi herbicidnimi oSetienimi
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Pozn.: Zobrazeny jsou priumérné hodnoty (n=3) jednotlivych variant a davek pripravkit + SD.

Diskuze

Za ucelem zisku kvalitniho osiva lesknice je Casto nezbytnd chemicka regulace plevelt.
Lesknice se vyznacuje malou konkurenceschopnosti k pleveliim, kterd je dana pomalym
vyvojem od vzchazeni po stadium odnoZovani (Putman et al., 1996). Uginné latky MCPA,
difenzoquat, clopyralid, florasulam a fluroxypyr zkousel ve své praci kolektiv autori May
(2014). Proti jednodéloznym plevelim v porostech lesknice zkouseli Cogliatti et al. (2011)
uc¢inné latky difenzoquat a triallate a Smejkalova a Kubikova (2022) propaquizafop, pinoxaden,
fenoxaprop, cycloxydim a rimsulfuon. V této praci jsme se zamétily na G¢inné latky MCPB,
nikosulfuron, chlortoluron, pyridat a mesotrion.
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Ucinna latka MCPB obsazena v piipravku Butoxone 400 je v ddvce 3 I/ha registrovana do
hrachu a kminu, v davce 2 — 2,5 1/ha pak do jetelti. Podobna je z hlediska u¢inku u¢inna latka
MCPA, ktera je do lesknice registrovand v Kanadé. Ve svych pokusech s u¢innou latkou MCPA
pracuje také May et al. (2014), kde v kombinaci s dalsimi u¢innymi latkami méla k lesknici
dobrou selektivitu. Podobné jako MCPA v praci May et al. (2014) vykazovala G¢inna latka
MCPB, kterou jsme zkousely v nasi praci, dobrou selektivitu k lesknici.

Nicosulfuron je vhodny k osetfeni kukufice proti jednodé€loznym plevelim. Ve své praci
hodnotili jeho pouziti proti vybranym pleveliim Dobbels a Kapusta (1993). Na rozdil od
kukufice, na lesknici zptuisobuje nicosulfuron silnou fytotoxicitu. Se silnou fytotoxicitou byla
spojena i redukce vahy a vysky rostlin. V1iv na biomasu u jilku zkoumali Chelotte et al. (2019).
Podobné jako v naSich pokusech zaviselo snizeni hmotnosti a vy$ky na davce uc¢inné latky. Pti
davce nicosulfuronu vyssi nez 6,3 g/ha doslo 4 tydny po aplikaci k redukci vahy u jilku o vice
nez 65 %. U lesknice kanarské doslo v nasem pokusu pfi aplikaci nicosulfuronu v davce 3,75
g/ha o ubytek hmotnosti 63 % ve srovnani s neoSettenou kontrolou a pii 7,5 g/ha o 80 % ubytku
vahy. Cholette et al. (2019) uvadgji pro 25 % redukci biomasy u jilku davku nicosulfuronu 1,3
az 1,8 g/ha a pro 50% redukci biomasy 3,9 az 5,4 g/ha. Redukce biomasy byla v nasi praci s
lesknici nizs$i. Pii aplikaci 1,875 g nicosulfuronu na ha (0,5 N) snizila svou vysku o 16 %, pii
aplikaci 3,75 g/ha (1 N) o0 24 %.

Utinna latka chlortoluron je registrovana v piipravku Lentipur Flo 500 SC do ozimého Zita,
triticale, pSenice a jeCmene. Pro pSenici a jeCmen je uvedena aplikacni davka 3 1/ha (Registr
pfipravkil na ochranu rostlin, 2022). V na$i praci jsme jako 1 N davku zvolily 3 1/ha. Pfi této
davce nedoslo k vaznym projevum fytotocity, piipravek mél dobrou selektivitu k lesknici.

Zavér

Lesknice kanarska velmi dobie snasela oSetfeni u¢innymi latkami MCPB, chlortoluronem a
pyridatem vV 1 N koncentracich. Bezpecna z hlediska poskozeni rostlin byla i aplikace MCPB
ve dvojité davce (Butoxone 400 6 1/ha). U ostatnich ptipravkii zptsobila dvojita ddvka zvySenou
az vysokou fytotoxicitu. Jako nevhodna se k oSetfeni lesknice jevi ucinna latka nikosulfuron
obsazena v ptipravku Accent 75 WG. Ptipravek pii davce 50 g/ha zpusobil vysokou fytotoxicitu
a s ni souvisejici redukci vysky a vahy. Podobné G¢inna latka mesotrion obsazena v ptipravku
Callisto 480 SC pii aplikaci davky 0,3 a 0,6 1/ha zpiisobila zvySenou az vysokou fytotoxicitu.
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Biodiverzita Skiidci a jejich prirozenych nepratel v luskovinoobilnych
smésich s podsevem jetele a vojtésky

Biodiversity of legumes pests and their natural enemies in legumes—cereal
intercropping with clover and alfalfa undersowing

Safaf J.%, Seidenglanz M.%, Galifova V.2, Plachka E.?

tAgritec Plant Research, s.r.o.
20SEVA PRO s.r.0., odstépny zdvod Vyzkumny vstav olejnin Opava

Abstrakt

V letech 20202021 byly vedeny piesné polni pokusy smések luskovin s obilovinou
a podsevem jetele nebo vojtésky. Takto byly zalozeny parcely o velikosti 60 m? ve &tyfech
znahodnénych opakovanich. Probéhlo hodnoceni vynosu pice a zejména vztahii mezi klicovymi
Sktidci luskovin a jejich pfirozenymi neprateli. Dale byla zjisténa vysoka aktivita
stievlikovitych broukti ve smésich luskovin a obilovin, kde dochézelo k rychlejsimu tbytku
populaci kyjatky hrachové, jez tito predatoti po dlouhou dobu vegetace drzeli pod pocetnosti
povazovanou za nebezpeCnou pro zdravotni stav porostu. Z hlediska viceletych porost
vojtésky bylo vhodné zatadit monokulturu hrachu uponkového typu, jez byl atraktivnéj$i pro
zastupce listopast nez vojtéska samotna.

Kli¢ova slova: Carabidae, biodiverzita, luskovinoobilné smésky

Abstract

In the years 2020-2021 were field trials of intecrop with legumes and cereals with clover or
alfalfa undersowing were established. In this way, plots of 60 m? were established in four
randomized replications. The aim was assessments forage yield, relationships between natural
enemies and legume pests were studied. A high activity of ground beetles (Carabidae) was
focused in mixtures of legumes and cereals, where there was a faster decline in the populations
of the pea aphid, which for a long period of the growing season these populations were below
the number considered as harmful. By establishing perennial alfalfa crop, it was appropriate to
include a semi—leaf pea as monoculture, which was more attractive to pea leaf weevil than
alfalfa.

Keywords: Carabidae, biodiversity, intercrops

Uvod

Luskovino—obilni smésky (LOS) maji v zemédélstvi dlouhou tradici a jejich pozitivni pfinos
spo¢iva ve fixaci vzdusného dusiku, v produkci zrna luskovin a obilovin, jez dovedou
zZ pritomnosti luskoviny tézit. V intenzivnich konvencnich osevnich postupech se LOS pfili§
nevyuzivali nebo se uzivali spiSe pouze jako meziplodiny. Neddvné turbulentni zmény v cenach
pramyslovych hnojiv, rajonizace marginalnich zemédélskych oblasti prevodem na trvalé travni
porosty, a to o nezanedbatelné rozloze v ramci CR nabizi moZnost ¢etnéjsiho vyuzivani LOS
pro produkci krmiv a osiv 1 fixaci vzdusného dusiku do pldy pfi obnové travnich porosta.
Nekterymi vyzkumy bylo také ovéfeno, ze z hlediska ochrany proti chorobam i skiidciim muze
byt péstovani ve smeskach velkym pfinosem pro snizeni tlaku chorob a sktideii (Boudreau and
Mundt 1992, Jensen et al 2006, Ondrackova 2010). Rozvoj diverzity rostlin ve sméskach
vytvaii prostiedi pro rust populaci uziteénych predatort (pestfenek, slunécek), kteti omezuji
Sifeni Skudcu (Hauggaard—Nielsen and Andersen 2000, Seidenglanz 2011).
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Material a metody

Béhem let 2020 a 2021 byly zaloZzeny polni pokusy s 9ti variantami smési (Tab. 1) a kontroly—
samotného podsevu (var. 1). Takto byly vytvofeny dva totozné pokusy s podsevem vojtésky v
prvnim ptipadé a také s podsevem jetele luc¢niho. Pokus byl veden v pIln€ znahodnénych blocich ve
Styfech opakovanich o velikosti jedné parcely (varianty v opakovani) 60 m?. Plocha parcely byla
stanovena s ohledem na dostate¢nou plochu pro kolonizaci a rozvoj konkrétnich populaci sktidcti a
disperzalitu pfirozenych neptatel v¢. oktidlenych druht (stfevlikovitych brouktll) ve vyhovujicich
smésich pokusu z hlediska trofické vazby. Velikost parcely byla dostate¢na k hodnoceni aktivity
ptirozenych nepratel v misté vyskytu skiidct luskovin, jez byli zastupci listopast (Sitona sp.) a msic
— kyjatka hrachova (Acyrthosiphon pisum Harris, 1776). Pro studium vztahi predator vs. kotist byly
sledovany tyto hodnotici znaky: pocet vykusti na prvnich dvou pravych listech zptisobenych
dospélci listopasti a procenticky ubytek listové plochy (hodnocen Sablonou vytvofenou na
milimetrovém papife z velikostné totoznych zdravych listll). Na kazdé parcele v opakovani bylo
takto hodnoceno dvacet rostlin ndhodnym vybérem thlopficné v parcelce, tzn. 40 listli na parcelu,
resp. 160 ks listd na variantu, hodnoceni prob€hlo jednou za sezénu ¢trnact dnt po vzejiti rostlin z
faze déloznich listd. Vyhodnoceni poskozeni dospélci listopast bylo uskute¢néno v programu
Statistica 12, vypoctem prumeéra S intervaly spolehlivosti (95 %) pro hodnoceni preference uvnitt
porostu mezi luskovinou (hrach, bob, peluska) a poskozenim podsevu (jetel, vojteska). Dalsim
sledovanym sktidcem byla kyjatka hrachova, jez byla v pravidelnych intervalech (3-4 dni) od
prvnich vyskyti msSic sledovana alespon ¢tyii tydny do padu pocetnosti jedinci v porostech.
V kazdém tydnu dochéazelo (dvakrat) k odectu poctu msic na jednotlivych dvaceti rostlinach na
parcelu u variant s podsevem vojtésky i jetele. Z pocetnosti kyjatek v jednotlivych odbérech byl
vypocitan primér poctu jedincl. Pfirozeni neptatelé, konkrétn¢ stfevlici (Carabidae) byli
odchytavani pomoci 0,5 1 PE kelimkii zapusténych po okraj do zemé. V kazdé parcele byla
uprostfed umisténa jedna zemni past (pit fall traps) a stievlikoviti brouci byli uréovani do druhti a
pocetnosti s vybérem pasti dvakrat tydne.

Tab. 1: Navrzené smési monokultur luskovin a smési s obilovinou. Varianty byly zopakovany jak
s podsevem vojtésky i s podsevem jetele luéniho. Varianta ¢islo 1 byl samotny podsev.

Var. Smés plodin Odruda MKS Vysevek kg/ha
2 hrach uponkovy Eso 0,5 120,4

3 je€men j. + hrach taponkovy  Sebastian + Eso 1,0+0,5 41,0+120,4
4 je€men j.+ hrach listovy Sebastian + Protecta 1,0+ 0,5 41,0+115,4
5 hréch listovy Protecta 0,5 1154

6 bob + hrach uponkovy Merkur + Eso 0,25 +0,25 120,0+60
7 bob + peluska Merkur + Arvika 0,25+ 0,25 120,0+25
8 Bob Merkur 0,25 120,0

9 pSenice j.+ hrach tponkovy  lzzy + Eso 1,0+05 51,3+120,4
10  psSenice j. + hrach listovy Izzy + Protecta 1,0+05 51,3+115,4
Vysledky

V roce 20202021 byl v okoli mésta Sumperk za pomoci riizné zalozenych smésich luskovin (LOS,
monokultura s podsevem vojtésky nebo jetele) sledovany vztahy mezi pfirozenymi nepftateli a
Skidci luskovin z hlediska jejich Cetnosti, aktivity a poskozenim plodin. Ze stfevlikovitych brouki
bylo odchyceno za sledované sezony 32 druhl. Eudominantnim druhem byl stfevlicek médeény
(Poecillus cupreus, Linnaeus 1758), dale dominantnimi druhy jako Pterostichus melanarius
(Mliger, 1798), Pseudoophonus rufipes (De Geer, 1774) a subdominantni Harpalus affinis (Schrank,
1781), Harpalus atratus (Latreille, 1804) a Nebria brevicollis (Fabricius, 1792).
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V jednotlivych letech dochazelo k prudkému narustu populaci kyjatek v monokulturach hrachu bez
ohledu na druh podsevové plodiny (Graf 1 a 2) a bez rozdilu na typ hrachu (listovy; semi—leaf, tzn.
uponkovy). Ve smésich luskovin a obilovin (zeyména s je¢menem jarnim) dochéazelo k postupnému
vzestupu populaci kyjatek méné dramaticky, s vyjimkou u smési s bobem s prevladajici msici
makovou (Aphis fabae) s prakticky nulovym vyskytem kyjatek. Odli$nost také nastala v roce 2021,
kdy v je¢meni jarnim ve smési s listovou formou hrachu byl silny vyskyt kyjatek z divodu
ptiznivéj$iho mikroklima porostu (jarni jeémen tvofil mnoho odnozi a spole¢né s listovou formou
hrachu vykazoval v suchém obdobi béhem jara vyssi pokryvnost pidy). Ve smésich luskovin
s obilovinou dochazelo k prudkému narustu aktivity eudominantniho druhu strevlicka médéného P.
cupreus pro néz jsou msice potravou (Williams et al. 2010), coz bezesporu zapfi¢inilo postupné
snizovani pocetnosti populaci kyjatek, resp. tyto populace kyjatek nerostly v abundanci jedinct
zdaleka tak prudce a rychle upadaly. Naprosto totozny pribéh se odehraval u druhti Pterostichus
melanarius, Pseudoophonus rufipes, Harpalus affinis, Harpalus atratus, Nebria brevicollis ve
smésich hrachu a obilovin. Zminéné druhy stfevlikil jsou taktéz karnivorni ve vztahu k hmyzu
(Williams et al. 2010). Ve stejném slozenim variant s podsevem jetele nedochéazelo k tak prudkému
narustu pocetnosti P. cupreus (Graf 5 a 6) oproti aktivité tohoto druhu v LOS s vojtéskou.

Co se tyce hodnoceni poskozeni vzchazejicich rostlin luskovin dospélci listopasti nebyly zjistény
prilis jednoznacné interpretovatelné vysledky u hodnoceni poctu vykusti na prvnich pravych listech
(¢trnact dni po vzejiti rostlin). V grafu ¢. 4 jsou uvedeny vysledky procentického poskozeni listové
plochy a v Grafu ¢. 3 jsou zobrazeny pocty vykust zpusobenych dospélci na listech s intervaly
spolehlivosti za ob¢ sezony dohromady. Nejsou zobrazeny kontroly (var. 1 a 11), kde nelze hodnotit
dopad na vztahy mezi Skidci a pfirozenymi neptateli u kryci plodiny. Tyto kontroly s vojtéskou a
jetelem slouzily pouze pro zjisténi aktivity stfevliki. Varianty v Grafu ¢. 3 a 4 jsou slouceny
Z hlediska poskozeni vojtésky var. 2—10 pro varianty s vojtéskou a totozné varianty oznacené Cisly
12-20, coz jsou chronologicky sefazeny identické varianty, jez se vztahuji k luskoviné (viz legenda
u Grafu 3 a 4). Ze zkuSenosti autord na lokalité prevlada listopas carkovany (S. lineatus) a
v omezengj$i mite 1. zdobeny (S. macularius), oba druhy $kodi na zelenych ¢astech a jejich larvy
na hlizkach jetele, vojtésky, bobu, hrachu, pelusky a jinych bobovitych. Vysledky zminéného
designu pokusu prinesly statisticky vyznamné rozdily v nizsi ztraté listové plochy na vojtésce, jez
byla u smési s uponkovou formou hrachu, a to zejména v monokultufe uponkového hrachu
Vv podsevech vojtésky. V piipadé luskovin, resp. LOS v podsevu s jetelem nebyly zjistény rozdily
V poctu vykust nebo ztrat¢ listové plochy zptisobenou dospélci listopasii mezi jetelem a luskovinou.
Poskozeni bylo vice vyrovnané, kdy jetel ve smésich byl podstatné vice posSkozen a tedy atraktivni
jako luskovina. Vynos pice jednotlivych variant vysel statisticky nevyznamné mezi 19,5 az 39,8
zelené hmoty v t/ha.
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Graf ¢. 1: Vyvoj primérného poctu kyjatky hrachové na rostlinach luskoviny (priméry jsou
V podsevu za varianty s podsevem vojtésky) v roce 2020
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Graf ¢. 2: Vyvoj primérného poctu kyjatky hrachové na rostlindch luskoviny (praméry jsou
V podsevu za varianty s podsevem vojtésky) v roce 2021
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Graf ¢. 3: Pramér poctu vykust (zejki) od dospélcii listopast (roky 2020—-2021) na prvnich
pravych listech

Graf primérd poétu vykust od listopast na listech vojtésky (2-10) a luskoviny (12-20) vé. pelusky (17)
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Legenda: varianta 2-10 znazorfiuje napadeni podsevu vojté$ky v luskoviné (viz Tab 1); dale varianty zobrazuji
poskozeni pro tiponkovy hrach 12, 16, hrach Gponkovy v LOS 13, 19, hrach listovy 15, hrach listovy v LOS 14,
20, pelusku 17 abob 18

Graf ¢. 4: Primérna ztrata plochy prvnich pravych listi zpisobenou vykusy od dospé€lct
listopast (roky 2020-2021)
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Legenda: varianta 2-10 znazorfiuje napadeni podsevu vojtésky v luskoving (viz Tab 1); dale varianty zobrazuji
poskozeni pro tiponkovy hrach 12, 16, hrach aponkovy v LOS 13, 19, hrach listovy 15, hrach listovy v LOS 14,
20, pelusku 17 a bob 18
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Graf €. 5: Celkova pocetnost zaznamenanych jedinct stievlicka médéného (P. cupreus), jejich
aktivita, v dob¢ piitomnosti kyjatky hrachové v roce 2020
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Graf ¢. 6: Celkova pocetnost zaznamenanych jedincu stievlicka médéného (P. cupreus), jejich
aktivita, v dob¢ pfitomnosti kyjatky hrachové v roce 2021
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Diskuze

Ochrana rostlin se nyni potykd srazantni zménou v pfistupu k chemickym pesticidnim
zasahlim. Spotieba pesticidi celkové klesa a ucinné latky jsou stale castéji legislativné
restringovany. Z hlediska ochrany rostlin je dulezité postihnout zakonitosti v distribuci
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Skodlivych organismill a jejich pfirozenych neptatel v porostech plodin, jeZ neni prakticky
V Zadném piipadé nahodna. Pochopeni téchto vztahli mizZe vést k moznostem zaloZeni porostu
(z hlediska struktury) pro snizeni dopadt $kodlivych ciniteli nechemickou cestou. Nékteré
smési plodin dovedou omezit vyskyty chorob, skudct i pleveli (Ondrackova et al. 2010,
Seidenglanz et al. 2011, Jensen et al. 2006). Ve sméskach luskovin s obilovinami ve srovnani
s monokulturami luskovin byl vyhodnocen vyskyt nejvyznamnéjsich Skidcti negenerativnich
¢asti rostlin—listopasti a kyjatky hrachové. Autofi prace se pokusili dat do souvislosti vyskyt
zminénych Skudct s aktivitou konkrétnich stfevlikovitych brouki. Vliv jinych pfirozenych
nepiatel zejména larev pestienek (Syrphidae), slunécek (Coccinellidae) nebo parazitoidi byl
v minulosti v porostech luskovino—obilnich smések v podminkach CR studovan (Seidenglanz
2011). Bylo zjisténo, Ze zplsob zaloZeni porosti (monokultura x sméska x podsev)
pravdépodobné ovliviiuje vysledné napadeni rostlin od listopasti (dospélci 1 larvami) rodu
Sitona. Pii zakladani pokusii do smési dochézi k jiné disperzialité jedinct oproti monokultufe
a ve sledovaném pokuse byl vnesen dalsi faktor—podsev, jeZ je rovnéz zivnou rostlinou
listopasti. Bylo potvrzeno, ze rostliny iponkového hrachu jsou napadany bez ohledu na ristovy
typ hrachu, ovSem v monokultuie uponkového hrachu je vojtéska pied listopasy vice
,chranéna®. Z hlediska rozsiteni kyjatek v porostech hrachu bylo potvrzeno, Ze az na vyjimky,
kdy mikroklima porostu miize v suchém obdobi vyhovovat kyjatkdm k rastu poctu jedinct na
zaCatku vegetace (hustSi porost v jeCmene a hrachu vroce 2021). Ve sméskach hrachu
jako kupft. P. cupreus) a rychlejSimu padu populaci kyjatek. Monokulury hrachu bez ohledu na
podsev vykazovaly prudky naruast jedinct kyjatek béhem kratkého Casového obdobi a pad
téchto populaci byl daleko povlovnéjsi. V poloprovoznich pokusech zakladanych na nékolika
lokalitach na Sumpersku byly vysledky velice obdobné (Hufiady et al. 2013). Ve zminénych
podsevovych pokusech byly do smési zakomponovany odridy hrachu fenologicky prakticky
totozné. Diky tomu byly tyto vysledky srovnatelné v napadeni rostlin hrachu kyjatkou
hrachovou. Takto zaloZené screeningové pokusy jsou cennym zdrojem dat o atraktivnosti
jednotlivych komponent luskovin v riznych smésich plodin. Vyuziti atraktivnéjSich smeési
plodin lze v praxi uplatnit pro umisténi na okraj pozemku s luskovinou (,,border effect*) nebo
vseti mezipasu k ochrané cilového porostu luskovin urc¢eného ke sklizni, coz bylo potvrzeno u
zrnokaze hrachového (Seidenglanz et al. 2022).

Zavér

Z vysledki vyplyva, ze druhové bohaté smési luskovin a obilovin s podsevy jetele ¢i vojteésky
znemoziuji rychly nartst populaci kyjatky hrachové (vektor virdz luskovin), projevuji se
vyrazn€ vyssi druhovou pestrosti stfevliki, vysokou mobilitou za kofisti-mSic pohybujicich se
po povrchu piidy (zptisobenou padem msic vlivem stresu nebo vétru), na bazich listii obilovin.
Dale je podsev vicelet¢ vojtésky v monokulture tponkové ristové formy hrachu méné
likvidovan listopasy, coz ma bezesporu vliv na fixaci vzdusného dusiku od ranych vyvojovych
fazi postupné do hlubsich vrstev pidy.
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Efektivni ochrana porostu hrachu proti kyjatce hrachové —
Acyrthosiphon pisum (Harris, 1776)

Effective crop protection of the peas against the pea aphid —
Acyrthosiphon pisum (Harris, 1776)

Safaf J.%, Seidenglanz M.%, Galifova V.2, Plachka E.?

tAgritec Plant Research, s.r.o.
20SEVA PRO s.r.0., odstépny zdvod Vyzkumny vstav olejnin Opava

Abstrakt

Kyjatka hrachova (A. pisum) poskozuje porosty hrachu sanim pfi némz dochazi k ptenosu vir6z
do rostlin. Sani samotné snizuje vitalitu rostlin, nasazenost pater luskli a projev viréz dale
prohlubuje sniZzeni vynosového potencidlu az likvidaci porostu (Barlow et al. 1977, Houba et
al. 2009). V letech 2018 a 2019 byl zalozen maloparcelkovy pokus, pro zjisténi G¢innosti
konvenénich a biologickych pfipravkil na ochranu rostlin proti kyjatce hrachové. Statistické
zpracovani bylo vypoc¢itano pomoci Tukeyova HSD testu v programu ARM a Statistica 12.
Piesnymi pokusy byla zjiSténa velmi dobra ucinnost proti kyjatce hrachové u variant
s azadirachtinem, olejem z Pongamia pinnata se smacedlem Wetcit, dale spynosyny. Dobra
ucinnost byla potvrzena u konvenénich produkt s neonikotinoidnimi u¢innymi latkami a
eterického pyretroidu (etofenprox).

Klic¢ova slova: ochrana rostlin, kyjatka hrachova

Abstract

The pea aphid (A. pisum) damages pea crop by sucking, during which viruses are vectored to
the plants. Sucking itself reduces the vitality of plants, they reduce the deployment of pea pods
quantity, and the damage of viruses further increases the reduction of yield potential up to the
destruction of the pea crop (Barlow et al. 1977, Houba et al. 2009). In 2018 and 2019, a small-
plot trial was carry out to found the efficacy of conventional and biological products against
pea aphid. Statistical assessments was calculated using Tukey's HSD test in the ARM program
and Statistica 12. The trials showed very good efficacy against the pea aphid in the treatments
with azadirachtin, Pongamia pinnata oil with the adjuvant Wetcit (orange oil), and spynosyn
products. Good efficacy has been confirmed for conventional products with neonicotinoids
active ingredients and an etheric pyrethroid (etofenprox).

Keywords: plant protection, pea aphid

Uvod

Pro dobry zdravotni stav porostu hrachu setého je kli¢ova chemické ochrana rostlin, protoze
porosty hrachu jsou sanim kyjatek a pfenosem virit rychle oslabovany. Kli¢ovi pfirozeni
nepratele kyjatek, coz jsou zejména larvy pestienek (Syrphidae), slunécka (Coccinellidae),
larvy zlatooéek (Chrysoperla carnea) ¢i blanokiidli parazitoidi (Hymenoptera) nezvladaji silné
populace kyjatek efektivné likvidovat (Nikolova 2010), coz zptsobuje zasadni skliziiové ztraty
pro produkci hrachu na semeno nebo vyzivu. Nebezpecnymi viry pfenaSenymi kyjatkami jsou
vyrustkova mozaika hrachu (PEMV), obecnd mozaika hrachu (PMV) a virus semenem
pienosné mozaiky hrachu (PSbMV). Pfi perzistentnim pienosu vira (v piipadé PEMV), kdy
dochdzi k okamzitému proniknuti viru do rostliny se dosud bez chemické ochrany péstitelé
hrachu neobejdou. Vzhledem k pokracujicim restrikcim konvencénich tc¢innych latek (zejména
neonikotinoidll) a Cist¢ pokracujicim novym legislativnim zméndm omezujicim mnozstvi
ucinnych latek a jejich pouZzivani je nutné hledat alternativy pro ochranu hrachu proti kyjatce
hrachové mezi pesticidy, které neptinaseji vysoké ekologické riziko pro produkci semen nebo
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potravin (Hummel & Kleeberg 2002, Sarapatka & Urban 2003). Jiz béhem ranych
vyvojovych fazi porostu hrachu pocetnost kyjatek v populacich rychle stoupa. Rostliny hrachu
jsou kolonizovany témito mSicemi zejména z okolnich porostli viceletych picnin. Kyjatka
hrachova je tedy skodliva i v porostech picnin a nejkritictéj$im obdobim pro napadeni je
zejména vyvoj poupat a luskii (Nikolova 2010).

Material a metody

V pritbéhu vegetacnich sezén 2018-2019 byl zalozen maloparcelkovy pokus v hrachu setém na
lokalitich v okoli obce Rapotin (Sumperk). Parcely byly vytvoieny ve &tyfech plné
randomizovanych opakovénich o velikosti parcel 12 m?. Pro zvy$eni vyskytu $kidcti byly
vélenény neosetfované mezipasy parcel s totoznou rozlohou s vedlejsi parcelou, a to vzdy po
dvou oSetfenych variantdch v opakovani. Pro provedeni aplikace, kterd probéhla 25.5.2018 a
20.6.2019 byl volen termin pii akceleraci nartistu pocetnosti kyjatek, panovaly teploty do 25
°C a bezvétrné pocasi. Uhlop#iéné na parcelu byla hodnocena poéetnost kyjatek na jednotlivych
20ti ndhodné vybranych rostlinich na parcele ve Ctyfech opakovanich za variantu (80
hodnocenych rostlin na variantu), tzn. s hodnocenim 6 a 11 dni po aplikaci v roce 2018 a 6 a
10 dni v roce 2019. Seznam pouzitych variant je v Tab. €. 1. Ze zjist€nych pocetnosti kyjatek
byl vypocitan Tukeytv HSD test pro statistické srovnani variant k neoSetiené kontorle (Tab. €.
2a3).

Tab. 1: Seznam pouzitych variant v pokusu sledujicim ucinnost na kyjatku hrachovou (4.
pisum); obchodni nazvy jsou uvedeny z divodu mnozstvi latek, které jsou ptitomny
v jednotlivych produktech s ti¢innou latkou (v dédvce vody 300 I/ha).

Varianta pokusu Davka Skupina latek

1 Kontrola - -

2 Biscaya 0,3 1/ha neonikotinoid

3 Biscaya + Wetcit (adj.) 0,3 I’ha + 0,2 % neonikotinoid + alkoholethoxylat
4 Decis Mega 0,1 /ha pyretroid estericky

5 Neemazal + Wetcit (adj.) 31/ha+0,2%  limonoid + alkoholethoxylat

6 Neemazal 3 l/ha limonoid

7 Proteus 0,5 I/ha neonikotinoid + pyretroid

8 Trebon OSR 0,2 1/ha pyretroid (etericky)

9 Trebon + Wetcit (adj.) 0,2 I/ha + 0,2 % pyretroid + alkoholethoxylat

10 Mavrik New 0,2 /ha pyretroid

11 Pirimor 0,5 kg/ha karbamat

12 Rock Effect 1 % olej z Pongamia pinnata

13 Rock Effect + Wetcit (adj.) 1% +0,2 % olej z P. pinnata + alkoholethoxylat
14 Silicea D6 + Wetcit (adj.) 0,3 I/ha + 0,2 % oxid kiemicity + alkoholethoxylat
15 Chrysopa 25 ks/m? Chrysoperla carnea

16 Bufo C30 0,015 g/ha bufotenin

17 Canela 0,3 1/ha skoticovy olej

18 Spintor 0,4 1/ha spinosad

19 Spinetoram 0,45 1/ha spinetoram

* adj: smacedlo
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Vysledky

Z pocetnosti kyjatek byla za pomoci Tukeyova HSD testu vypocitana ucinnost oSetieni
Vv procentech viici neoSetiené kontrole. Vysledky a rozdily v pocetnosti msic (kyjatky hrachové)
jsou zobrazeny v Tab. €. 2 a 3 jako primémé pocetnosti napadeni vypoctené ze ¢ty opakovani.
V roce 2018 bylo napadeni hrachu kyjatkami velice vysoké a v Tab 2 je nazorné vidét ve
statistickém zpracovani vysledki, ze z kratkodobého hlediska (po Sesti dnech od aplikace)
nejlépe fungovaly neonekotinoidy (var. 2 a 3) ¢i neonikotinoid (thiakloprid) zesilen pyretroidni
slozkou (produkt Proteus). U¢innost neonikotinoidu, thiaklopridu, bylo rovnéz zesileno
olejovym smacedlem Wetcit, jeZ v této kombinaci u¢innosti pfesdhl 90 % podobné jako aficid
Pirimor. Zajimavé vysledky pfinesl Neemazal s u¢innou latkou azadirachtin, jez je pouzivan
Vv ekologickém zemédélstvi. Neemazal v kombinaci se smacedlem Wetcit mél kratkodobé po
aplikaci nizkou ucinnost, ovSem s odstupem jedenacti dni po aplikaci dosahl vitbec nejvyssi
ucinnosti na kyjatky, kdy konven¢né vyuzivané insekticidy zacinali ,,selhdvat™. V roce 2019 pfti
hodnoceni deset dnl po aplikaci stoji za zminku jiné insekticidy, jeZ jsou vyuzivany k ochrané
rostlin ve zplsobech hospodafeni se snizenym vyuzivanim konvencnich pesticidii. Byla
potvrzena vynikajici funk¢nost z hlediska ucinnosti na kyjatky u piipravku Neemazal se
smacedlem, ovSem jako alternativou ke konven¢nim pesticidim s dlouholetou znalosti v jejich
funk¢nosti, se dale jevi varianta 18 a 19 s u€innou latkou spinosad a spinetoram. Tyto latky
vhodné pro ekologickou produkci byly dfive vyuzivany zejména pro zravy hmyz. Bezesporu
nesmime opomenout vyluh z Pongamia pinnata — Rock Effect, jeZz rovnéz piesahoval
V ucinnosti bezpecnych 90 %.

Vynos semen nebo nadzemni hmoty je bezesporu urcujicim faktorem pro ekonomiku péstovani
hrachu. Vynosova deficience se tedy sanim ms$ic mize projevit velice vyrazné a druhotné
snizeni vynosového potencialu vlivem rozsifeni viréz v porostu. Dle Grafu €. 1 je z prumért (s
intervaly spolehlivosti) patrné, ze vyssSich vynost dosahovala varianta ¢. 9 — Trebon s Wetcitem
a oSetfeni Rock Effect(em) s Wetcitem (var. ¢. 13). Wetcit tedy vyznamné zlepsil dopad
eterického pyretroidu Trebon s ucinnou latkou etofenprox, déle ekologicky pfipravek Rock
Effect, vyluh z Pongamia pinnata (kaleda lysa). Tyto varianty v praméru z let 2018 a 2019
vykazovaly signifikantni vysledky oproti neosetiené kontrole, konkrétné u varianty s Trebon +
Wetcit bylo navySeni vynosu semen hrachu o 1,30 t/ha, u varianty s Rock Effect + Wetcit 0,77
t/ha.

Tab. 2: Vysledky Tukeyova HSD testu variant pokusu v roce 2018; 6 dni po aplikaci (31.5.) a
11 dni (5.6.); P < 0,05 (primérné napadeni kyjatkou hrachovou na rostlinu, G¢innost —
kurzivou); signifikantni rozdily mezi priméry skupin zndzornény malymi pismeny

_ Napadeni Ucinnost Napadeni Utinnost
Varianta 3152018 (% kontroly) 5 6.2018 (% kontroly)

o 31.5.2018 o 5.6.2018
1. Kontrola 17,69 a 0,00 a 1551 a 0,00 a
2. Biscaya 2,61 cde 82,97 ¢ 451 f 73,83 e
3. Biscaya+Wetcit 1,31 e 92,14 a 2,86 h 80,31 ¢
4. DecisMega 9,51 bcd 3855 i 889 ¢ 52,76 h
5. Neemazal+Wetcit 10,11 bc 42,41 h 1,81 90,10 a
6. Neemazal 11,36 ab 45,05 ¢ 2,66 i 84,12 b
7. Proteus 2,15 de 86,84 d 408 g 75,83 d
8. Trebon OSR 3,49 cde 6481 b 568 e 56,89 ¢
9. Trebon OSR+Wetcit 2,89 cde 80,91 e 6,76 d 6156 f
10. Mavrik New 9,81 bc 40,72 d 905 b 47,42 |
11. Pirimor 181 e 90,72 f 405 ¢ 75,40 d
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Tab. 3: Vysledky Tukeyova HSD testu variant pokusu v roce 2019; 6 dni po aplikaci (26.6.) a
10 dni (30.6.); P < 0,05 (pramérné napadeni kyjatkou hrachovou na rostlinu, G¢innost —

kurzivou); signifikantni rozdily mezi priméry skupin zndzornény malymi pismeny

, Ucinnost , Ucinnost
Varianta ;;aga;gfé (% kontroly) Nagg%erzlaig 19 (% kontroly)
o 26.6.2019 o 30.6. 2019
1. Kontrola 093 a 0 a 0,88 a 0 a
2. Biscaya 004 b 952 b 003 b 96,2 b
3. Biscaya+Wetcit 0,03 b 96,3 b 0,03 b 96,2 b
4. DecisMega - - - - - - -
5. Neemazal+Wetcit 031 b 857 b 0 b 100 b
6. Neemazal 031 b 857 b 0 b 100 b
7. Proteus 031 b 857 b 0 b 100 b
8. Trebon 0,04 b 952 b 0 b 100 b
9. Trebon OSR+Wetcit 004 b 952 b 002 b 98,1 b
10. Mavrik New 0,04 b 952 b 0,02 b 98,1 b
11. Pirimor 000 b 100 b 002 b 98,1 b
12. Rock Effect 011 b 88,1 b 0,03 b 96,2 b
13. Rock Effect + Wetcit 002 b 976 b 005 b 943 b
14. Silicea D6 + Wetcit 011 b 88,1 b 023 b 736 b
15. Chrysopa 009 b 905 b 0,25 b 71,7 b
16. Bufo C30 011 b 88,2 b 0,05 b 943 b
17. Canela 009 b 905 b 0,27 b 69,8 b
18. Spintor 0,07 b 929 b 0,05 b 943 b
19. Spinetoram 002 b 976 b 0 b 100 b
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Graf. 1: Primér vynosu semen hrachu za jednotlivé varianty s intervaly spolehlivosti z roku
2018 a 2019. Vizualizovano programem Statistica 12. PferuSovanou ¢arou je znazornén horni
limit intervalu spolehlivosti neosetiené kontroly.

Diskuze

Z hlediska pocetnosti kyjatek byl v roce 2018 jejich vyskyt vyjimeéné vysoky, kdezto v roce
2019 byla pocetnost kyjatek v porostech hrachu v okoli mésta Sumperk spise primérma. Pro
hodnoceni polni G€innosti byly zvoleny insekticidy z riiznych skupin G€innych latek. Za velmi
ucinné insekticidy jsou povazZovany produkty s neonikotinoidni ucinnou slozkou (Proteus,
Biscaya), (Tomizawa M., & Casida J.E. 2005), tato skupina latek je dlouhodobé restringovana,
proto je potieba hledat v jinych skupinéch latek castecnou nahradu. Dale byly pouzity latky ze
skupiny pyretroidd, kterych se dosud ze zminovanych skupin latek omezeni pouZzivani dotyka
nejméng, ovSem z rostlinolékatského hlediska jsou problematické kvili sniZeni citlivosti
hmyzu vic¢i chemickym zasahtim (Slater et al. 2011). Jako pyretroid byl pouzit produkt Decis
Mega (pouze v roce 2018 a pozdgji vyfazen) a Mavrik New, coz jsou hojné uzivané esterické
pyretroidy. Mén¢ uzivané pyretroidy jsou eterické, maji rozdilny mechanismus tc¢inku, proto
jsou vyuzivany kupf. v fepce olejce v ramci rostlinolékatskych zasad pro zmirnéni selekéniho
tlaku na populace skiidct se sniZzenou citlivosti k pyretroidim. Vzhledem k pokracujicimu
omezeni mnozstvi U€innych latek v zemédé€lstvi byly déale zafazeny varianty s komerénimi
produkty povazovanymi za Setrné k zivotnimu prostfedi nebo vyuzivanymi v ekologickém
zemédelstvi — Neemazal, Rock Effect, Silicea, Chrysopa, Bufo C30, Canela, Spintor,
Spinetoram, u nékterych variant bylo vyuzito smacedlo registrované do ekologické produkce
s obchodnim nazvem Wetcitm coz je synteticky vyrobeny pomerancovy olej zvysujici u¢innost
insekticidnich pfipravki. Vzhledem k podminkdm pocasi pii aplikaci, vysokym teplotam,
mohlo dojit k ovlivnéni funkénosti a ucinnosti nékterych pyretroidnich latek, coz je pro
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funkcnost oSetfeni nebezpecné. Piihlédneme-li ke konven¢nim variantdm pokusu, tak velmi
dobrou G¢innost dosahla varianta s produktem Biscaya, thiacloprid — neonikotinoid, s ptidanin
ekologického smacedla Wetcit. Etericky pyretroid Trebon dosahoval rovnéz velmi dobrych
vysledkl v obou sledovanych letech, estericky pyretroid Mavrik New byl spolehlivy pouze
vroce 2019. Ekologické piipravky jako neemovy olej (Neemazal, jeZ neni do hrachu
registrovan) byly charakteristické poklesem pocetnosti jedinci kyjatek se statisticky
vyznamnymi rozdily. V pocate¢nich dnech po aplikaci, vyjma nékterych pyretroidl, byla
pocetnost kyjatek v roce 2018 vyrazné nizsi u syntetickych insekticidl. Situace se zménila pfi
hodnoceni po 11 dnech po aplikaci, kdy insekticid z neemového oleje (U€innéd latka
mechanismem ucinku azadirachtinu (Mordue & Blacwell 1993, Lowery & Isman 1994), kdy
tento pripravek zplisobuje pfi proménach v zivotnim cyklu (v jiné vyvojové stadium hmyzu)
nevratné zmény v organismech vedouci k uhynuti (Pavela 2007, Isman 2006). V roce 2019 byly
k pfirod¢ Setrné piipravky vyrazné rozsifeny o dalsi varianty, a tak jako Neemazal, byly v kazdé
sezoné pokusu i tyto varianty az na vyjimky spolehlivé po deseti dnech po aplikaci. Jako
nespolehlivy se jevil kiemicity pisek (u né&jz je uvadén vliv na zesileni pletiv rostlin)
s pomeranc¢ovym olejem (Silicea D6 + Wetcit), samotny skoticovy olej (produkt Canela) a
larvy zlatoocek (Chrysopa) kdy z velmi dobré ucCinnosti po deseti dnech doslo k selhdni
ucinnosti na kyjatku hrachovou. Jako standardni pfipravek byl vyuzit aficid — Pirimor, karbamat
s vysokou ucinnosti na mSice.

Obsah dusiku v zelenych ¢astech rostlin hrachu setého je obecné povazovan jako indikator
kvality produkce, coz je primarné ovlivnéno piirozenou vazbou vzdusného dusiku rostlinami
hrachu, ptedplodinou nebo zakladnim hnojenim. Rostliny hrachu s nizkym obsahem dusiku,
stradajici rostliny, jsou kyjatkou hrachovou mén¢ napadany (Moravvej & Hatefi, 2008) a vyssi
obsah dusiku v pletivech rostlin je pro tohoto Skidce atraktivni, coz je divod expanze
oktidlenych jedinct a zakladani populaci do dosud zdravych porostii. V1iv u¢innosti piipravkt
v jednotlivych variantdch na napadeni rostlin kyjatkami mtize mit eventudlni dopad na obsah
dusiku v semenech hrachu. Ve zminéném dvouletém pokuse nebyl ve sledovanych letech vliv
na obsah dusiku v semenech statisticky pritkazny (proto jej autoii neuvadi).

Zavér

Koncentrace zivin a jejich poméry jsou zékladem tvorby krmnych davek. Pti vysokém napadeni
porostti hrachu kyjatkou hrachovou dochazi v disledku sani a zejména vlivem vir6z k velmi
nizkému rastu rostlin hrachu a jejich odumirani. Vyssi podil luskovin v krmivech mohou
nahradit ndkladnd bilkovinna krmiva pro vyzivu zvifat. Byly zjistény vyss§i vynosy semen
hrachu u variant s eterickym pyretroidem etofenproxem (Trebon) a olejem s Pongamia pinnata
za predpokladu, ze v téchto variantach bylo pouzito smacedlo Wetcit. Pti péstovani hrachu je
do budoucna tézko predstavitelné, ze nebude dochazet k dalsimu omezovani neonikotinoidd,
kdy dnes je do hrachu registrovan pouze acetamiprid. DalSim zjiSténim tedy bylo, Ze na vyssi
vynosovy potencial mohou mit statisticky prukazny dopad i jiné latky nez neonikotinoidy, které
plsobi systémove a jsou v rostlinach riizné mobilni na rozdil od pyretroidii. Neonikotinoidy
byly v této praci brany pouze jako srovnavaci varianty, podobn¢ jako karbamat (Pirimor), jez
mél vynikajici t€innost na kyjatku hrachovou s vys$§im vynosem oproti neoSetfené kontrole, jeZ
nebyla statisticky prikazna. Pfipravky povazované za k ptirod¢ Setrné vykazovaly v piipadé
Neemazalu ptiblizné¢ o 10 % niZ§i G€innost oproti neonikotinoidiim, ovSem srovnatelnou
S pyretroidy jako kupft. s deltamethrinem. Nicméné zejména u produktu Rock Effect s aplikaci
se smaCedlem Wetcit byla tato aplikace plné srovnatelna s jinymi latkami vyuZivanymi
V konven¢nim zpisobu hospodateni jak s pyretroidy, tak rovnéz i neonikotinoidy.
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Vysledky ucinku vybranych nanocastic a oligopeptidi proti patogenu
Xanthomonas hortorum pv. carotae zpisobujicimu bakterialni spalu mrkve

Results of the effect of selected nanoparticles and oligopeptides against the
pathogen Xanthomonas hortorum pv. carotae causing bacterial blight of carrots

Wohlmuth J.%, Hakalova E., Klapcova G.%, Tekielska D. A.L, Byte$nikova Z .2,
Richtera L., Baranek M.!

'Mendeleum — Ustav genetiky ZF MENDELU
2Ustav chemie a biochemie AF MENDELU

Abstrakt

Nanocastice na bazi stiibra, médi a selenu a oligopeptidy na bazi Novicidinu byly testovany
jako potencialné u¢inné latky proti bakterii Xanthomonas hortorum pv. carotae, zptisobujici
bakterialni spalu mrkve. Testovanym kmenem bakterie byly sbirkové izolaty NCPPB 4410 a 2
naturalni izolaty pochéazejici z Ceské Republiky. Testy na Petriho miskach i na mikrodesti¢kach
bylo potvrzeno, ze testované oligopeptidy 1 nanocastice maji vici této bakterii antagonisticky
ucinek.

Kli¢ova slova: NCPPB 4410; Novicidin; stfibrné nanocastice, médéné nanocastice, grafenoxid

Abstract

Nanoparticles based on silver, copper and selenium and oligopeptides based on Novicidin were
tested as potentially effective agents against the bacterium Xanthomonas hortorum pv. carotae,
causing bacterial blight of carrots. The tested strain of the bacterium was collection isolates
NCPPB 4410 and 2 natural isolates originating from the Czech Republic. Tests on Petri dishes
and microplates confirmed that tested oligopeptides and nanoparticles have an antagonistic
effect on this bacterium.

Keywords: NCPPB 4410; Novicidin; silver nanoparticles, copper nanoparticles, graphene
oxide

Uvod

Bakterie Xanthomonas hortorum pv. carotae (dale Xhc), je celosvétove rozsifenym patogenem
rostlin eledi Apiaceae. Skody zpiisobuje predeviim v porostech mrkve (Daucus carota L.),
hostitelskymi druhy jsou ale také dalsi rostliny jako petrzel, celer, libecek, koriandr, fenykl,
nebo pastindk. Bakterie zplisobuje nepravidelné skvrny na listech a stoncich, které mohou
prechazet az v nekrotické 1éze, nasleduje postupné odumirani listové ¢asti rostlin, ¢imz dochdzi
ke snizeni fotosynteticky aktivni plochy rostlin a ke snizeni vynosu. V piiznivych podminkach,
tedy pfi teploté v rozmezi 25 az 30 °C, pfi pretrvavajicim ovlhcenti listd, probihad velmi rychla
kolonizace rostliny, coz miize zptsobit i jeji kompletni odlisténi. Casto je viak vyskyt bakterie
asymptomaticky. Zasadnim problémem je pak schopnost bakterie proniknout do semen
napadenych rostlin, pokud jsou napadeny v dobé kvétu, a prenést se tak osivem do zcela novych
oblasti (Du Toit et al. 2014; Hakalova et al. 2020; Pfleger et al. 1974; Temple et al. 2013).

Pro ozdravovani osiva od pfitomnych patogeni existuje fada zptsobt. Z fyzikalnich metod se
da vyzdvihnout napiiklad osetieni horkou vodou (Hot Water Treatment) (Mandiriza et al. 2018;
Nega et al. 2003; Singh et al. 2019), oSetieni suchym teplem (Nishioka et al. 2016), oSetieni
ozonem (Pandiselvam et al. 2020), nebo osetfeni UV zafenim (Brown et al. 2001; Rifna et al.
2019). Uvedené ptistupy vSak mohou mit za nasledek i negativni dopad na kvalitativni
vlastnosti osiva. Nejéastéji uvadénym je snizend kli¢ivost a Zivotaschopnost osiva. Cast&ji
uzivané jsou metody chemické.
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V aktudlnich trendech vyzkumu figuruje fada materialt, slouZicich jako alternativy komerénim
pesticidiim pouzivanych v ochran€ rostlin. Mezi perspektivni materidly patii i materialy na bazi
nanocastic (Ma et al. 2017; Pecenka et al. 2021; Singh et al. 2018) a antimikrobidlnich peptida
(Dorosz et al. 2010; Nielsen and Otzen 2010; Soren et al. 2015). Vyzkumy ukazuji, ze tyto latky
maji antimikrobidlni ucinky a v fad¢ ptipadi je jejich ucinek zfejmy jiz pii vyrazné mensich
koncentracich, nez je koncentrace obdobné latky v komerénich ptipravcich. To je vlastnost
velmi dilezita z hlediska snizovani chemické zatéze v ochrané rostlin. Tento typ materialt viak
pfinasi dalsi synergicky efekt, kdy pfti jejich pouziti je velmi €asto pozorovan podplrny Gcinek
na vyvoj a rust péstovanych rostlin (Wohlmuth et al. 2022).

Material a metody

V experimentu pouzité nanoéastice a oligopeptidy byly nové syntetizovany ze strany Ustavu
chemie a biochemie, AF MENDELU v Brné. Jednalo se o 8 nanomaterialti a 6 oligopeptidu,
které¢ byly nasledné piedany na ZF MENDELU pro jejich testovani inhibi¢niho u¢inku vici
Xhe. Vybér probéhl na zdklad¢ vysledkt ptredchoziho testovani Uc€innosti nanomaterialii
obdobnych vlastnosti na pfibuzné bakterii Xanthomonas campestris pv. campestris, Skodici na
rostlinach celedi Brassicaceae. Okruh nanomaterialti byl soustiedén na nanomaterialy na bazi
stiibra [Ag], které jsou svymi antimikrobialnimi u¢inky dobie zndmé, na bazi médi [Cu], kterd
je zakladem celé¢ tady komercnich pesticidl, na bazi grafenoxidu, jehoz vyznamna
antimikrobialni aktivita byla také diive popsana a na bazi selenu [Se].

Tabulka 8 Pouzité typy nanocastic a oligopeptidiPtiklady charakterizace pouzitych
nanomaterialii prostfednictvim skenovaci elektronové mikroskopie zachycuje Obrazek 12.

Pouzité nanocastice Pouzité oligopeptidy
Ag_NPs_29 NVC A-A

Ag_NPs_30 NVC F-A

AgSe_NPs_8 NVC G

Cu_NPs_50 NVC G-I

Cu_NPs_53 NVC G-K

rGO_Cu_25 NVC Y-A

rGO_NaBH4

Se_NPs_40

Nanomaterialy (viz. Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.) byly dodany ve form¢ vodni s
uspenze. Tim byla zajisténa moznost okamzitého pouziti, ovSem s kratsi trvanlivosti, kdy pii
delsim skladovani byly vizualn€ patrné tendence k aglomeraci nanomaterialu.

Oligopeptidy (viz. Chyba! Nenalezen zdroj odkaziu.) na bazi Novicidinu byly dodany ve f
orm¢ prasku. Diky tomu nebyla vyznamné omezena doba skladovani. Pro pouziti bylo nutné
prasek vhodné natedit sterilni vodou. Nafedéné oligopeptidy byly pouzity stejnym zptisobem,
jako nanomaterialy (viz. kapitoly nize).
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Obrazek 12 Nanomaterlaly Ag NPs 29; AgSe NPs 8 a Cu NPs 53 — ukazka pfti Vlzuallza01
pomoci elektronového mikroskopu

Priiprava pouZitého kmene Xhc:

Kmen bakterie Xanthomonas hortorum pv. carotae NCPPB 4410 byl vybran jako referencni
z 3 testovanych, na zakladé predchoziho vyzkumu v laboratotich Mendelea — Ustavu genetiky,
ZF MENDELU. Soucasn¢ byly pro srovnani pouzity také 2 naturdlni kmeny, ziskané pfi
celorepublikovém sbéru vzorka pii mapovani vyskytu Xhe (Ragasova et al. 2021). Uchovavan
byl v kryoprezervovanych konzervach v chladicim zafizeni pfi -80 °C.

Bakterialni suspenze byla pomoci o¢kovaci klicky pfevedena na Petriho misku, s nanesenym
kultivaénim mediem Luria Agar (LA). Bakteridlni kolonie byly 2-3 dny kultivovany
V kultivaénim boxu pii teploté 28 °C, aby dosahly velikosti dostatecné pro odbér. Poté byly
oc¢kovaci klickou pievedeny do Erlenmayerovy banky s Luria Broth (LB) mediem a
kultivovany 24 hodin pti 28 °C na kultiva¢ni ttepacce. Bakteridlni suspenze byla kvantifikovana
pomoci pristroje SpectroStar Nano s upravou suspenze na 0,1 ODegoo (0,5 McF ~ 0,1 ODgoo ~
1x108 CFU/mI).

Testy antagonistického ucinku pouZitych materialit na Petriho miskdach

Zakladni testovani u¢innosti nanomaterialii bylo provedeno miskovym testem. Bylo pfipraveno
5 roztoku (viz. Tabulka 9) po 2 ml, které pfedstavuji variantu Pozitivni kontrola (PC), kde byla
pouzita Cista bakterialni suspenze, Akutni toxicita (AT), kde bylo k bakterialni suspenzi ptidano
stejné mnozstvi nefedéné suspenze obsahujici dany nanomateridl, a varianty 10x, 100x a
1000%, kde bylo k bakteridlni suspenzi pifidano mnozstvi suspenze obsahujici dany
nanomaterial, nafedéné dle vysSe uvedené dilu¢ni fady roztokem Phosphate-Buffered Saline
(PBS). Varianty s natedénou suspenzi nanomaterialu byly ihned dany na kultiva¢ni tfepacku a
podrobeny kultivaci po dobu 24 hodin. PC a AT byly rozetfeny na Petriho misky s mediem LA
ihned po smichéani (PCi; ATi) a po 30 minutach na kultivaéni tfepacce (PC30; AT30). Po
kultivaci po dobu 24 hodin byly rozetieny natedéné (10x; 100x; 1000%) i kontrolni varianty
(PC24; AT24). Rozettené kultury byly umistény do kultiva¢niho boxu, 48 hodin kultivovany
pii teploté 28 °C a poté fotografovany (viz vysledky). Vyznam této metody spocival v hrubém
stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).
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Tabulka 9 Clenéni variant p¥i miskovych testech

Zakladni PC AT 10x | 100% | 1000x
vzorek
Vniklé | oo | pego | pe2a | AT | AT30 | AT24 | 10x | 100% | 1000
varianty

Testy antagonistického ucinku pouZitych materialit na mikrodestickdach

Pro dalsi zptesnéni stanoveni antagonistického ti€inku testovanych materialt vii¢i bakterii Xhc
byly pouzity pfistupy méfeni minimalni inhibi¢ni (MIC) a minimalni baktericidni (MBC)
koncentrace. Ty byly provedeny spektrometricky desticCkovymi testy na pfistroji SpectroStar
Nano, podle diive publikovanych metod (Tajik et al. 2015). Stru¢né, bakterialni suspenze byla
nejdiive pfipravena stejnym zpiisobem, jako pro pfedchozi miskovy test. Nanocastice byly
nasledn¢ ziedény tekutym mediem na nejvyssi hodnotu, pfi které byla pii miskovém testu
pozorovana inhibice. Pouzitd ziedéni se tedy u jednotlivych nanocastic liSila a dosahovala
hodnot 0x; 10x nebo 100x (100x fedéno pouze jednou, a to u nanocastice AgSe NPs_8). Takto
pfipravené nanocastice byly pouzity jako standartni roztok pro test inhibi¢niho u¢inku proti
danému kmenu bakterie.

Upravena bakteridlni suspenze a pfipravend suspenze nanomaterialu byly nasledné ptevedeny
na mikrodesticku. Zde byly slozky pomoci multikandlové pipety rozmistény do jednotlivych
jamek a rozdéleny na pfislusné varianty. Pouzitym zplsobem bylo dosazeno polovi¢niho
ziedéni kazdé varianty, a to ve 3 fadach s kontrolami. Desti¢ka byla posléze zakryta vickem,
spektrometricky zméteno ODesoo vSech variant oproti ¢istému LB mediu a umisténa na
kultivacni tfepacku. Kultivace probihala pti 28 °C a 300 rpm po dobu 24 hodin. Poté bylo
provedeno opétovné spektrometrické méteni s porovnanim ptedeslého méteni pro stanoveni
MIC. Nasledné byla vSechna opakovani pievedena do mikrozkumavek a promichana na
ttepacce vortex. Dale byly vzorky ockovaci klickou pfevedeny na Petriho misky, které byly
umistény do kultivacniho boxu. Kultivace probihala po dobu 24 hodin. Na zaklad¢ uspésnosti
¢1 netispesnosti kultivace jednotlivych variant tak byla nasledné stanovena MBC.

Vysledky

Testy ukazaly, ze fada nanoc¢astic mé antimikrobidlni G¢inek nejen v zdkladni koncentraci, ale
i pfi n¢kolikanasobném ziedéni. Nejlepsich vysledkti bylo dosazeno u variant AgSe NPs_8,
AgNPs 29 a Cu NPs_ 53, kde nanokompozit na bazi stiibra a selenu dokéazal bakterii inhibovat
jesté pii dvousetnasobném ziedéni a eliminovat pii sedmdesatinasobném zfedéni (viz. Tabulka
10). Naopak nanomateriadly na bazi grafenoxidu a samotné selenové [Se] nanocastice se pfi
testech antimikrobidlni ucCinnosti pfilis neosvédéily (viz. Obrazek 13 a Tabulka 10).
U oligopeptidli bylo dosaZeno nejlepsi G€innosti pfi pouziti variant NVC F-A, NVC A-A a
NVC G. Nejucinnéjsi varianta NVC F-A dokazala bakterii inhibovat jesté pti koncentraci 0,25
mg/1 a eliminovat pii koncentraci 0,5 mg/l (viz. Tabulka 11).
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Tabulka 10 Nejnizsi uc¢inné koncentrace nanocastic

Nanocastice
MIC MBC

Xhc 26 Xhc 27 Xhc 4410 Xhc 26 Xhc 27 Xhc 4410
Ag NPs_29 | 2,5mg/I 2 mg/! 2,5 mg/! Ag_NPs_29 50 mg/I 5 mg/! 10 mg/!
Ag _NPs 30 | 10 mg/! 2,5 mg/l 2,5 mg/l Ag_NPs_30 50 mg/I - -
AgSe NPs_8 | 9,26 mg/l; | 21,8 mg/l; | 18,5 mg/l; | AgSe _NPs_8 41,2 mg/l; | 37 mg/l; | 52,9 mg/l;

1,87 mg/l | 4,4 mg/| 3,74 mg/| 8,31 mg/l | 7,48 mg/l | 10,68

mg/|
Cu_NPs_50 | - 136,2 - Cu_NPs_50 - - -
mg/!

Cu_NPs 53 | 198,7 198,7 198,7 Cu_NPs_53 397,4 397,4 397,4

mg/I| mg/| mg/| mg/| mg/| mg/|
rGO_Cu_25 | 196,4 196,4 196,4 rGO_Cu_25 846,8 846,8 846,8

mg/| mg/| mg/I| mg/I| mg/| mg/|
rGO_NaBH4 | - - - rGO_NaBH4 - - -
Se_NPs_40 - - - Se_NPs_40 - - -

(Pozn. Varianty bez uvedené koncentrace nemély pozorovatelny ucinek ani v zakladni
koncentraci)
Tabulka 11 Nejnizsi uc¢inné koncentrace oligopeptida

Oligopeptidy
MIC MBC
Xhc 26 Xhc 27 Xhc 4410 Xhc 26 Xhc 27 Xhc 4410
NVC A-A 0,5 mg/I 0,5 mg/I 0,5 mg/I NVC AA 1 mg/l 1 mg/l 2 mg/l
NVC F-A 0,25 mg/l  |0,25 mg/l  |0,25 mg/| NVC FA 0,5 mg/I 0,5 mg/I 0,5 mg/I
NVC G 0,25 mg/I 0,5 mg/I 0,25 mg/ NVC G 1 mg/l 1 mg/l 1 mg/l
NVC G-I 0,5 mg/I 1 mg/l 1 mg/l NVC G-I 2 mg/l 2 mg/l 2 mg/l
NVC G-K 1 mg/l 1 mg/l 2 mg/l NVC G-K 4 mg/l 2 mg/l -
NVC Y-A 1 mg/l 1 mg/l 1 mg/l NVC Y-A 2 mg/l 2 mg/l 2 mg/l
[zakladni koncentrace = 16 mg/l]

Obrazek 13 Miskové testy nanocastice rGO

Diskuze

Tato studie pfinasi nové poznatky o vlivu vybranych nanomateridlti a oligopeptidi na bazi
novicidinu na bakterii Xanthomonas hortorum pv. carotae. Existuje mnoho studii zaméfenych
na antimikrobialni aktivitu nanomaterial. Bylo ovéfeno, Ze nanocastice na bazi médi a stiibra
vykazuji vyssi antibakterialni G€innost ve srovnani s ostatnimi pouzitymi nanocasticemi, coz je
v souladu s jinymi literarnimi zdroji. Uginky stfibra popisuje napf. Shrivastava et al. (2007),
kteti uvadi az 60 % zpomaleni ristu bakterie Escherichia coli na LB médiu s pfidanymi
nanocasticemi stiibra. Zajimavé vysledky ucinnosti také popisuje Ma (2017) pii pouziti
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nanokomplext stiibra [Ag] a chitosanu. Tato kombinace dokéaze likvidovat biofilmy mnohem
ucinnéji nez samotné stfibrné nanocastice. Je zajimavé, Ze 1 v piedlozené studii vykazuje
nevyss$i u€¢inek nanokompozitni ¢astice. Konkrétné kombinace nanocéstic stfibra [Ag] a selenu
vykazovaly podstatné vyssi antimikrobialni aktivitu, nez samostatné nanocastice stiibra [Ag] a
selenu. Zde je nutno uvést, Ze nanocastice stiibra [Ag] mély u kazdé¢ varianty alespont minimalni
pozorovatelny antimikrobialni G¢inek, zatim co nanocastice selenu nevykazovaly sebemensi
ucinnost.

Oligopeptidy byly v testech spésné ve vSech variantich. Dorosz (2010) uvadi vysledky
testovani peptidil na bazi novicidinu v porovnani s peptidy na bazi melittinu a konvenéniho
antibiotika streptomycinu. Z vysledk je jasné patrné, Ze nizka MIC novicidinu potvrzuje jeho
vyznamné antibakterialni vlastnosti. Z variant pouZzitych v této studii nejlépe vySel NVC F-A.
Zajimavé srovnani nabizi hodnoty U€innych koncentraci pozorované u nanocastic a
oligopeptidi. Prestoze se jedna o chemicky vyrazné¢ odlisné entity, mohou byt z hlediska zatéze
zivotniho prostiedi niz§i dosahované¢ funkéni koncentrace u oligopeptidi namétem na
zamysSleni.

Zavér

Testy potvrdily, ze nanoc¢astice 1 opligopeptidy maji prokazatelné¢ antimikrobialni u¢inky. U
nanocastic 1 oligopeptidi byly pozorovany materialy, které se svou uc€innosti vyjimaly a jsou
proto potencidlné perspektivni pro testovani na rostlinach. Antimikrobialni Uc¢inky byly
potvrzeny in vitro. V naslednych experimentech bude jejich ucinnost ovéfovana také
v podminkach in planta.

Literatura

BROWN, J., T. LU, C. STEVENS, V. KHAN, et al. The effect of low dose ultraviolet light-C
seed treatment on induced resistance in cabbage to black rot (Xanthomonas campestris pv.
campestris). Crop Protection, 2001, 20(10), 873-883.

DOROSZ, J., Y. GOFMAN, S. KOLUSHEVA, D. OTZEN, et al. Membrane interactions of
novicidin, a novel antimicrobial peptide: phosphatidylglycerol promotes bilayer insertion.
The Journal of Physical Chemistry B, 2010, 114(34), 11053-11060.

DU TOIT, L., M. DERIE, C. CHRISTIANSON, L. HOAGLAND, et al. First report of bacterial
blight of carrot in Indiana caused by Xanthomonas hortorum pv. carotae. Plant disease,
2014, 98(5), 685-685.

Sada primerd pro specifickou detekci bakterie Xanthomonas hortorum pv. carotae.
HAKALOVA, E., L. RAGASOVA, J. CECHOVA, J. WOHLMUTH, et al.

MA, Z., A. GARRIDO-MAESTU AND K. C. JEONG Application, mode of action, and in vivo
activity of chitosan and its micro-and nanoparticles as antimicrobial agents: A review.
Carbohydrate polymers, 2017, 176, 257-265.

MANDIRIZA, G., Q. KRITZINGER AND T. AVELING The evaluation of plant extracts,
biocontrol agents and hot water as seed treatments to control black rot of rape in South
Africa. Crop Protection, 2018, 114, 129-136.

NEGA, E., R. ULRICH, S. WERNER AND M. JAHN Hot water treatment of vegetable seed—
an alternative seed treatment method to control seed-borne pathogens in organic
farming/HeiBwasserbehandlung von Gemiisesaatgut—eine alternative
Saatgutbehandlungsmethode zur Bekdmpfung samenbiirtiger Pathogene im 6kologischen
Landbau. Zeitschrift fiir Pflanzenkrankheiten und Pflanzenschutz/Journal of Plant Diseases
and Protection, 2003, 220-234.

214



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

NIELSEN, S. B. AND D. E. OTZEN Impact of the antimicrobial peptide Novicidin on
membrane structure and integrity. Journal of colloid and interface science, 2010, 345(2),
248-256.

NISHIOKA, T., Y. TAKAI, T. MISHIMA, M. KAWARADANI, et al. Low-pressure plasma
application for the inactivation of the seed-borne pathogen Xanthomonas campestris.
Biocontrol Science, 2016, 21(1), 37-43.

PANDISELVAM, R., V. MAYOOKHA, A. KOTHAKOTA, L. SHARMILA, et al. Impact of
ozone treatment on seed germination—a systematic review. Ozone: Science & Engineering,
2020, 42(4), 331-346.

PECENKA, J., Z. BYTESNIKOVA, T. KISS, E. PENAZOVA, et al. Silver nanoparticles
eliminate Xanthomonas campestris pv. campestris in cabbage seeds more efficiently than
hot water treatment. Materials Today Communications, 2021, 27.

PFLEGER, F., G. HARMAN AND G. MARX Bacterial blight of carrots: Interaction of
temperature, light, and inoculation procedures on disease development of various carrot
cultivars. Phytopathology, 1974, 64(5), 746-749.

RAGASOVA, L., E. HAKALOVA, G. KLAPCOVA, S. BUCHTOVA, et al. Vyskyt
bakterialni spaly mrkve v Ceské republice. Zahradnictvi, 12.01.2021 2021, 20(1), 17-19.
RIFNA, E., K. R. RAMANAN AND R. MAHENDRAN Emerging technology applications for
improving seed germination. Trends in Food Science & Technology, 2019, 86, 95-108.
SHRIVASTAVA, S., T. BERA, A. ROY, G. SINGH, et al. Characterization of enhanced

antibacterial effects of novel silver nanoparticles. Nanotechnology, 2007, 18(22), 225103.

SINGH, A., N. A. SINGH, S. AFZAL, T. SINGH, et al. Zinc oxide nanoparticles: a review of
their biological synthesis, antimicrobial activity, uptake, translocation and biotransformation
in plants. Journal of materials science, 2018, 53(1), 185-201.

SINGH, S., N. K. BHARAT, H. SINGH, S. KUMAR, et al. Effect of hot water treatment of
seeds on seed quality parameters and seedling growth parameters in bell pepper (Capsicum
annuum). Indian Journal of Agricultural Sciences, 2019, 89(1), 133-137.

SOREN, O., K. S. BRINCH, D. PATEL, Y. LIU, et al. Antimicrobial peptide novicidin
synergizes with rifampin, ceftriaxone, and ceftazidime against antibiotic-resistant
Enterobacteriaceae in vitro. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2015, 59(10), 6233-
6240.

TAJIK, H., M. AMINZARE, T. MOUNESI RAAD, M. HASHEMI, et al. Effect of Z ataria
multiflora Boiss Essential Oil and Grape Seed Extract on the Shelf Life of Raw Buffalo Patty
and Fate of Inoculated L isteria monocytogenes. Journal of Food Processing and
Preservation, 2015, 39(6), 3005-3013.

TEMPLE, T.N.,L.J. DU TOIT, M. L. DERIE AND K. B. JOHNSON Quantitative molecular
detection of Xanthomonas hortorum pv. carotae in carrot seed before and after hot-water
treatment. Plant disease, 2013, 97(12), 1585-1592.

WOHLMUTH, J., D. TEKIELSKA, J. CECHOVA AND M. BARANEK Interaction of the
Nanoparticles and Plants in Selective Growth Stages—Usual Effects and Resulting Impact
on Usage Perspectives. Plants, 2022, 11(18), 2405.

215



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

Podékovani

Tento ¢lanek vznikl na zakladé podpory projektu 1GA-ZF/2022-S11-006 (financovaného
Mendelovou univerzitou v Brn¢) a projektu QK22010031 ,,VyuZiti inovac¢niho potencialu
nanotechnologii ke zvySeni rentability vybranych oblasti zemedelske vyroby* (NAZV, MZe
CR)

Kontaktni adresa:

Ing. Jan Wohimuth

Mendelova univerzita v Brné

Zahradnicka fakulta

Valticka 337, 69144 Lednice

+420728550429, jan.wohlmuth.mendelu@mail.com

216



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

4

Inhibi¢ni uc¢inek anetholu, vyznamné slozky silice fenyklu a anyzu, na
Phytophthora infestans

Inhibition effect of anethole, significant component of fennel and anise essential
oil, on Phytophthora infestans

Zabka M.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-Ruzyné

Abstrakt

V této praci byla testovana ptirodni latka anethol, kterd je vyznamnou kompozi¢ni slozkou silic
rostlinnych vonnych druhti a to pfedevSim anyzu a fenyklu. Tato latka prokézala
vysoky inhibi¢ni efekt na vyznamného patogena ze skupiny oomycét Phytophthora infestans.
Pomoci In vitro kontrolovanych experiment byly testovany efektivni koncentrace a dose-
response kiivky patogena v zavislosti na koncentraci anetholu. Inhibi¢ni efekt byl porovnan
s inhibi¢nim efektem syntetického fungicidu tebukonazolu a pifirodniho fungicidu natamycinu
pouzitymi jako referen¢ni standardy. V praci byl potvrzen vysoky inhibi¢ni efekt anetholu a to
dokonce i1 vyznamné vyssi nez u obou referencnich latek. Anethol reprezentuje piirodni latky,
které jsou, diky své nezdvadnosti i U¢innosti potencidlnimi kandidaty pro rozsifeni
alternativnich preparati na ochranu rostlin.

Klic¢ova slova: Anethol, Aromatické rostliny, Antifungalni aktivita, Oomycetes, Phytophthora
infestans.

Abstract

In this work, the natural substance anethole was tested, which is an important compositional
component of the essential oils of aromatic plant species, especially anise and fennel. This
substance demonstrated a high inhibitory effect on an important pathogen from the group of
oomycetes Phytophthora infestans. Using in vitro controlled experiments, the effective
concentration and dose-response curves of the pathogen depending on the anethole
concentration were tested. The inhibitory effect was compared with that of the synthetic
fungicide tebuconazole and the natural fungicide natamycin, used as reference standards. The
study confirmed the high inhibitory effect of anethole, even significantly higher than that of
both reference substances. Anethole represents natural substances that, thanks to their
harmlessness and effectiveness, are potential candidates for the expansion of alternative
preparations for plant protection.

Keywords: Anethole, Aromatic plants, Antifungal actvity, Oomycetes, Phytophthora infestans.

Uvod

Pouzivani chemickych syntetickych fungicidnich latek v 1¢katstvi, kosmetice a jinych oblastech
se jiz davno stalo nedilnou sou¢asti moderniho vyspélého svéta. Nicméné, v zddné z uvedenych
oblasti nerezonuje problém pouZzivani fungicidl tak vyrazng, jako v oblasti zemédélstvi, které
¢im dal castéji narazi na opravnéné ¢i piehnané environmentélni bariery. Nadéjnou cestou je
vyzkum antifungélnich vlastnosti mnohych pfirodnich latek, které mohou zastoupit ¢i snizit
spotfebu syntetickych pesticidli obecné. V soucasnosti podléhd pouzivani klasickych pesticid
¢im dal vétSim restrikcim z divodu vzrlstajicich tendenci v ochrané zivotniho prostiedi
(Brauer et al., 2019). Nadéjnou cestou je vyzkum antifungélnich vlastnosti mnohych piirodnich
latek, které mohou zastoupit ¢i snizit spotiebu syntetickych pesticidi obecné (Zabka and
Pavela, 2018; Zabka et al., 2020) Tato studie popisuje velmi vyznamnou efektivitu anetholu,
ktery je vyznamnou piirodni latkou obsazenou ve vonnych silicich ptedevsim anyzu (Pimpinela
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anisum) a fenyklu (Foenicullum vulgare) proti velmi nebezpe¢nému, destruktivnimu
rostlinnému patogenu Phytophthora infestans, zptisobujici zavazné symptomy potato late blight
pfedevsim na bramborach a rajcatech. Vyznam tohoto patogena je historicky potvrzen napiiklad
hladomorem v Irsku v letech 1845-1847 (Judelson, 1997).

Material a metody

Izolace a udrZovani kultury P. infestans

Testovany izolat P. infestans (Pi-2106MZ) byl izolovan v roce 2021 pod mikroskopem
z infikovaného listu bramboru. Po pfecisténi (pomoci kultivace na ATB/Chloramphenicol) je
kultura udrzovéna v pracovni laboratorni sbirce v nativnim stavu v termostatu pfti teploté 18°C
a pravidelné pasdzovéna na Zitném agaru (Rye A agar).

Testovani inhibi¢niho efektu anetholu proti vybranému patogenu

Inhibi¢ni vlastnosti testovanych latek na myceliarni rist P.infestans byly testovany pomoci
dilu¢ni metody. Vybrané latky s antifungalnim potencidlem byly potfizeny od firmy Sigma-
Aldrich, v p.a. stupni chemické Cistoty (Tab. 1). Stanovené mnozstvi latek bylo rozpusténo
VvV malém mnoZstvi rozpoustédla (sterilni destilovand voda) a dikladné rozmichdno v RAA
médiu pii teploté¢ pod 60°C v piesné dané koncentracni fadé. Ta byla zvolena na zakladé
predchozich testd nasledovné: 0,1; 0,25; 0,5; 1; 1,5 a 2 mg.ml-1 tak, aby maximalné pokryvala
predpokladdané rozpéti ,,dose-response* kiivek u u jednotlivych latek a testovaného patogenniho
organismu P. infestans. Kontrolni sada byla pfipravena piidanim ekvivalentniho mnoZstvi
stejného rozpoustédla, tedy sterilni destilované vody. Jako pozitivni referencni kontrola byla
piipravena sada s Cetn¢ pouzivanou syntetickou fungicidni latkou tebukonazol a ptirodni
antifungélni latkou natamycin, které byly pfipraveny ve stejné koncentracni fad¢€. Pfipravené
Petriho misky (9 cm) byly sterilné naockovany pomoci myceliarnich disku (0,4 cm) odebranych
z okraje ¢trnactidennich povrchovych kultur P.infestans. Kultivace probihala po dobu 10 dni,
pii teploté 21°C. Svételny rezim byl nastaven za pouziti black light (20 hod tma / 4 hod black
light). Nasledné srovnani priméru kolonii v porovnani s kontrolnimi sety bylo pifevedeno na
procentudlni vyjadieni inhibi¢niho potencialu jednotlivych latek.

Tab. 1: Vybrané latky pouzité pro testovani antifungalnich vlastnosti

Latka IUPAC nazev *popis Strukturalni vzorec
x CH
AneLhciI (trans- 1-Methoxy-4-[(1E)-prop-1-en-1- e /@A/ 3
anethol) yl]benzene "o
* Amphotericka macrolidova ohﬁ/avz\‘i’,n\.r-«ffi\]\..on
Natamycin antifungadlni latka z bakterie | T _ f’i\:‘;;H e
Streptomyces natalensis O Lotz
(RS)- 1-(4-Chlorophenyl)- 4,4-| . .
Tebukonazol dimethyl-3-(1H, 1,2,4-triazol-1- \éi\/@
ylmethyl)pentan- 3-ol <=
Vysledky a diskuse

Vysledky potvrzuji inhibi¢ni u¢inky na rist P.infestans u vSech testovanych latek (Graf 1.).
Anethol vSak prokazal velmi vysokou ucinnost na rust P.infestans. Anethol dosahl nejvyssi

v

urovni 0,1 mg/ml. Tato vysoké inhibice byla u anetholu ptfekvapiva piedev§im v porovnani
s ucinnosti syntetického fungicidu tebukonazolu. Stejné tak prokazoval anethol vyznamné vyssi
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uc¢innost proti radialnimu rustu kolonii P. infestans ve vyssich koncentracich (nad 1,5 mg/ml).
Inhibi¢ni efekt nad touto koncentraci dosahoval vyznamné pies 99 % zatim co u tebukonazolu
bylo dosaZzeno Uc¢innosti v rozmezi 80-90 %. Piekvapivé nizkd Uc¢innost byla prokézana u
natamycinu, ktery nedosahl hranice efektivni G¢innosti (nad 50 %) ani v nejvyssich bodech
koncentracni fady. Natamycin byl v naSich pfedchozich vyzkumech velmi efektivni latkou u
mnoha jinych patogenti a to i pifi daleko nizSich koncentracich. Predpokladame, ze
mechanismus G¢inku natamycinu vice zasahuje do vyvoje skupiny tzv. pravych hub, ale diky
morfologickym i fyziologickym odlisnostem skupiny Oomycet neni proti P.infestans efektivni
(Zabka 2018, He et al., 2019, Davidson 2020). Pribéh dose-response kfivky u natamycinu
zjevn€ ani v jednom bod¢ nedosahuje uCinnosti anetholu ani referen¢niho tebukonazolu.
Anethol je vzhledem k inhibi¢nimu efektu na P. infestans slibna piirodni latka, bez skodlivych
environmentalnich vlivili. Jedna se o aromatickou slouc¢eninu ze skupiny fenylpropanoidi, ktera
je pritomna ve vétSim ¢i menSim mnozstvi ve velmi oblibenych a hojné¢ pouzivanych
aromatickych rostlinnych druzich jako je fenykl, anyz, badyanu (Ponte et al., 2012, Sharafan et
al.,2020). Vysoka efektivita anetholu v ptipadé P. infestans je zptisobena nejspiSe vice
mechanismy, které ale nejsou zcela ucelené popsany. Pravdépodobné zasahuji na tUrovni
blokace tvorby nékterych enzymi. Bylo dale zjisténo, Ze efektivita anetholu neni spojena
S poskozenim membranovych struktur (Fujita et al., 2004). Nicmén¢, byla popsana mozZnost
mechanismu uc¢inku narusenim metabolismu pii stavbé bunécné stény, a to predevsim pii tvorbe
dualezité chitinové slozky bunécné stény (Yutani et al., 2021). Oba zpilisoby uc¢inku se nevylucuji
a z praktického hlediska se vhodné dopliuji.

Graf 1. Reakce patogena Vv prubéhu koncentra¢ni fady v podobé¢ dose-response kiivek

Graf 1. Dose-responses kfivky P. infestans pro jednotlivé ucinné latky
100,00

90,00
80,00
70,00

60,00

50,00

40,00

% Inhibice radialniho rlistu

30,00 / -
20,00
10,00
0,00
0,1 mg/ml 0,25 mg/ml 0,5 mg/ml 1 mg/ml 1,5 mg /ml 2 mg/ml
—s—Tebuconazole 25,16 49,00 65,15 75,74 81,04 92,00
—m-Anethol 29,21 62,25 82,00 94,76 97,15 99,50
Natamycin 12,92 21,15 29,21 33,95 35,25 37,20

Zavér

V této praci jsme v kontrolovanych primarnich in vitro experimentech potvrdili védecky i
prakticky zajimavé vyznamné ucinky anetholu, pfirodni latky obsaZené ve vonnych
silicich mnoha uzivanych rostlinnych druht. Bylo zjiSténo, Ze anethol jiZz ve velmi nizkych
koncetracich se jevi jako vysoce u¢inny inhibitor riistu zavazného patogena ze skupiny oomycét
P. infestans. Oproti referenénimu standardu, syntetickému a velmi u¢innému fungicidu
tebukonazolu, vykazal zdravotn€ nazavadny a zcela ptirodni anethol vyznamné vyssi ii€innost.
Jedna se o latku s prokézanou velmi nizkou zdravotni zavadnosti pro ¢lovéka. Stejné tak je tato
vonna ptirodni latka v zivotnim prostfedi rychle degradovatelna. V nasi dalsi praci se této latce
budeme déle vénovat s cilem poskytnout nové poznatky a moznosti v oblasti ochrany rostlin

219



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

pfedev§im tam, kde neni moZnost pouZit konvenéni syntetické fungicidy, nebo s cilem
snizovani jejich spotfeby v ochran¢ proti P. infestans.
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Vliv oSetfeni osiva Fepky olejné nanocasticemi na parametry souvisejici
s jejich kli¢enim
Effect of rape seed treatment with nanoparticles on parameters related
to their germination

Baranek M., Hakalova E., Pefenka J., Tekielska D., Eichmeier A., Richtera L.,
ByteSnikova Z., Cechova J.

Mendelova univerzita v Brné

Abstrakt

Nanotechnologiim se od jejich objevu dostalo obrovské pozornosti. Soucasné studie ukazuji
vysoky aplikacni potencial nanocastic také pro oSetfeni rostlin, kde jsou dobie vyuzitelné
nékteré jejich obecné vlastnosti. Mezi né€ patii naptiklad potieba jejich niZsi koncentrace pro
dosazeni odpovidajiciho ucinku, postupné uvoliiovani zivin v pfipadé jejich nanoforem nebo
jejich antimikrobialni U¢inek. V poslednim obdobi se objevuji studie referujici o tom, Ze
pozitivni efekt mlze piinaSet také oSetfeni semen nanocasticemi, kdy tento fenomén nese
oznaceni nanopriming. V pfedlozeném pfispévku jsou predstaveny nejcastéjsi ucinky
nanoprimingu vyplyvajici z literarni reserSe, a to spolu s moznymi hypotézami vysvétlujicimi
tyto pozorované jevy. Na praktickém piikladu je pak prezentovan vliv oSetfeni osiv fepky
riznymi nanocasticemi na bazi médi na ristové parametry sazenic.

Klic¢ova slova: nanopriming, méd’naté nanoc¢astice, sazenice, ristové parametry

Abstract

Nanotechnology has received enormous attention since its discovery. Current studies show a
high application potential of nanoparticles also for the treatment of plants, where some of their
general properties can be well utilized. These include, for example, adequate effect is
achievable by using significantly lower concentrations, the gradual release of nutrients in the
case of their nanoforms, or their antimicrobial effect. Recently, there is an increasing number
of studies reporting that seed treatment with nanoparticles can also have a positive effect, when
this phenomenon is called nanopriming. In the presented contribution, the most common effects
of nanopriming resulting from the literature search are presented, along with possible
hypotheses explaining these observed phenomena. Using a practical example, the effect of
treating rape seeds with various copper-based nanoparticles on seedling growth parameters is
presented.

Keywords: nanopriming, copper-based nanoparticles, plantlets, growth paramaters

Uvod

Nanocastice jsou obecné Castice, které maji jeden nebo vice rozmér v rozmezi 1-100 nm.
Mohou se skladat z mnoha prvki a jejich sloucenin, které jsou tvofeny zejména uhlikem, kovy,
oxidy kovt a riznymi organickymi latkami (Elmer and White, 2018; Fernando et al., 2018;
Hasan, 2015; Wang et al., 2017; Zitka et al., 2013). Tvar nanoc¢astic mtize byt plochy, kulovity,
véalcovy, duté jadro, konicky, spirdlovy, nepravidelny aj. a jejich povrch miZe byt rovnomérny
nebo nepravidelny s rtiznymi variacemi (Machado et al., 2015). Vzhledem k jejich velkému
poméru plochy povrchu k objemu se vyznacuji zna¢nou reaktivitou, diky cemuz jsou vyuzitelné
v mnoha oblastech pramyslu (Jurkow et al., 2020; Kolencik et al., 2020; Yu et al., 2017).
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Soucasné studie ukazuji, Ze nanocastice maji vysoky aplikacni potencial i v zemé&délstvi.
Jednim z mozZnych ucelll je pouziti nano¢astic (NPs) jako nanohnojiv za Ucelem zvySeni
produkce plodin. Dal§i vyznamnou skupinu tvofi nanoclastice, které se pouZzivaji jako
nanopesticidy (Duhan et al., 2017; Hong et al., 2021), kde se vyuziva silného antimikrobialniho
ucinku mnoha typd nanocastic. Relativné novym odvétvim aplikace nanocastic v zemédélstvi
je jejich pouziti pfi oSetfovani osiva. OSetfeni semen za ucelem vyuziti jejich zlepSenych
uzitnych vlastnosti se obecné nazyva priming, v pfipad€é pouziti nanocastic hovoiime o tzv.
nanoprimingu. Jedna se o velmi perspektivni metodu pro ovlivnéni zakladnich vlastnosti rostlin
jesté pred zacatkem jejich vyvoje (Do Espirito Santo Pereira et al., 2021; Marthandan et al.,
2020). Podle tcelu pouziti Ize nanopriming rozdélit na aplikace za ucelem zlepSeni zdravotniho
stavu osiva z hlediska zabranéni jeho kontaminace nezddoucimi mikroorganismy, za uc¢elem
zvyseni tolerance vici abiotickym stresovym faktortim a pro zlepSeni produkénich vlastnosti
rostlin, které jsou vypéstované z takto oSetfenych semen.

V literatute Casto zastoupenou oblasti jsou aplikace nanocastic za ucelem zlepSeni rastovych
vlastnosti rostlin. ZvySeni rychlosti kliceni ma velky vyznam zejména u rostlin, které z riznych
davodt vykazuji pfirozené sniZzenou rychlost kliceni. Typickym piikladem jsou triploidni
odrudy vodnich melount (Citrullus lanatus (Thunb.)), které jsou cenné zejména svymi
bezsemennymi plody. Mechanismy UCinkli nanocastic stiibra [Ag] v kombinaci s ucinky
nanoemulzi kurkumového oleje (TNE) byly studovany po jejich aplikaci na semena diploidnich
a triploidnich kultivara. Aplikace nanocastic ptispéla ke zvySeni rychlosti kliceni, metabolické
aktivity, zvyseni produkce biomasy a tim i k vy$simu vynosu (Acharya et al., 2020).
Nanocastice sttibra [Ag] maji mnohokrat prokdzany antimikrobiédlni ucinek, po jejich aplikaci
byl ale pozorovan i efekt zvySené vitality semen. Jako piiklad lze uvést vysledky studie o
kratkém vystaveni zestarlych semen ryze (Oryza sativa L.) nanoc¢asticim stiibra, které vznikly
zelenou syntézou a jejich naslednym suSenim. Toto opatieni zpiisobilo zvyseni aktivity enzymu
a v dusledku toho se zvysila i rychlost kliceni a nasledného vyvoje semenackt (Mahakham et
al., 2017). Priznivy u¢inek nanocastic stiibra [Ag] byl také pozorovan pfi aplikaci na zestarla
semena semena fazolu (Vicia faba L.). Uginkem tdchto nanodastic doslo ke sniZeni
genotoxickych Géinkt, které jsou spojeny se starnutim semen (Younis et al., 2019).

Pro oSetfeni semen fazoli mungo (Vigna radiata L.) byly pouzity nanocastice oxidu
hofecnatého [MgO], kde se zvysila jejich klic¢ivost a podpofilo se prodluzovani sazenic (Vijai
Anand et al., 2020). Semena mungo fazoli byla pouzita také Sarkarem et al. (2021) pro jejich
oSetfeni nanocasticemi oxidu médnatého [CuO], které byly potazeny 3-Aminopropyl
tricthoxysilanem, ktery byl syntetizovan pomoci extraktu z koriandru (Coriandrum sativum L..).
Autofti pozorovali podobny pozitivni G¢inek na kli¢eni a zvySeny piijem vody, jako tomu bylo
v piipadé MgO NPs. Nanopriming manganatymi nanocasticemi byl také zkouman z hlediska
mozného U¢inku na pfijem dusiku a metabolismus semen fazoli mungo (Vigna radiata L.)
(Pradhan et al., 2014). Aplikace nanocastic platiny [Pt] stabilizovanych polyvinylpyrrolidonem
na semena hrachu (Pisum sativum L.) vedla k inhibici rhizobialni kolonizace a arbuskularnich
mykorhiznich hub. I pfes tento negativni efekt vyprodukovaly oSetfené rostliny vice semen za
kratsi dobu nez kontrolni rostliny, nicméné semena méla niz§i hmotnost (Rahman et al., 2020).
Vyzkum vlivu nano€astic sulfidu kovil, konkrétné sulfidu stéibrného [Ag»S] a sulfidu
zine¢natého [ZnS], na semena s6ji (Glycine max L.) a pSenice (Triticum aestivum L.) prokazal
pozitivni vliv na rychlost kli¢eni semen a parametry rustu (Afsheen et al., 2020). Dalsi vysledky
potvrdily, Ze nanopriming semen kukufice (Zea mays L.) nanocasticemi chitosanu se
zapouzdfenym zinkem [Zn] mé pozitivni vliv na kli¢eni semen. Soucasné byl kompenzovéan
nedostatek zinku [Zn] v rostlindch a byl pozorovan antimikrobidlni uc¢inek proti patogenni
houbé Curvularia lunata (Choudhary et al., 2019). Aby se zvysila kli¢ivost semen ryze (Oryza
sativa L.) a vitalita sazenic, Afzal et al. (2021) pouzili dvé formy Zeleznych ¢astic: oxid zelezity
[FeO], ktery byl fytochemicky stabilizovan extraktem z kvétti Cassia occidentalis L., a siran
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v

zelezity [FeSO4]. Nanocastice FeO ve vysledcich vykazovaly pfiznivéjsi vliv na rist rostlin ve
srovnani s FeSOa. V jiné studii bylo popsano nanoprimovani semen pSenice (Triticum aestivum
L.) nanoc¢asticemi oxidu Zeleza [Fe2Oz] pro zvySeni klicivosti semen. Je zajimavé, Ze oSetieni
semen zpusobilo zvyseni biofortifikace zelezem [Fe] a akumulaci v produkovanych semenech
(Sundariaetal., 2018). Dalsi nano¢astice na bazi Fe byla pouZita jako stabilizator na kiemicitém
substratu a aplikovana do ptidy. Nasledné byla do tohoto substratu vyseta semena kukuftice (Zea
mays L.) a je¢mene (Hordeum vulgare L.). Bylo pozorovano zkraceni doby kli¢eni, zvySeni
rychlosti ristu a vysSsi tvorba biomasy (Najafi Disfani et al., 2016). Ne vzdy vSak byl po
oSetfeni nanoc¢asticemi pozorovan jasny pozitivni efekt. Napiiklad nanopriming, ktery byl
proveden na semenech pSenice (Triticum aestivum L.) s pouzitim nano¢astic oxidu zine¢natého
[ZnO] potvrdil, Ze ma sice ptiznivy vliv na kli¢eni semen, ale negativné ovlivnil nasledny vyvoj
rostlin (Awasthi et al., 2017). Podobné pozorovani ucinili v dalsi studii Xiang et al. (2015), kde
Ctyfi typy nanocastic na bazi Zn nemély negativni vliv na rychlost kli¢eni, byl vS§ak zaznamenan
inhibi¢ni G¢inek na prodluzovani kofeni a vyhonk rostlin ¢inského zeli (Brassica pekinensis
L.).

V ptedlozeném clanku jsou predstaveny vysledky testovani u¢inku riznych modifikaci
nanocastic na bazi medi na vlastnosti semenacu tii odrid fepky olejné.

Material a metody

Rostlinny materiél

Nanopriming byl proveden na odridach brukve fepky (Brassica napus L.) Ocelot, Sonyx a
Orex. Navazky osiva byly nejprve povrchové desinfikovany s pouzitim 1% roztoku chlornanu
sodného, ve kterém bylo méa¢eno po dobu 2 minut. Poté bylo osivo 3x oplachnuto ekvivalentnim
objemem sterilni vody z fadu. Desinfikované osivo bylo v tenké vrstvé umisténo na filtracni
papir, kde doslo za neustalého proudéni vzduchu k oschnuti pti pokojové teploté po 24 hodin.

Nanopriming

K nanoprimingu byly pouzity nanocastice na bazi médi pouzivajici rizné nosice a piidavné
materialy. Vechny tyto nano&astice byly syntetizovany na Ustavu chemie a biochemie, AF
MENDELU, kde také prosly kontrolou prostfednictvim skenovaci elektronové mikroskopie
Z hlediska jejich charakteru a distribuce velikosti. Konkrétné se jedna o nanocastice
s pracovnim ona¢enim GO_Cul (GO = grafenoxid), rGO_Cu2 (rGO =redukovany grafenoxid),
Biochar_Cul a Cu_NPs_57 (viz Obr. 1). Postup nanoprimingu spoc¢ival v maceni jednotlivych
navazek osiva v roztocich jednotlivych NPs po dobu 2,5 hodin, za stalého michani pii 22°C.
Objemovy pomér osiva k primovacimu roztoku ¢inil vzdy 1:4. Koncentrace vSech pouzitych
NPs byly fedénim v demineralizované vod¢ sjednoceny na 50 mg Cu/l. Jako kontrolni varianta
byla pouzita sterilni voda z fadu, rovnéz byla zahrnuta sucha varianta pfedstavujici navazku
desinfikovaného osiva bez jakékoli dalsi upravy. Po uplynuti ¢asu pro priming bylo osivo
zbaveno prebytecného roztoku NPs na filtraénim papife, poté bylo ihned umisténo na vlhky
nakli¢ovaci papir. Osivo na papife bylo umisténo do nakli¢ovacich boxt a inkubovéno pti 22°C
a 8hodinové svételné periodé. Kazda varianta byla vyhotovena ve tfech opakovanich, pticemz
jedno opakovani tvotilo vzdy 50 kusti semen. U osiva byl hodnocen parametr kli¢ivosti, vaha
semendacku a susina, déle byla individualné u kazdé kli¢ni rostliny posuzovana délka stonku a
délka kotfene. Nevyklicené osivo bylo hodnoceno dle metodiky zkouSeni osiva a sadby
vychéazejicim ze standardu ISTA. Data z méfeni byla zpracovdna s vyuzitim programu
STATISTICA.
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Obrazek 1. Nanocéastice Cu_NPs_57 zobrazené pomoci skenovaciho -elektronového
mikroskopu

SEM HV: 5.0 KV WD: 2.99 mm |
View field: 1.04ym  Det: In-Beam SE | 200 nm
SEM MAG: 200 kx  Date(m/dly): 02116122

Vysledky

Jak je uvedeno vyse, mezi hodnocenymi parametry byla 1 kli¢ivost. U vSech tii odrad obvykle
dosahovala kli¢ivost zaznamenand u neoSetfenych variant hodnoty nad 95 % a teoreticky
prostor na zlepsSeni tohoto parametru nanoprimingem u byl proto nizky. To se také potvrdilo,
analyzy neprokézaly u zadné z variant statisticky prikazné zvySeni kliivosti univerzalné u
vSech tii odriid (data nejsou prezentovana). Také u dalSich parametrii nebyly pozorovany
statisticky prukazné rozdily, pokud byly parametry hodnoceny smésné pro vSechny tii odridy
(data nejsou prezentovana). Rozdily lze ale zaznamenat pfi posouzeni oSetieni na urovni
jednotlivych odrid. Jednim z takovychto parametrtu je kli¢ivost u odridy Sonyx, kde bylo
oproti mokré kontrole, tzn. bez oSetieni nanocasticemi, zaznamenano u n¢kterych variant
oSetfeni zlepSeni tohoto parametru (viz Obr. 2).

Obrazek 2. Vysledky srovnani klic¢ivosti u kontrolnich a nanocasticemi oSetfenych variant
odriidy SonyX

Odrida Sonyx
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Dalsimi ptikladem je vlastnost délky kotene (viz Obr. 3), kde bylo dosazeno statisticky
prukazné prodlouzeni délky koiene oproti mokré kontrole u vSech oSetienych variant odridy
Sonyx. Podobny efekt tzn. statisticky prukazné delsi kofeny oproti mokré kontrole byly
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pozorovany také u odriidy Orex, pficemzZ nejsilngji tento efekt vyvolavaly varianty oSetfené
nanocasticemi rGO_Cu2 a GO _Cul.

Obrazek 3. Vysledky srovnani délky kofene u kontrolnich a nano¢asticemi oSetfenych variant
tii odrud fepky
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Poslednim parametrem, u kterého byly na urovni odrid zaznamenany statisticky prikazné
rozdily je délka stonku (viz Obr. 4). Zde doslo k prikaznému navysSeni oproti suché kontrole u
odridy Orex u vSech dalSich variant. V ptipad¢ odridy Ocelot pak doslo k prikaznému
prodlouzeni stonku oproti obéma kontroldm u variant oSetienych nanocasticemi rGO Cu2,
GO_Cula Cu_NPs_57, kde byl prodluzovaci efekt na stonek nejvyssi.

Obrazek 4. Vysledky srovnani délky stonku u kontrolnich a nano¢éasticemi oSetfenych variant
tf odrtd fepky
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Diskuze

Ze ziskanych vysledku je zfejmé, Ze oSetfeni osiva fepky nanocasticemi na bazi médi muze
statisticky vyznamné ovliviiovat vzrist kofenové ¢asti rostliny a délku stonku. DosaZeny efekt
se vSak rizni mezi pouzitymi odridami a neni tedy bohuzel univerzalni. Pokud budeme
povazovat za pozitivni efekt zvySenou délku kotene, jevi se jako perspektivni pro dalsi testovani
nanocastice GO _Cul. V pfipadé prodlouzeni délky stonku se pak jako perspektivni jevi
napt. Shah a Belozereva (2008) u salatu, Van Nguyen et al. (2021) uvadi narlst obsahu
chlorofylu, karotenoidll a zvySenou aktivitu antioxidacnich enzymu. Dalsi publikace pfi pouziti
nanocastic na bazi médi uvadi zlepSeni kliceni u pSenice (Yasmeen et al., 2017) a mungo fazoli
(Sarkar et al., 2021). Vzhledem k relativné vysokym trovnim kli¢ivosti u vSech tfi testovanych
odrtd bylo obtizné takovéto trendy v rdmci naseho experimentu zachytit, nicméné vysledky u
odriidy Sonyx naznacuji, Ze své uplatnéni mize tento typ nanocastic najit i u fepky.

Vzhledem ke skutecnosti, Ze se jednad o pocatecni sérii experimentl realizovanych na daném
pracovisti, je prozatim obtizné identifkovat pfi¢iny rozdilné odezvy mezi odridami. Ke
zevseobecnéni bude nutné analyzovat vice sad experimenti. Nicméné predpokladame, ze
jednim z parametrt, které mohou mit na tuto variabilitu vliv, je stafi testovaného osiva.

Zavér

Vysledky naznacuji pozitivni u¢inek nanoprimingu v oblasti kli¢eni a prodluzovaciho ristu
kofene a stonku u rostlin vzeslych ze semen po nanoprimingu. V nasledném obdobi budeme
chtit ovéfit Gcinek nejperspektivnéjSich nanocastic a dale otestovat dalsi nanocéstice na jiné
chemické bazi. Na zaklad¢ pozadavki z praxe bychom také radi pfipravili varianty se sniZenou
klicivosti, které by se staly zdkladem pro testovani vyuzitelnosti nanocCdstic u osiv
s problematickou kli¢ivosti.
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Semena Inu po oSetieni laserem

Flax seeds after laser treatment
Bjelkova M*, Wagner J,? Skopal J%, Ondrackova E*.

tAgritec Plant Research s.r.o.
2Fytolaser s.r.o.

Abstrakt

Nevhodné klimatické podminky pii dozravani Inénych semen (Linum usitatissimum), chybné
vedend sklizen a nepfili§ optimélni podminky uskladnéni mohou byt pfic¢inou ataku chorob a
nasledné snizeného kliceni semen. Pro omezeni téchto negativnich vlivli byla vyuzita laserova
stimulace jako alternativa udrzitelna k chemickému oSetfeni. V piispévku je hodnoceno
oSetfeni semen olejného Inu odriid Raciol, Astella a Agriol a vliv na vyskyt patogenii a
schopnost klic¢eni.

Klicova slova: Len, laser, kli¢eni,

Abstract

Unsuitable climatic conditions during the ripening of flax seeds (Linum usitatissimum),
wrongly managed harvesting and sub-optimal storage conditions can be the cause of disease
attack and subsequently reduced seed germination. Laser stimulation was used as a sustainable
alternative to chemical treatment to limit these negative effects. The article evaluates the
treatment of oilseeds of the Raciol, Astella and Agriol varieties and the effect on the occurrence
of pathogens and the germination capacity.

Keywords: Flax, laser, germination

Uvod

Semena olejného Inu jsou cennym artiklem s aplikacemi v rtiznych odvétvich, v€etné potravin
a krmiv pro zvitrata, predevSim pro vysoky obsah omega-3 mastnych kyselin, lignant a
rozpustné vlakniny, které jej ¢ini vysoce atraktivnim. Zakladnim parametrem semen je jeho
vitalita, kterd miZe byt ovlivnhéna nevhodnymi povétrnostnimi podminkami, ptipadné
agrotechnickou chybou pii vedeni porostu a sklizn€ a nakonec i nevhodnymi skladovacimi
podminkami. Z divodu snizovani pesticidnich pfipravkll na ochranu rostlin jsou testovany
rizné metody oSetfeni semen jako ndhrada za moteni. Jednémi ze zkouSenych metod jsou i
optické techniky. Optické metody mohou snizit Skodlivé ucinky pouzivani chemikalii na
zivotni prostiedi a soucasné zlepsit vitalitu semen pro optimalni rist plodiny. Vliv laserové
biostimulace na zvyseni rstovych charakteristik riznych semen byly zkoumany u pSenice
(Jamil et al., 2013), hrachu (Podlesna et al., 2015), slune¢nice a s6ji (Asgar et al., 2012, 2016)
1 naptiklad lupiny (Podlesny et al., 2012). V roce 2022 byl publikovan prvni pokus laserové
biostimulace na kli¢ivost Inénych semen na zvraceni dusledkl Spatného skladovéani (Nadini et
al., 2022a, 2022b). Vysledky nasi studie budou zakladni znalosti o biostimulaci Inénych semen
laserem v Ceské republice.

Material a metody
Semena Inu setého olejného, odrid Raciol, Astella a Agriol byly oSetfeny laserovou expozici

metodou FYTOLASER. Toto zafizeni bylo konstruovdno pro stimulaci biomasy a bylo
navrzeno variabiln¢ pro Siroké spektrum pouziti. Hlavnimi prvky jsou nasypka, dopravnikovy
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pas a expoziéni laserova "hlava". Laserova hlava obsahuje lasery a optomechaniku pro
distribuci laserového zafeni na vrstvu osiva na pase. Zvolena konfigurace vyuZziva rozmitani
laserového svazku do linie pomoci polygonu. Zatizeni FYTOLASER umoziiuje Gpravu a
distribuci laserového svazku tak, aby laserovy svazek pokryl s vysokou rovnomeérnosti,
zvolenou intenzitou laserového svazku a zvolenou davkou laserového zafeni. Intenzita
laserového svazku je upravovana béznou optikou, davka zareni je nastavena rychlosti posuvu
pasu a vykonovymi parametry laseru. I tato zakladni konfigurace ma svoje limity v pokryti
vhodné §itky pasu. Pro zvySeni vykonu zafizeni je v laserové hlavé vice polygona s unikatni
konfiguraci vice laseri. Kazda ze skupin laserti vytvaii za provozu na dopravnikovém pase linii,
v niz dochazi k expozici osiva. Do jedné skupiny lasert je mozné umistit lasery rizné vinové
délky, pripadné riznych vykont, které mohou piisobit soubézné. Lasery jedné skupiny je
mozno zapinat jednotlivé, nebo spolecné. Svazek kazdého laseru je podle potieby optikou
upravovan na vhodny primér, tim je modifikovana jeho intenzita. Optickomechanické
uspotadani FYTOLASERu zajisStuje upravu laserového svazku na vhodnou expozici a
rovnomérné rozdéleni energie laserti v linii na pasu v Sitce, kterd umoznuje praktické pouZiti.
Nasypka — zasobnik na exponovany material je vybavena vibratorem, posuvnym hraditkem,
které zpisobuje na dné nasypky Stérbinu. Tato sestava zajiStuje pii provozu rovhomeérné
vysypavani materialu riznych pro expozici z nasypky na dopravnikovy pas tak, aby se vrstvil
rovnomérné ve vrstvé, odpovidajici pficnému rozméru exponovaného zrna. Konstrukce byla
ovéfena jako funkcéni pro osivo velikosti méku az séje. Dopravnikovy pas je pohdnén
elektromotorem, elektronika umoziuje ménit rychlost posuvu pasu. Jeho Sitka odpovida sitce
expozi¢ni linii laseru. Soucasti dopravnikového pasu je ,,vysypka®, ktera zajiStuje sbér
exponovaného osiva do nadoby k dalsi manipulaci. V pokusech bylo sledovano 11 variant
vcetné kontroly (tabulka 1). Varianty se liSily vinovou délkou pouzitého laseru (modré 450 nm,
zelené 532 nm, ¢ervené 650 nm) vykonem pouzitého laseru (200 - 1000 m\W) a dobou expozice.
Ptehled jednotlivych variant je v ndsledujici tabulce. Konkrétni hodnoty expozice jsou k
dispozici u autort (tabulka 1). Pro urceni kontaminace byly vzorky semen aplikovany na
agarovy substrat (RoseBengal Chloramphenicol Agar (Himedia)). Tento agar byl sterilizovan
v autoklavu 15 minut pfi 121 °C. Do kazdé Petriho misky byla rozlozena semena a po 9 dnech
byl vyhodnocen vyskyt hub. Kli¢eni bylo provedeno dle standardni metodiky pro kli¢eni semen

dle UKZUZ.

Tabulka 1: Varianty oSetfeni semen

Oznaceni

varianty 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
OSetteni — 123 -] 123 -
expozice |Kontrola]1-2]1-8|2-8|4-8|11-8(21-8(41-8(42-8| 2 8

Vysledky

Z pohledu zdravotniho stavu byl hodnocen vyskyt hub na semenech Inu v oSetfenych variantach
oproti kontrole. Byly diagnostikovany houby rodu Alternaria alternata, Cladosporium spp.,
Mucor, Fusarium spp., Aspergillus spp., Coletotrichum lini a bakterie Bacillus subtilis, véetné
dalSich neurcenych bakteridlnich kontaminaci. Zajimavé bylo hodnoceni vyskytu hub rodu
Alternaria alternata, kde bylo zjisténo snizeni vyskytu oproti kontrole a u varianty expozice 1-
2 nm signifikantn€ oproti kontrole (Graf 1). Velmi zajimavym zjiSt€nim byl signifikantni
vyskyt nepatogenni v pudé zijici grampozitivni aerobni bakterie Bacillus subtilis ve vsech
oSetfenych variantach a nulovy vyskyt v kontrole (Graf 2). Pfi hodnoceni napadenych semen
houbami rodu Fusarium spp. byly zjistény vyznamné meziodridové rozdily, kdy u odrad
Astella a Raciol byl vyskyt nevyznamny, ale u odridy Agriol méla vétsina testovanych variant
vliv na sniZeni vyskytu vyse jmenované houby (tabulka 2 a graf 3).
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Tabulka 2: Vysledky zjisténych rodi hub u odrud olejnych Int
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Graf 1: Poéet napadenych semen houbou Alternaria alternata
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Graf 2: Pocéet napadenych semen bakterii Bacillus subtillis

12
Prameér Bacillus subtilis: F(10;22) = 0,604; p = 0,7939
T PrimérsSmCh
10 T T _
8 &
» g T
= 8
Qo
? . s
o 6 T -
3 g g
2
8 1 & BN
4 1
2 4
ol =
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Varianta
Pozn.:
Oznaceni
varianty 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Osetieni —

expozice Kontrola 1-2 1-8 2-8 4-8 11-821-841-842-8 123-2 123-8

232



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

Graf 3: Pocet napadenych semen houbami rodu Fusarium spp. u odridy Agriol
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Hodnocenim celkového poctu kli€enct byl zjistén odlisny vliv expozice oSetfeni na jednotlivé
odrady, jak ukazuji grafy 4, 5, 6. U odridy Raciol doslo ke zvyseni poctu kli¢enct u variant
expozice 1-8 a 41-8 nm oproti kontrole, ale u odriid Astella a Agriol se tyto varianty expozice
Vv pozitivnim vysledku neprojevily. U odriidy Astella byl zjistén pozitivni vliv pouze u varianty
expozice 123-2 nm a pritkazné sniZeni U varianty expozice 2-8 nm oproti kontrolni varianté. U
odridy Agriol byl zjistén negativni vliv vSech variant oproti kontrole a tento vysledek také
kompletné ovlivnil celkovy primér za len jako plodinu (graf 7). Ztéchto piredlozenych
vysledktl je moZzno usuzovat, ze ne vSechna oSetfeni semen budou stejné vhodna z pohledu
jednotlivych odrid.

Graf 4: Pocet klicencti odriidy Raciol
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Graf 5: Pocet klicencti odrady Astella
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Graf 6: Pocet klicencti odriidy Agriol
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Graf 7: Primérny pocet kli¢encti o olejného Inu
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Pti vyhodnoceni vzdjemnych vztahti zjiSténych houbovych patogenti a poctu vyklicenych
semen byla zjisténa negativni signifikantn¢ vysoka korelace mezi bakterii Bacillus subtilis a
Alternaria alternata (r = -0,89) a vysoka, pozitivné signifikantni korelace mezi Alternaria
alternata a dal$imi bakterialnimi kontaminacemi (r = 0,80) a podobné také ke vztahu k houb¢
Fusarium (r= 0,84). Hodnocenim poctu vykli¢enych semen byl zjistén stfedné vysoky
negativni vztah k Alternaria alternata (r = -0,63). Také vztah mezi poctem vyklicenych semen
a houbami rodu Fusarium spp. a vykazoval stfedné negativni signifikantni vztah (r = -0,58) a
naopak stredni signifikantné pozitivni k houbam rodu Penicilium sp. (r = 0,58). Zajimavy byl
vztah mezi Bacillus subtilis a poctem vyklicenych semen, ktery vykazoval signifikantng stfedni
zavislost (r = 0,55).
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Tabulka 3: Vzajemné korelace sledovanych parametri
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Alternaria -0,89%| 0,80%| -0,14| -0,18| 0,84*| -027| -023| 0,21|-0,63*
alternata
Bacillus subtilis -0,73*| 0,15\ 0,15|-0,75*| 0,17, 0,29| -0,22| 0,55*
dalsi ba_kterlalm .012| -0,07| 058%| -026| -021| 022|-046*
kontaminace
gp'adospo”um -0,18| -0,12| -0,18| -0,15| -0,06| -0,05
Mucor -0,08/ 0,04/ 0,10 -0,09| 0,19
Fusarium spp. -0,36*| -0,12| 0,18} -0,58*
Penicillium sp. 0,32| -0,09| 0,58*
Neurcené -0,08| 0,40*
Colletotrichum 011
lini

Pozn.: * vyznaceni prikaznosti

Diskuze

Vysledky Nadimi et al.,, 2022b poukazuji na nesignifikantni vysledky, ale jejich
zelenym/infracervenym laserem s dvojitou vinovou délkou bylo vhodnym nastavenim zlepSeno
procento kliceni. Nami testované oSetfeni se projevilo pouze u nékterych variant odrad Agriol
a Astella. Krom¢ toho bylo dosazeno vyznamného sniZzeni vyskytu hub rodu Alternaria
alternata a Fusarium spp. Celkov¢ tato studie demonstruje schopnost oSetieni laserem a nabizi
novou cestu ke snizeni poctu pouzivani chemikalii.

Zavér
Byly ptedloZeny prvotni pozitivni 1 negativni vysledky, které¢ ukazuji, ze ve vyzkumné praci
V této oblasti je nutné pokracovat. Nabizi se diskuze ohledné toku biomasy pii oSetfeni laserem,

jeji moznosti s expozici celych povrchii semen a vyuzitim 1 SirSiho spektra vinovych délek i
odrid Inu.

Podékovani

Prispévek vznikl v ramci feSeni vyzkumného projektu MZe RO1019, MZe NAZV QJ1910302
a QK21010151.
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Vynos zrna obilnin v dlouhodobém polnim pokusu v Zabcicich

The grain yields of cereals in long-term field experimnet in Zab&ice
Dryslova T., Smutny V., Kfen J., Prochazkova B., Rabek M.

Mendelova univerzita v Brné

Abstrakt

Cilem ptispevku je ptedstavit vliv zpracovani pidy, stiidani plodin a ro¢niku na vynosy zrna
ozimé pienice a jarniho jeémene v dlouhodobém polnim pokusu v Zabéicich. Pokus je veden
od r. 1969 v kukufi¢né vyrobni oblasti na Polni pokusné stanici Mendelovy univerzity v Brn¢;
na lokalité je primérna ro¢ni teplota vzduchu je 10,3 °C, primérny ro¢ni uhrn srazek 491 mm.
Z vysledku vyplyva, ze u obou plodin byl kli¢ovym faktorem rok (hodnoceny jsou roky 2012-
2021), podil vlivu ro¢niku byl u obou plodin vyssi nez 50 %. Posouzeni vlivu dalSich dvou
pokusnych faktorti ukazuje, ze vliv osevniho postupu byl statisticky vyznamny pro obé plodiny.
Ozima psenice dosdhla vys$siho vynosu v osevnim postupu Norfolk, jarni je¢men pfii
monokulturnim péstovani. Faktor zpracovani ptudy byl statisticky vyznamny u jarniho jeCmene,
vyssich vynost bylo dosazeno pfi minimalnim zpracovani.

Kli¢ova slova: dlouhodoby polni pokus; zpracovani piidy; osevni postup, 0zimd pSenice, jarni
jeCmen

Abstract

The aim of the contribution is to present the effect of tillage, crop rotation and year on grain
yields of winter wheat and spring barley in a long-term field trial in Zabgice. The experiment
has been conducted since 1969 in the maize-growing region on the Field Experiment Station of
Mendel University in Brno; in the location is average annual air temperature is 10.3 °C and
average annual precipitation is 491 mm. The results show that the year was the key factor for
both crops (years 2012-2021 are evaluated), the share of year effect was higher than 50% for
both crops. Effect assessment of the other two experimental factors show that effect of the crop
rotation was statistically significant for both crops. Winter wheat achieved a higher yield in the
Norfolk, spring barley in monoculture growing. The tillage factor was significant for spring
barley, higher yields were achieved with minimum tillage.

Keywords: long-term field experiment; soil tillage; crop rotation; winter wheat; spring barley

Uvod

Zména klimatu pro tuzemi CR znamena nartist primérné teploty, zménu distribuce srazek
a zvyseni ¢etnosti extrémnich jevl (sucho, ptivalové srazky). V zemédé€lstvi lze situaci ¢astecné
fesit agronomickymi opatfenimi. V suchych oblastech je potfeba modifikovat cely systém
hospodafteni, zejména agrotechnicka opatieni, s ohledem na dostupnost ptidni vlahy rostlindm,
kterd je limitujicim faktorem vySe a stability vynost péstovanych plodin. Jde o pouzivani
vhodnych agrotechnickych opatteni, piedev§im vhodnych technologii zpracovani pudy
a zakladdani porostd, vhodnou skladbu plodin a jejich stfidani v ramci osevnich postupti.
V suchych oblastech vyzaduje néktera specifika také vyziva rostlin ¢i problematika
organického hnojeni. Z vysledkd vyzkumu v suchych a teplejSich podminkach se obvykle 1épe
uplatiiuji technologické postupy s nizsi intenzitou zpracovani pudy, které 1€pe hospodati s ptidni
vodou. V dne$nich podminkdch hospodatfeni na pud¢ je dualezité, jak plisobi jednotliva
agrotechnicka opatieni samostatné, ale zejména ve vzajemnych interakcich. Nelze opomenout
vliv prib&hu povétrnostnich podminek ro¢niku (Smutny et al., 2015; Dryslova et al., 2018).
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Pokus na lokalité Zabcice byl zaloZen na podzim r. 1969 a v roce 1970 probéhla prvni sklizer,
v roce 2020 jsme si ptipomenuli 50. vyro¢i trvani pokusu. Cilem zaloZeni pokusu byl ,, Vyzkum
agroekologickych cinitelu jecmene jarniho“, vyzkum feSici produktivnost osevnich postupt
jako celku a vztahy produkce a zmén pidniho prostfedi. Hlavni experimentalni faktory se
opiraji o opatfeni zdkladni agrotechniky, zejména o rliznou koncentraci obilnin a technologie
zpracovani pudy, ale také napt. o management hospodaieni se slamou. Myslenku na zalozeni
stacionarniho polniho pokusu piinesl profesor Simon (prof. Ing. Jaroslav Simon, DrSc.),
plisobici v té dob& na VSZ v Brné. V druhé poloviné $edesatych let se rozhodl tuto myslenku
realizovat a spolu s nim se na realizaci podilela fada specialistli z riznych tsekd rostlinné
produkce. Historie vzniku a ptivodni koncepce jsou pln€ uvedeny v publikaci profesora Krejc¢ife
(Krejcit, 1996). V piivodni koncepci jako hlavni sledovana plodina byl stanoven jarni je¢men,
vzhledem K tradici handckého jecmendrstvi.

V soucasné podobé stacionarniho polniho pokusu jsou vedeny tfi monokultury polnich plodin
(Jjarniho je¢mene, ozimé pSenice a kukufice na zrno) a jeden osevni postup, zalozeny na
principech norfolkského osevniho postupu. Unikatem tohoto pokusu je monokultura jarniho
jecmene zaloZena na jate roku 1970. Polni pokus byl v nésledujicich letech tspésné realizovan
a stal se vyznamnym pokusnym zazemim. Pivodni katedra zakladni agrotechniky, dnes Ustav
agrosystému a bioklimatologie zajiSt'uje soucasny chod pokusu.

Material a metody

Pidni a klimatickd charakteristika lokality Zabcice
Dlouhodoby stacionarni polni pokus je vyznamnou soucasti Polni pokusné stanice v Zab¢icich

pudach fluvizemniho typu, pfiblizn€ 25 km od mésta Brna, v nadmoiské vysce 180 m n. m.
Polni pokusné stanice v Zabgicich je vyzkumnym zafizenim Mendelovy univerzity v Brné.
Prtimérné ro¢ni teplota vzduchu zde dosahuje 10,3 °C a tficetilety pramér rocnich thrna srazek
zde ¢ini 491 mm. Z tohoto hlediska patii tato lokalita k nejteplejSim a zaroven nejsusSim
oblastem v Ceské republice.

Pokusné faktory

U vsech plodin je po celou dobu vedeni pokusu sledovan viiv zpracovani piidy (1. tradi¢ni
zpracovani pidy, tj. orba do hloubky 0,22 m a II. minimalizacni zpracovani pudy, tj. mélké
zpracovani pudy talifovym nafadim do hloubky 0,12 - 0,15 m). U plodiny jarniho jeCmene je
navic sledovan viiv t7 irovni mineralniho hnojeni, diferencovanych zejména davkami dusiku (1.
30 kg; 2. 60 kg; 3. 90 kg N na hektar). U monokultury jarniho je¢émene jsou vedeny #7i varianty
hospodareni se slamou: 1. slama sklizena, 2. slama zapravovana do pudy, 3. slama palena.
V predkladaném piispévku jsou u ozimé pSenice a jarniho je¢mene porovndny vynosoveé
vysledky v osevnim postupu a v monokultuie, zdroveii u obou variant zpracovani pady. U
je€mene jarniho, vzhledem k uspofadani pokusu, byla vyhodnocena pouze varianta s davkou
dusiku 60 kg na hektar u slamy sklizené. Dosazené vysledky byly statisticky zhodnoceny
pomoci analyzy variance s naslednym testovanim dle Tukeye na hladiné pravdépodobnosti 95
% pomoci programu STATISTICA verze 14 a jsou uvedeny v grafech na obr. 1-4.

Vysledky a diskuze

V predkladaném prispevku jsou uvedeny vysledky hodnoceni vlivu osevniho postupu a
zpracovani pudy na vynos zrna ozimé pSenice a jarniho je¢mene; hodnoceny byly roky 2012-
2021. U obou plodin byl klicovym faktorem rok, kdy podil vlivu ro¢niku byl u obou plodin
vys$$i nez 50 %. Posouzeni dalSich dvou experimentalnich faktorti ukazuje, ze vliv stfidani
plodin byl statisticky vyznamny pro ob¢ plodiny. Ozima pSenice dosdhla vys$Siho vynosu
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v osevnim postupu Norfolk, jarni jeémen pii monokulturnim péstovani. Faktor zpracovani ptidy
byl statisticky vyznamny u jarniho je¢mene a vysSich vynost bylo dosazeno pfi minimalnim
zpracovani.

Vysledky potvrzuji fakt, Ze ozima pSenice je predevsim ndrocna na predplodinu, kterou zde
v osevnim postupu Norfolk pfedstavuje kvalitni jetelovina. U jarniho jeCmene se potvrzuje
poznatek, ze jeCmen prokazuje vyssi toleranci k zastoupeni obilnin v osevnim postupu a také
mozné negativni dopad nahrady cukrovky v osevnim postupu Norfolk kukufici na zrno. Tato
plodina je typickou pro kukufi¢nou oblast, ale zanechdva po sklizni vy$$i mnozstvi
poskliznovych zbytkl, a nékdy ne Upln¢ idedlni stav pozemku. Podobna zji§téni z této nebo
Z klimaticky podobnych lokalit uvadéji (Smutny et al., 2015; Dryslova et al., 2018; Vrtilek et
al., 2019).

Vztahy, které jsou hodnoceny v pfedkladaném pftispévku, neni zcela jednoduché na dané
lokalité¢ vyhodnotit. Analyzu by si zaslouZil pohled na pribéh povétrnosti v danych ro¢nicich
ale hlavné ve stéZejnich mésicich vegetacniho obdobi. Dalsimi dilezitymi vlivy by se mohly
projevit terminy agrotechnickych zasahti, zejména podzimni zpracovani piidy a jarni terminy
seti, celkove pak délka vegetacnich obdobi u obou plodin.

Lze konstatovat, Ze na dané lokalit¢ s danym pribéhem povétrnosti se v posledni dekadé
projevuje ndro¢nost ozimé psenice na dobrou predplodinu; u plodiny jarniho je¢mene také vyssi
citlivost k predploding, ale také k zptisobu zpracovani pudy.

Zavér

Ustav agrosystémi a bioklimatologie AF MENDELU se dlouhodobé zabyva navrhy vhodnych
zpusobu hospodareni na piid¢, s diirazem sladéni produkéniho vyuzivani pudy s potiebou pidu
chranit. Existence a vysledky dlouhodobych polnich pokusl jsou cennym zdrojem informaci,
zejména v soucasném obdobi probihajici klimatické zmény, kterd vyrazné ovliviluje
hospodafeni na zeméd¢€lské pudé. Ukazuje se, ze miizeme ocekdvat vyssi Cetnost rocniki
s extrémnimi prubéhy pocasi a nasledné tak se silnym dopadem na vynos i kvalitu plodin,
zejména v sussich oblastech, jako je lokalita Zab&ice. Zde potom bude mit velmi dileZitou roli
spravné zvolena technologie zpracovani pidy s ohledem na ptredplodinu.
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Obr. 1 Vynos zrna ozimé pSenice (t/ha)

- interakce rok a osevni postup

Obr. 2 Vynos zrna ozimé pSenice (t/ha)
- interakce rok a zpracovani pudy
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Vyutziti intercroppingu leguminéz a pSenice ke zvySeni vynosu
a kvality zrna

Use of intercropping of legumes and wheat to increase grain yield and quality
Dvoiak P.}, Capouchova L.}, Kral M.}, Konvalina P.2, Janovska D.>

LCeskd zemédélska univerzita, Praha; *Jihoceska univerzita v Ceskych Budéjovicich;
3Vyzkumny uistav rostlinné vyroby v Praze

Abstrakt

Hodnocen byl vliv soub&ézného péstovani ozimé pSenice s riznymi leguminézami — bobem,
hrachem a jetelem nachovym na vybrané produkéni a kvalitativni parametry pSenice. Ta
péstovanim s legumindézami dosdhla vy$siho vynosu zrna ve srovnani s Cisté¢ setou pSenici.
Kromé toho byl zaznamenan vliv zplsobu vyseti pSenice a legumindéz na vynos zrna.
V ekologickém rezimu péstovani (zejména s hrachem a bobem) bylo dosazeno o 14 - 17 %
vyssiho vynosu zrna ve srovnani s €ist€¢ setou pSenici. V konvencnim systému byly vynosy
pSenice vyrazné slabsi a s nékterymi legumin6zami dokonce i opacné. Pokud jde o zptisob seti,
tak spolecné seti s legumindézami vynosy zrna u pSenice vyrazné¢ navySovalo, nez jejich
péstovani v samostatnych fadcich. SoubéZzné péstovani psenice s legumindézami obvykle
zajistilo vyssi obsah hrubych bilkovin v zrnu a vys$si hodnoty zelenyho testu.

Klic¢ova slova: hrach; bob; jetel nachovy; povétrnostni podminky; zplisob vysevu

Abstract

The influence of the simultaneous cultivation of winter wheat with various legumes - beans,
peas and purple clover - on selected production and quality parameters of wheat was evaluated.
By growing it with legumes, it achieved a higher grain yield compared to purely sown wheat.
In addition, the influence of wheat and leguminous sowing methods on grain yield was
recorded. In the ecological mode of cultivation (especially with peas and broad beans), a 14-
17% higher grain yield was achieved compared to pure sown wheat. In the conventional system,
wheat yields were significantly weaker and with some legumes even the opposite. As far as the
sowing method is concerned, joint sowing with legumes significantly increased grain yields in
wheat compared to their cultivation in separate rows. Co-cultivation of wheat with legumes
usually ensured higher crude protein content in the grain and higher green test values.
Keywords: pea; bean; purple clover; field conditions; method of sowing

Uvod

Intercropping obilovin s legumindzami je celosvétove nejcastéji pouZivanym interroppingovym
syst¢tmem. Vyhody tohoto intercroppingu spocivaji predevsim ve vyuziti zdroji N druhy
pouzivanymi pii interroppingu (Bedoussac a Justes 2010). LuSténiny tak zajiStuji pfirozeny
pfisun N do systému symbiotickou fixaci, kterda umoziuje poskytnout vysoké mnoZstvi
fixovan¢ho N, pouzZitelného pro obiloviny (Amossé et al. 2014). To se promita do zvySeni
vynosu a koncentrace bilkovin ve srovnani s monoplodinami. Déle zlepSuji ochranu plidy a
maji lepsi ucinnost vyuziti vody a zivin. Tyto systémy navic pomahaji pfi hubeni plevelt
(Bedoussac et al. 2015, Lithourgidis et al. 2010), ale lusténiny také mohou obilovinam
konkurovat béhem jejich ristu (Bergkvist et al. 2011).
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Proto produktivita interroppingového systému zavisi na faktorech, jako jsou pouzité druhy
plodin, jejich odridy, pomér hustoty vysevu ¢i prostorové uspotadani jednotlivych komponent
(Bedoussac et al. 2015, Hauggard-Nielsen et al. 2001).

Meziplodinové systémy obilovin a legumin6z mohou optimalizovat dostupnost a vyuziti
pudniho a vzdusného N a zaroven zachovat vysoky vynos (Pelzer et al. 2012) a zvySovat obsah
dusiku v zrnu (Gooding et al. 2007).

Naproti tomu néktefi autofi ukdzali, Ze soubézné meziplodinové systémy mohou omezit nebo
dokonce snizit vynos obilovin v pfipad¢ vysokého ristu nebo vysoké hustoty lusténin a z toho
vyplyvajici konkurence o Ziviny a svétlo (Bergkvist et al. 2011). Podobné Lithourgidis a Dordas
(2010) uvadi, ze meziplodinovy systém mize sniZit vynos smési ve srovndni s Cisté setou
pSenici.

Cilem této prace bylo vyhodnotit soubézné péstovani ozimé pSenice s vybranymi leguminézami
a urcit vynosovy potencidl a zménu kvalitativnich parametrti zrna ve vztahu k jednotlivym
legumin6zam, metodam vysevu a roktim sklizné.

Material a metody

Vliv soubézného péstovani ozimé pSenice s riznymi legumindzami na vybrané produkéni a
kvalitativni parametry pSenice byl hodnocen v pfesnych polnich pokusech provadénych v roce
2020/2021 na Vyzkumné stanici Uh#inéves Ceské zemé&délské univerzity v Praze (295 m n. m.
a prumérnad ro¢ni teplota 8,4 °C a prumérné srazky 575 mm). Pokud jde o povétrnostni
podminky, jsou uvedeny v tabulce 1. Pokud jde o srazky, byl rok 2020/2021 bohatsi na srazky
a prekracoval dlouhodoby normal.

Tabulka 1. Pfehled primérnych mési¢nich teplot a thrnl srazek (2020/2021) ve srovnéni s

dlouhodobym normalem

Mzésic IX | X | Xt x|l v m v v vivi|vil
Priméma 14,4\ 105 43 | 28 | 01 |-01| 45 | 7 |11,8|202 199175
teplota (°C)

normal 14 186 |32 |-05[-21|-08| 34|82 134163182 18

(strﬁ;zek 38,6 | 32,7 (358 | 18,8 | 42,2 | 285|336 | 23,4 | 101 | 103 | 87,9 | 77,6

normal 49,2 1418 | 34 | 346|284 |275|31,8|469| 65 | 741|743 |765

Polni pokusy byly provadény v ramci ekologickych i konvencnich péstebnich systémii.
V ekologickém rezimu nebyla pouzita Zadnd dalsi hnojiva ani pesticidy. Dusik (80 kg N/ha)
aplikovany na jafe ve dvou davkach a fungicid byl pouzit pii konvencnim zptisobu péstovani.

Do soubézného péstovani byly pro pokusy vybrany 4 druhy legumin6z soucasné s pSenici
ozimou, a zalozeny na zacatku fijna. Pokusné parcelky byly ndhodné rozmistény ve trech
opakovénich s primérnou experimentalni plochou 12 m2. U v§ech variant byla pouzita pSenice
ozima (odridy Butterfly) s vysevkem 148 kg/ha (400 semen/m?). Bob (odridy Merkur) byl
vyset v davee 200 kg (30 semen/m?), hrach jarni (odridy Avatar) a hrach ozimy (odrady
Balltrap) byly vysety v poméru 50 semen/m? (125 kg/ha u odridy Avatar a 105 kg/ha u odriidy
Balltrap), jetel nachovy (odriidy Kardinal) byl vyset v poméru 14 kg/ha (300 semen/m?). Jako
kontrolni varianta byla vyseta pouze pSenice péstovana jako monokultura. Polni experiment
zahrnoval jak zaloZzeni porostu smiSenym vysevem pSenice s jednotlivymi legumindzami
(formou smési v jednom ftadku), tak vysev stiidavym vysevem pSenice a luSténiny v
samostatnych fadcich (row by row).
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Pied sklizni psenice byl stanoven pocet klasti na m?. Po sklizni byl stanoven vynos zrna psenice
a HTZ (hmotnost tisice zrn) a byly odebrany vzorky zrn pro hodnoceni jakosti. Obsah hrubych
bilkovin podle Kjeldahlovy metody (Kjeltec KT 200, FOSS, Svédsko). Rovnéz byl stanoven
sedimentaéni zelenyho test podle ICC 116/1.

Vysledky

Vliv legumin6z na vynos psenice

Existuji protichtidné studie tykajici se vlivu legumino6z na pSenici a vlivu legumin6z na vynosy
zrna pSenice. Rozdil vynost ve smési s hrachem byl az 1,02 t/ha ve prospéch smési. Zaroven
nebyly vyznamné rozdily ve vynosech pSenice mezi pSenici ve smési s jarnim hrachem a
ozimim hrachem (Tabulka 2).

Tabulka 2. Produkéni parametry porostli ozimé pSenice

Varianty Zpusob | Pocet klasti | HTZ | Vynos Pocet klasti | HTZ | Vynos

seti nam?pied | (g) | (t/ha) nam?pied | (g) | (t/ha)

sklizni sklizni
Ekologicky systém Konvencni systém

jarni hrach Row-by-| 361 | 5284 6,62 548 | 4327 8,07
(seti s pSenici) row
bob Row-by- | 378 5229 6,71 527 | 43,97 | 8,00
(seti s pSenici) row
inkarndt Row-by- | 2355|5119 6,00 544 | 42,96 | 8,24
(seti s pSenici) row
ozimy hrach. Row-by- | 358 | 5270 | 6,81 538 | 42,95 | 8,00
(seti s pSenici) row
Butterfly fadky | Row-by- | 5,5 |5 39| 580 550 | 42,87| 823
25 cm (kontrola) row
jarni hréch Smés 391 | 5158| 6,83 500 | 42,77 | 887
(seti s pSenici)
bOb, . ., Smes 394 52,10 | 6,67 605 43,11 | 9,26
(seti s pSenici)
inkarndt Smés 376 |51,49| 6,70 579 | 42,47 | 844
(seti s pSenici)
ozimy hrach Smaés 389 |5234| 6,83 580 | 4291 861
(seti s pSenici)
Butterfly fadky
12,5cm Smes 354 51,14 | 5,81 556 42,78 | 8,10
(kontrola)

V systému konvenc¢niho péstovani byly vynosy Cisté seté pSenice ve srovnani s organickym
péstovanim piiblizné 0 2,3 - 2,4 t/ha vyssi, a i zde byla situace podobna — vynos zrna v konvenci
u Cisté seté pSenice ve srovnani s vynosy psenice ve smési byly spiSe nizsi. Pouze pfi vysevu
row by row u smesi hrachem (jarnim, tak 1 ozimym) tomu bylo i opa¢né (Tabulka 2). Je také
patrné, Ze vysledny vynos zrna zavisel na struktufe vynosovych prvkd (poétu klasti na m?,
hmotnosti tisicit zrn), které se liSily v zavislosti na systému péstovani a v mens$i mife i na
zpuisobu seti. Pokusny rok 2020/21 byl charakterizovan nizkym poétem klasi na m?, ale
vysokou HTZ v systému ekologického péstovani, zatimco v konvenénim systému dosahovaly
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hodnocené varianty velmi vysokého poétu klasti na m? — zejména pfi vysevu smési, ale HTZ
byl velmi nizky.

Celkové Ize konstatovat, Ze v roce 2021 v systému ekologického péstovani byl vliv pouzitych
legumindz na vynosy psenice ziejmy a vyznamnéjsi. V konvencnim systému byl mén¢ vyrazny
— vynosové rozdily mezi variantami byly nizsi.

Vliv legumindz na kvalitativni parametry pSenice

Nejvyssi obsah hrubych bilkovin v zrnu byl obvykle zjistén v pSenici péstované s hrachem nebo
bobem, ale rozdily v obsahu bilkovin v pSeni¢ném zrnu mezi jednotlivymi oSetfenimi byly
V ekologickém systému péstovani od 0,02 do 0,73 %. Podobné i v konven¢nim systému vyssi
obsah hrubych bilkovin zajistilo péstovani pSenice ve smési s leguminézou (rozdily byly od
0,07 do 0,5 %). Dalsi vysledky kvalitativniho hodnoceni ukazaly, Ze pSenice ve smési s
legumindézami dosahovala vysSich hodnot Zelenyho sedimentace. Podrobnéjsi pohled na
vysledky za jednotlivé varianty a zptsoby seti je uveden v tabulce 3.

Tabulka 3. Hodnoty kvalitativnich parametri ozimé pSenice

Varianty Zpusob seti | Obsah | Zelenyho Obsah | Zelenyho
N-latek test N-latek test
(%) (ml) (%) (ml)

Ekologicky sytém Konven¢ni systém
J(zgtlll :g;i}llﬁci) Row-by-row | 11,98 | 46 1265 | 56
?S‘itt’l < plenic) Row-by-row | 11,42 47 12,49 56
inkarnat Row-by-row | 11,23 | 46 1245 | 58

(seti s pSenici)
ozimy hrach

LT ., Row-by-row | 11,88 48 12,78 59
(seti s pSenici)
Butterfly fadky 25 cm Row-by-row | 11,25 | 45 1228 | 54
(kontrola)
jarni hrach Smés 11,42 47 12,28 55
(seti s pSenici)
bob Smés 11,31 48 12,38 57
(seti s pSenici)
inkarnat Smés 10,88 44 1235 | 53
(seti s pSenici)
ozimy hrach Smés 11,32 48 12,72 57
(seti s pSenici)
Butterfly fadky 12,5 em Smés 1099 | 44 1221 | 54
(kontrola) ' '

Diskuze

Leguminodzy v dobie zvolené smésné kultuie mohou pfispét k pozitivni bilanci dostupného
dusiku v padeé (Kintl et al. 2015), ktery je pak vyuZivan hlavni plodinou. To mtiZe vést k vy$§im
vynosiim hlavni plodiny ve srovnani s monokulturou (Lithourgidis et al. 2011, Dong et al.
2018). Na druhou stranu Bergkvist (2003) naznacil, ze je obtizné dosdhnout vyssiho vynosu
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pSenice péstované ve smeési ve srovnani s Cisté setou psenici a Vrignon-Brenas et al. (2018) na
zéakladé svych vysledkt konstatoval, ze ve vynosech psenice, at’ uz fadkoveé oddélené nebo ne,
nejsou vyznamné rozdily. Podobné Amossé et al. (2013) zjistil, ze vyskyt luSténin nemél obecné
zadny vyznamny vliv na vynos zrna.

Nase vysledky ukdzaly, Ze na kontrole (Cisté seta pSenice) byl vynos pSenice v systému
ekologického péstovani nejnizsi a vyrazné se lisil od vynost pSenice ve smési. Vrignon-Brenas
etal. (2018) uvadi, ze za slibngjsi zptisoby zalozeni smiSenych kultur jsou povazovany systémy,
kde jsou jednotlivé slozky smési (pSenice a leguminodzy) vysévany v samostatnych, stiidavych
fadcich. Pfi tomto zpisobu seti se podplrna plodina (napiiklad legumindza) nedostane do tésné
blizkosti hlavni plodiny a nemiiZze vést k potlaceni hlavni plodiny (Ehrmann a Ritz 2014,
Vandermeer 2012). Vliv metody vysevu na vynosy pSenice byl v tomto pokuse minimalni, ale
rozdily mezi Cisté setou a pSenici ve smési byly pomérné vysoké. Jak je také patrné z naSich
vysledk, systém vysevu (row by row) pSenice a hrachu v samostatnych fadcich mize vést i ke
sniZzeni vynosu pSenice, pravdépodobné diky vétsi konkurenci mezi rostlinami.

V systému ekologického péstovani byl vliv pouzitych legumindz na vynosy pSenice ziejmy a
vynosem, coz byla obvykle kontrola bez legumindz, a variantami s nejvy$§im vynosem, coz
byly vétSinou varianty s ozimym nebo jarnim hrachem, se pohybovaly kolem 0,77 - 1,16 t/ha.
V roce 2021 byl rtst leguminéz v systému ekologického péstovani na jafe pomérné intenzivni,
pSenice je nemohla pfili§ utlumit, coz mélo pravdépodobné pozitivni vliv na vynos pSenice. V
systému konven¢niho péstovani vSak byla v roce 2021 situace v porovnani s organickym
péstovanim jind — pSenice zde rostla velmi intenzivné a legumindzy siln€ potlacovala.
Vysledkem byl riist pSenice s velmi vysokou kone¢nou hustotou (pocet klast na m? na arovni
az 600 klast a vice); v takto hustém porostu jiz nebyla pravdépodobnost, Ze by ptinos
leguminéz mohl byt vyraznéji vysoky.

Nekteré predchozi studie ukazaly, ze zaclenéni obilovin a legumindz mize zvysit koncentraci
dusiku (nebo hrubych bilkovin) v obilnych zrnech (Knudsen et al. 2004, Ghaley et al. 2005).
Nase vysledky uvedené v tabulce 3 jsou s témito zjiSténimi v souladu a ukdzaly, ze jak v
Cisté seté pSenici a byl vyrazné odlisny od pSenice péstované ve smesi s legumindzou.
Vysledky dale ukazaly, ze v tomto hodnoceni bylo obvykle dosazeno vyssiho obsahu hrubych
bilkovin v zrnu, pokud byla pSenice a leguminoéza vyseta do samostatnych fadkt (row by row).
Nase zjisténi jsou v souladu se zavéry Gooding et al. (2007), ktefi hodnotili vliv smési pSenice
s bobem a pSenici s hrachem v polnich pokusech béhem tii péstebnich obdobi a zjistili, Ze smés
pSenice s leguminézami zvySovala koncentraci dusiku v obilném zrnu. Podobné Dordas a
Lithourgidis (2011) dosli k zavéru, ze koncentrace dusiku byla u obilovin vyssi, kdyz bylo do
smési zafazen bob a Kamalongo a Cannon (2020) zjistili, ze koncentrace dusiku v zrnech
pSenice péstované s leguminodzami byla asi o 1,7 % vySsi ve srovnani s Cisté setou pSenici.
Nase vysledky jsou také v souladu se zavéry Gooding et al. (2007) nebot’ ukazaly, ze pSenice
ve smé&si s legumindzami dosahovala vy$Sich hodnot Zelenyho sedimentace. Rozdily v
hodnotach Zelenyho sedimentace mezi kontrolni pSenici a pSenici ve smési s leguminézami v
systému ekologického péstovani byly vétSinou vyssi ve srovnani s konvenénimi hodnotami.
Na druhou stranu naSe vysledky nepotvrdily zjisténi Gooding et al. (2007) a Kamalongo and
Cannon (2020), Ze zvySeni koncentrace bilkovin v pSeniéném zrnu pii péstovani ve smési s
legumindzami bylo spojeno se snizenim vynosu pSenice o 25 - 30 % ve srovnani s pSenici Cisté
setou (kontrolou).
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Zaverem lze konstatovat, Ze vysledky této prace ukézaly, Ze pSenice ve smési s legumindézami
(zejména hrachem ¢i bobem) dosahovala ve srovnani s ¢isté setou pSenici vysSich vynosi zrna.
Vliv smési pSenice s leguminézami na vynosy pSenice byl vyssi v systému ekologického
pestovani ve srovnani s konvencnim systémem. Pokud jde o zptsob seti, jak v ekologickém,
tak v konvenénim systému péstovani, vynosy pSenice péstované s lusténinami ve smiSenych
kulturdch vyrazné pievySovaly vynosy pSenice péstované s lusténinami v samostatnych,
sttidavych tadcich (row by row). Pokud jde o kvalitativni parametry, pSenice ve smesi s
legumindzami dosahovala ve srovnani s Cisté setou psSenici obvykle vyssiho obsahu hrubych
bilkovin v zrnu a vysSich hodnot zelenyho sedimentace.

Podékovani

Studie byla podpofena projektem NAZV MZe CR, &.: QK1910046.
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Variabilita fixace dusiku u vojtésky seté (Medicago sativa L.) a
symbiotickych bakterii z ¢eledi Rhizobiaceae

Variability of nitrogen fixation at alfalfa (Medicago sativa L.) and symbiotic
bacteria of the family Rhizobiaceae

Dybova M., Hofbauer J., Trnény O., Stavenikova J, Vejrazka K.

Zemédelsky vyzkum, spol. s r. 0. Troubsko
Abstrakt

Vojtéska seta (Medicago sativa L.) je vyznamnou rostlinou v zeméd¢lstvi, je vyuzivana jako
pice pro dobytek a jako plodina pro zlepseni kvality pudy. Vojtéska, stejné€ jako i dalsi rostliny
z Celedi bobovité (Fabaceae), piidu obohacuje o dusik ve formé dostupné pro rostliny diky
symbidze s hlizkovymi bakteriemi, které¢ umi fixovat vzdusny dusik za pomoci enzymu
nitrogenazy. Aktivitu tohoto enzymu lze stanovit pomoci acetylén redukéni metody (ARA),
kterd vyuziva schopnosti nitrogenazy pouzit jako substrat acetylén misto vzduSného dusiku.
Acetylén je bakteriemi redukovan na etylén, jehoz koncentrace je zmétena pomoci plynového
chromatografu. Tato studie méla za cil ur€it, jaky bakterialni kmen vyizolovany z hlizek
vojtésky nejlépe spolupracuje s rostlinami vojtésky (schopnost tvofit hlizky, ARA, Cerstva
hmotnost). Z testovanych kment byl jako nejvhodnéjsi kmen pro dalsi experimenty v polnich
podminkach vyhodnocen kmen z varianty 4.

Klic¢ova slova: biologicka fixace dusiku, Medicago sativa, hlizkové bakterie, acetylén redukéni
metoda

Abstract

Alfalfa (Medicago sativa L.) is an important plant in agriculture like fodder and to improve soil
quality. Alfalfa, like other legumes, enriches the soil with nitrogen in a plant-available form
through symbiosis with tuberous bacteria. These bacteria can fix atmospheric nitrogen using
the enzyme nitrogenase. The activity of this enzyme can be determined by the acetylene
reduction assay (ARA), which uses the ability of nitrogenase to use acetylene as a substrate
instead of atmospheric nitrogen. Acetylene is reduced by the bacteria to ethylene, the
concentration of which is measured using a gas chromatograph. This study aimed to determine
which bacterial strain isolated from alfalfa tubers interacts best with alfalfa plants (ability to
form tubers, ARA, fresh weight). Among the strains tested, the strain from variant 4 was
evaluated as the most suitable strain for further experiments under field conditions.

Key words: biological nitrogen fixation, Medicago sativa, tuberous bacteria, acetylen
reduction method

Uvod

Zastupci Celedé bobovitych (Fabaceae) se vyuzivaji v zeméd¢lstvi, potravinatstvi, zahradnictvi
1 vCelafstvi, nebot’ maji vysoky obsah bilkovin, tukli a jsou medonosné. V zemédélstvi se
n¢které bobovité rostliny vyuzivaji jako pice pro hospodarskd zvirata a zelené hnojeni —
poskytuji velké mnozstvi organické hmoty a diky symbidze s hlizkovymi bakteriemi
zanechavaji piidu obohacenou o dusik (200-300 kg/ha/rok) (Mikanova a Simon, 2013). Mezi
picniny patii také vojtéska setd (Medicago sativa L.), ktera je bohatd na mineralni latky,
predevsim vapnik, bilkoviny, obsahuje také vSech 8 pro ¢lovéka esencialnich aminokyselin,
tedy obsahuje velké mnozstvi dusikatych litek a mnoho energie. Kvlli pfitomnosti
fytoestrogent a vysokému obsahu energie musi byt s vojtéskou jakozto s krmivem nakladano
obezietng. Kotfen vojtésky pronikd pldou velmi hluboko, diky cemuz je pomérné
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ey

suchovzdorna. Se€ se provadi az 4x ro¢né. Vojtésku opyluji predevsim samotaisky zijici vcely.
Vyséva se jako podsevova plodina, ptedplodina ¢i meziplodina a nékdy také jako monokultura
(Pelikan, Hybl a kol., 2012).

Hlizkové bakterie jsou nazyvany jako rhizobia, ale tento ptivodni rod se dnes ¢leni na n¢kolik
rodd, napt. Rhizobium v uzsim pojeti, Bradyrhizobium, Ensifer (Sinorhizobium), Neorhizobium
¢i Azorhizobium. Jsou to gramnegativni bakterie zijici volné v padé€ a pii vytvoieni symbidzy
s rostlinou Ziji v hlizkach na kofenech. Vytvoreni hlizky je velmi specifické z hlediska obou
partnerl, nékteré rostliny vytvoii symbidzu pouze s jednim konkrétnim druhem, nebo dokonce
kmenem bakterie. Tedy pfi seti rostlin, které nejsou pro danou oblast typické, se v piidé nemusi
nachdzet kompatibilni bakterie. Dany bakteridlni kmen se musi dodat do pldy prostfednictvim
inokulace osiva. Komunikace a rozpoznani vhodného partnera se mezi hostitelskym kofenem a
bakterii odehrava prostiednictvim flavonoidl rostliny a ndsledné vytvofenych bakteridlnich
specifickych proteini zvanych Nod faktory. Pti setkani vhodnych partnert nastava deformace
kotenového vlasku indukovana Nod faktory a dalsi anatomické a morfologické zmény vedouci
k vytvoteni hlizky (podrobné v Gage, 2004). Poté jiz bakteric mohou redukovat molekularni
dusik (vzdusny, N2) na amonny ion, coz je katalyzovano enzymem nitrogenaza. Tato reakce je
energeticky naro¢na — na vytvoreni 1 molu amonnych ionta se spotiebuje ptiblizné 13,5 molu
ATP (Sprentova, 1987 v Mollerova, 2006). Bakterie tuto energii ziskavaji od hostitelské
rostliny ve formé cukri vytvofenych ve fotosyntéze a na oplatku rostliné poskytuji prave
amonné ionty. Rostlindm se tedy symbiotickd fixace dusiku vyplati predevSim v prostredi
s nedostatkem dusiku ve formé& pfistupné rostlindm (nitratové nebo amonné ionty) a pii
nadprodukci cukrii. Cinnost bakterii je rostlinou nejvice podporovana pied po¢atkem kveteni,
kdy je aktivita nitrogenazy nejvyssi. Pii kveteni se pocet hlizek 1 jejich hmotnost snizuje. Za
efektivné fixujici hlizky jsou povazovany takové, které jsou velké, dobie vyvinuté a na fezu
riZzové (zbarvené leghemoglobinem). Bilé a zelené hlizky jsou malo efektivni az parazitické a
hnédé odumiraji.

Nitrogenaza redukujici vzdusny dusik na amonny ion mlize jako substrat vyuzit acetylén, ktery
redukuje na etylén. Toho se vyuziva pii méfeni nitrogenazové aktivity pomoci acetylén
redukéni metody (acetylen reduction assay; ARA), kdy se pfedpokladd, ze rychlost redukce
acetylénu je vztazitelna k rychlosti fixace dusiku. Vyhodou metody ARA je, Ze je jednoducha,
rychla a citliva (Hardy et al., 1968).

Tato studie se zaméfuje na schopnost mikroorganismi tvofit hlizky s vojtéskou setou a jejich
efektivitu fixace vzduSného dusiku, nebot’ tuto biologickou fixaci dusiku nelze uplné nahradit
pramyslovymi hnojivy. Neni to vyhodné ani z hlediska vynosu, ani nasledného vlivu na
urodnost pudy (Houba a Hochman, 2009). Dodanim vhodného bakteridlniho kmene inokulaci
osiva vojtésky by se mohl zvysit vynos i1 obsah dusikatych latek v ptidé dostupnych naslednym
rostlindm.

Material a metody

Mikroorganismy

Byly vyuzity 4 kmeny hlizkovych bakterii rodu Ensifer ze sbirky Zeméd¢lského vyzkumu, spol.
St. 0. (ZVT). Identifikace byla provedena pomoci sekvenace 16S ribozomalni RNA jiz diive
na pracovisti ZVT (postup identifikace viz Matouskova et al., 2020). Kmeny bakterii byly
vyizolovany z hlizek rostlin vojtésky seté péstovanych ve skleniku ZVT a uchovavany
V kryokonzervovaném stavu pii -80 °C v tekutém kultivaénim médiu dle Tittabutr et al. (2007)
s ptidavkem glycerolu o objemu 150 ml/l kryoprotektiva.

Piiprava inokula
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Jednotlivé bakteridlni kmeny byly kultivovany v tekutém médiu (yeast mannitol media)
0 objemu 125 ml a sloZeni: 10 g/l mannitol, 0,5 g/l Ko2HPOg4, 0,2 g/l MgS0..7 H;0, 0,1 g/l NaCl
a 0,5 g/l kvasnicovy extrakt (Tittabutr et al., 2007). Inokula byla promichdvéna na tfepacce
o rychlosti 115 rpm, pfi 25 °C, ve tmé, po dobu 3 dnti. Koncentrace mikroorganismi po
ukonéeni kultivace byla fadové 10° CFU/mI (colony forming units). Bezprostiedné pied
inokulaci byla inokula nafedéna vodou na vyslednou koncentraci 108 CFU/ml.

Rostlinny materidl

Vojteska setd byla péstovana po 20 rostlindch v 5 nadobach s perlitem po dobu 8 tydnl ve
skleniku. Inokula byla aplikovana do perlitu s rostlinami s prvnim pravym listem (2 tydny od
zaseti; fenofaze BBCH 11), vZdy do jedné naddoby jedno inokulum, patd nadoba byla kontrolni
a nebyla zalita Zddnym inokulem. Rostliny byly zalévany dle potieby zalivkou deficitni na
dusik. Koncentrace makroprvkl v zasobnich roztocich, fedény 100x: 50 g/l KoHPOa, 37 g/l
CaCL2.2 H20, 15 g/l MgS04.7 H20. Koncentrace mikroprvki v zasobnich roztocich, fedény
1000x: 13,5 g/l FeCls.6 H20, 50,3 g/l Chelaton 3, 125 mg/l NazM004.5 H20, 2900 mg/l H3zBOs,
80 mg/l CuS04.5 H20, 1800 mg/l MnCl2.4 H20, 220 mg/l ZnSO4.7 H20.

Stanoveni schopnosti bakterii tvofit kofenové hlizky a efektivity fixace vzdusného dusiku
Efektivita fixace vzdusného dusiku (hodnota nitrogendzové aktivity) byla stanovena pomoci
acetylén redukéni metody (ARA). Rostliny vojtésky byly vyjmuty z perlitu, zvazeny a vlozeny
do sklenéné lahvic¢ky o objemu 330 ml s gumovym uzavérem. Pomoci injekéni stiikacky bylo
do lahvicek vstiiknuto 10 ml plynného acetylénu. Inkubace rostlin s acetylénem trvala 30
minut. Poté byl injekéni stiikackou odebran 1 ml plynného obsahu lahvicky a v tomto vzorku
bylo zméteno mnozstvi vyprodukovaného etylénu pomoci plynového chromatografu CHROM
5. Pak byly spocitany kotfenové hlizky. Hodnoty namétfené chromatografem byly piepocitany
na koncentraci etylénu v umol/ml ve vzorku [(plocha piku vzorku * koncentrace standardu
vV ppm) / (plocha piku standardu * objem 1 mol plynu)] a pomoci Pearsonova korelaéniho
koeficientu uréena korelace mezi poctem hlizek a koncentraci etylénu ve vzorku, mezi ¢erstvou
hmotnosti a koncentraci etylénu a mezi ¢erstvou hmotnosti a poctem hlizek u analyzovanych
rostlin. Zavislost koncentrace etylénu na case méfeni v ramci jednoho méticiho dne byla
stanovena pomoci neparametrického parového Wilcoxonova testu (Hollander a kol., 1972)
Vv programu R.

Vysledky

Rostliny vojtésky byly rozdéleny do 5 variant dle aplikovaného bakteridlniho kmene — 4
varianty s riznymi kmeny (Ensifer sp., Rhizobium sp.), pata varianta bez aplikace inokula
slouzila jako kontrola. I kdyZ kontrolni rostliny nebyly inokulovany, vS§echny mély na kofenech
hlizky. Jejich hlizky oproti t¢ém z inokulovanych variant byly vétsi a méné pocetné — ve vetSing
ptipadti mély vice vrchold, tvofily klastry. Casto byly piitomny 2 klastry blizko baze a nékolik
malych kulovitych svétlych hlizek. Kontrolni rostliny byly tedy pravdépodobné néjakym
zpusobem kontaminovany. Z téchto neocekavanych hlizek jsou vyizolovany bakterie a
piipraveny na sekvenaci. Primérny pocet hlizek na rostlinu vojtésky dle variant ukazuje Graf
varianty 2. Nejvice hlizek (57) bylo u rostliny z varianty 4. Zadna rostlina napii¢ variantami,
véetné kontroly, nebyla bez hlizek.
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Graf 1: Primérny pocet hlizek na kofenech rostlin vojtésky dle variant inokulace. Chybové
usecky znazoriuji smérodatnou odchylku.
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Nitrogenazova aktivita byla métena po sadach o 20 rostlinach, které obsahovaly vZdy 4 rostliny
Z kazdé varianty, aby se snizila chyba dand riiznou aktivitou enzymu nitrogenazy v cCase.
Z namétenych hodnot plyne, ze nejefektivnéjsi je varianta 4 (Graf 2), u které byla zaznamenana
1 nejvyssi hodnota. Aktivita nitrogenazy byla zjisténa také u hlizek na kotenech kontrolnich
rostlin a byla niZs§i nez aktivita u inokulovanych variant 1, 3 a 4. Hodnoty varianty 2 byly

srovnatelné s hodnotami kontroly.

Graf 2: Primérna koncentrace etylénu a nejvyssi naméfena hodnota koncentrace etylénu u
rostlin vojtésky dle variant inokulace. Chybové usecky znazoriuji smérodatnou odchylku.
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Daéle byla urcena zavislost koncentrace etylénu (aktivita nitrogendzy) na poctu hlizek (Graf 3).
Mezi témito parametry byla zjisténa slaba pozitivni korelace (r = 0,252).

Graf 3: Korelace mezi poctem hlizek a koncentraci etylénu.
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Jelikoz dostupnost dusiku pro rostlinu hraje roli v ristu a vyvoji rostliny, byla zvaZena také
cerstva hmotnost rostlin (Graf 4), a to pred méfenim ARA. Priimérna ¢erstva hmotnost se mezi
inokulovanymi variantami téméf nelisila, u kontroly byla nizsi ptiblizn€ o polovinu. Inokulace
tedy méla pozitivni vliv na rast rostlin. Dobfe patrné jsou rozdily v nejvyssi hodnoté Cerstvé
hmotnosti. Rostlina s nejvyssi Cerstvou hmotnosti (z varianty 4) méla také nejvyssi pocet hlizek

v

a nejvyssi hodnotu koncentrace etylénu.

Graf 4: Primérna a nejvyssi hodnota Cerstvé hmotnosti rostlin vojtésky dle variant inokulace.
fw — Cerstva hmotnost.
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Byla také urcena zavislost mezi ¢erstvou hmotnosti a koncentraci etylénu (Graf 5A) a mezi
cerstvou hmotnosti a po¢tem hlizek (Graf 5B). V obou ptipadech byla zjisténa stiedni pozitivni
korelace (r = 0,543; resp. r = 0,526).

Graf 5: Korelace mezi Cerstvou hmotnosti rostlin a koncentraci etylénu (A), korelace mezi
cerstvou hmotnosti rostlin a poctem hlizek (B).
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Koncentrace etylénu byla méfena od 9:00 do 13:50 hodin v jednom dni. Na hodnotach, které
byly zméteny po 13. hodiné, 1ze vidét sniZeni nitrogendzové aktivity (Graf 6). Pro statistické
hodnoceni byly odebrany odlehlé hodnoty vétsi/mensi nez 1,5nésobek interkvartilového rozpéti
(hodnoty vyssi nez 1,2 umol/ml). SniZeni aktivity nitrogendzy v priitbéhu dne bylo statisticky
prikazné na hladin€ vyznamnosti p < 0,01.

Graf 6: Zavislost aktivity nitrogenazy na ¢ase méfeni.
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Diskuse

Symbioza dusik fixujicich bakterii rodu Ensifer a vojtésky seté prokazateln¢ zvysila Cerstvou
hmotnost inokulovanych rostlin. ZlepSeni rastu rostlin vojtésky pozorovali také Bir6 et al.
(2000) pfi symbidze se dvéma rtiznymi rody rhizobii. Tato studie se zaméfila i na vliv
arbuskularni mykorhizni houby a kombinaci oSetfeni houby s rhizobii, kdy oSetfeni v§emi tfemi
symbionty vykazalo dalsi posileni sledovanych parametrii. Je tedy otazka, jak se budou
bakterialni kmeny rodu Ensifer vybrané v tomto piispévku chovat v kombinaci s mykorhizni
houbou, ale také s ptidni mikrofloérou, nebot’ pfitomnost houby miiZze snizovat nitrogenazovou
aktivitu hlizkovych bakterii (Plskova et al., 2004). Je ovSem pravdépodobné, Ze oSetfené
rostliny by 1 pfes to dosahovaly zlepSeni parametri v polnich podminkéch. Rhizobia a dalsi
mikroorganismy by se mohly pouzivat jako biohnojiva, nebot napf. zvySuji obsah
fotosyntetickych pigmentd, zlepSuji rist, vynos, G¢innost vyuziti vody a také napomahaji
rostlinam piekonavat stresové podminky (podrobné v Yapa et al., 2022).

Zavér

Z testovanych kment druhu Ensifer sp. ma nejlepsi schopnost tvorit hlizky s vojtéskou setou a
V této symbioze fixovat vzdusny dusik kmen, ktery byl pouzit na inokulaci varianty 4. Druhych
nejlepsich hodnot v koncentraci etylénu vyprodukovaném za 30 minut dosédhl kmen varianty 1,
podobném experimentu by bylo vhodné méteni aktivity nitrogendzy rozdélit do vice dnti a
provadet ve stejnou denni dobu, nebot’ se prokézal vliv denni doby na efektivitu fixace. Také
by bylo dobré péstovat kontrolni rostliny oddélené od inokulovanych variant, aby se ptedeslo

mozné kontaminaci pfi kontrole vlhkosti perlitu. Pfipadné povrchové vydezinfikovat osivo,
nebot’ rhizobia by mohla byt pfitomna na jeho povrchu.

Je v planu identifikovat dal§i kmeny mikroorganismi z hlizek vojtésky. Pfi testovani jejich
ucinnosti symbiozy s vojtéskou by bylo vhodné zatadit do experimentu také jiz testovany kmen
Z varianty 4. Dal$im krokem by mély byt experimenty v polnich podminkach, kdy bude osivo
oSetfeno inokuly znejlepSich testovanych kment bakterii, a budou sledovany vybrané
fenotypové znaky rostlin.
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Udrzitelnost péstovani minoritnich druhi jetelovin v suchych podminkach
okrajovych oblasti s vyuzitim hnojeni

Sustainability of cultivation of minor clover species in dry conditions of
marginal areas with the use of fertilization

Frei 1.1, Hutyrova H.}, Pelik4n J.2

YZemédeélsky vyzkum, spol. s r. 0., Troubsko
2Vyzkumny tistav picnindrsky, spol. s r. 0., Troubsko

Abstrakt

V polnim pokuse byl na jate v roce 2020 zalozen pokus vysevem tiech jetelotravnich smési a
jedné bylinotravni smési metodou zndhodnénych bloki ve tfech opakovanich a dvou variantach
— hnojené a nehnojené. V prvnim a druhém uzitkovém roce byly z kazdé varianty a opakovani
odebrany tiikrat za vegetatni obdobi vzorky urceny k laboratornim analyzdm na zjisténi
kvalitativnich parametrt a k vynosovym charakteristikim zhodnocenych Tukey HSD testem na
hladiné vyznamnosti a = 0,05.

V 1. uzitkovém roce v obou variantach se ve vynosech zelené hmoty a sena nejlépe projevila
smes 1: jilek vytrvaly ,,Jaran®, lipnice lu¢ni ,,Struga®, jitrocel kopinaty a ¢ekanka obecna. Ve
2. uzitkovém roce byly nejvyssi vynosy zelené hmoty a sena zjiStény u smesi 3: ovsik vyvysSeny
»Arone®, kostfava luéni ,,Roznovska®, stirovnik rizkaty ,,Tenor®.

Klic¢ova slova: zelené hmota, seno, travy, jeteloviny, byliny

Abstract

The field trial was established in the spring of 2020 by sowing three clover grass mixtures and
one herb grass mixture using the method of randomized block design with three replications
and two variants - fertilized and unfertilized. In 2021 and 2022, samples from each variant and
repetition were taken three times during the growing season for laboratory analysis to determine
qualitative parameters and yield characteristics evaluated by the Tukey HSD test at the a = 0.05
significance level.

In the 1st year of use in both variants, mixture 1 showed the best results in terms of green matter
and hay yields: Lolium perenne "Jaran", Poa pratensis "Struga"”, Plantago lanceolata and
Cichorium inthybus. In the 2nd useful year, the highest yields of green matter and hay were
found in mixture 3: Arrhenatherum elatius "Arone", Festuca pratensis "Roznovska", Lotus
corniculatus "Tenor".

Keywords: green matter, hay, grasses, clovers, herbs

Uvod

Stale castéji se objevujici periody sucha muzou piispét k ¢astecnému navratu jetelotravnich ¢i
bylinotravnich smési do osevniho postupu, a mohou tak produkovat hospodaisky vynos
(organicka hmota do bioplynovych stanic, prvovyroba krmiv) v dob¢, kdy to u jinych plodin
neni mozné. Je nutné Slechtit, selektovat a zkouset druhy a odriidy tolerujici suché periody a
zatazovat je do portfolia picninafské vyroby. Vybér a Slechténi na odolnost k suchu se
samoziejmé tyka i jednoletych picnin (Zofajova a kol. 2016). Vliv sucha je fesen také
Vv produkénich sadech a vinohradech, kde ze zkousi zatraviiovaci smési s minimalnimi naroky
na pudni vldhu (Vymyslicky, 2016).
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Material a metody

Na parcelach o velikosti 10 m? byl na jaie v roce 2020 zalozen pokus vysevem 3 jetelotravnich
smési a 1 bylinotravni smési metodou zndhodnénych blokl ve tfech opakovanich a dvou
variantach. Varianta 1 — nehnojena (kontrola) a varianta 2 — hnojena davkami NPK. Hnojeni
porostu bylo provedené v dubnu roku 2021 a roku 2022 v davkach: 333 g LAV (27 % N) + 177
g Superfosfat (17 % P) + 99,5 g Draselna sul (60 % K) = N90+P30+K60. Slozeni smési
znazoriiuje Tab. 1. Porost byl jak v roce 2020 tak i v roce 2021 oSetien tfemi plevelnymi se€emi.
V roce 2022 plevelna se¢ provadéna nebyla. Ve tiech terminech (viz Tab. 2) béhem vegetaniho
obdobi byly v kazdém opakovani z 0,25 m? (50 x 50 cm) odebrany vzorky uréené k zvazeni
zelené hmoty a naslednému rozboru na travy a jeteloviny, ve smési 1 na travy a byliny. Vzorky
Z prvni sece byly nasledné ususeny a byl proveden laboratorni rozbor na suSinu, N-latky
(organicky vazany dusik 1 veskery dusik), vldkninu, tuk, popeloviny, vodorozpustné cukry,
ADF, NDF, makroprvky a mikroprvky.

Celkové vysledky vynosu sena a zelené hmoty hnojené 1 nehnojené varianty za rok 2021 a 2022
byly statisticky vyhodnoceny metodou analyzy variance s naslednym testovanim statistické
vyznamnosti rozdild stfednich hodnot pomoci Tukeyova HSD testu na hladiné¢ vyznamnosti

o = 0,05.

Tabulka 1: SloZeni smési
smés ¢. 1 % | smés ¢. 2 % | smés ¢. 3 % | smés ¢. 4 %
Jilek vytrvaly | 30 | Jilek vytrvaly | 30 | Ovsik vyvySeny | 30 | Jilek vytrvaly | 30
,Jaran® Jaran® ,,Arone ,Jaran®
Lipnice luéni | 40 | Lipnice luéni | 50 | Kostfava  luéni | 50 | Lipnice luéni | 40
Hatruga® Latruga® ,,RozZnovska* Latruga®
Jitrocel kopinaty | 10 | Vicenec  ligrus | 20 | Stirovnik rizkaty | 20 | Vojtéska ménava | 30

,, Vistiovsky* ,,lenor ,,Kometa

Cekanka obecna | 20

Tabulka 2: Terminy odbéru vzorkil

rok 2021 1. se¢ 3.6. rok 2022 1.seé 23.5.
2. seé 3.8. 2. sed 28.7.
3. se 21.9. 3. sed 1.9.
Vysledky

Zastoupeni komponent:

Tabulka 3 uvadi zastoupeni komponent v jednotlivych smésich. U smési 1 doslo v prvnim roce
u obou variant k postupnému Gstupu travy a nartstu bylin. Pfedevs§im jitrocele. Ve hnojené
variant¢ ve druhém roce doslo k nardstu nevysetych plevelnych druhti. U smési 2 v obou
variantach byl zaznamenan vysoky podil travni komponenty v obou letech az na jeji tstup ve
3. seci 2. uzitkového roku. Bylinna komponenta (vicenec) se udrzoval po celou dobu péstovani
piiblizné na stejné Grovni a ve 3. se¢i 2. uzitkového roku byl dominantni komponentou. Ve
smési 3 se Stirovnik riizkaty projevil vyraznéji v nehnojené varianté. Ve smési dominovala
travni komponenta a ve tfeti seCi druhého roku doslo k prudkému poklesu zkouSenych
komponent a porost se siln¢ zaplevelil. Ve smési 4 se vojtéska vyraznéji uplatnila v nehnojené
variant¢, v niz byl zaznamenan pomérné vysoky podil nevysetych plevelnych druhi.
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Tabulka 3: Zastoupeni komponent

% komponent
Smes ¢. uzitkovy rok | se¢ nehnojena varianta hnojend varianta
trava | byliny | plevel | trava | byliny | plevel
1 1. 1. 73.63 | 26.37 0 90.34 9.66 0
2. 36.11 | 63.11 0.78 63.6 34.84 1.56
3. 47.64 | 52.36 0 41.71 575 0.79
2. 1. 55.45 | 4455 0 7251 | 27.49 0
2. 9.69 86.86 3.45 12.21 80.5 7.29
3. 0 78.29 21.71 0 64.78 35.22
2 1 1. 95.65 4.35 0 92.35 2.61 5.04
2. 87.21 8.99 3.8 94 6 0
3. 65.33 | 19.67 15 96.33 3.67 0
2. 1. 87.75 9.65 2.6 89.78 5.75 4.47
2. 50.47 24.5 25.03 | 57.15 19.3 23.55
3. 0 100 0 0 100 0
3 1 1. 98.67 1.33 0 99.72 0.28 0
2. 91.74 6.69 1.57 88.3 11.7 0
3. 88.05 | 11.95 0 98.02 1.98 0
2. 1. 84.76 | 15.24 0 95.23 4.77 0
2. 67.2 32.8 0 96 3 1
3. 7.72 3.75 88.53 | 41.06 0 58.94
4 1 1. 97.21 2.79 0 99.01 0.99 0
2. 65.58 | 18.97 1545 | 88.02 7.98 4
3. 60 25.51 14.49 97.8 1.37 0.83
2. 1. 59.15 | 36.22 4.63 83.75 12.8 3.45
2. 20.88 | 73.65 5.47 40.85 | 22.66 36.49
3. 96.83 3.17 0 100 0 0

Zelena hmota:

U nehnojené varianty se vynosy v 1. uzitkovém roce v 1. seci pohybovaly od 28,47 do 35,80
t.ha, ve 2. se¢i od 3,37 do 6,83 t.ha a ve 3. se¢i od 1,97 do 3,87 t.hal. Ve viech se¢ich byl
dosazen nejvySsi vynos u smési €. 1, kterd statisticky prikazné ptekonala ostatni smési
s vyjimkou smési ¢. 3. V celkové roéni produkci se vynosy pohybovaly od 33,8 do 46,5 t.ha™.
Nejvyssi vynos byl dosazen smési €. 1, kterd statisticky prikazné piekonala ostatni zkousené
smési. Ve 2. uzitkovém roce se vynosy pohybovaly Vv 1. seéi od 2,83 do 9,53 t.ha™, ve 2. se¢i
od 0,17 do 1,83 t.ha' a ve 3. se¢i od 1,10 do 1,57 t.ha™. V 1. se&i byl nejvyssi vynos dosazen
smesi €. 3, ktera statisticky prukazné pfekonala ostatni zkousené smési. Ve 2. se¢i byl nejvyssi
vynos dosazen smési €. 1, kterd statisticky prikazné piekonala ostatni zkousené smési a ve 3.
seCi byl nejvyssi vynos dosazen smeési €. 3, ktera statisticky prukazné ptekonala ostatni
zkousené smési s vyjimkou smesi €. 1. V celkové ro¢ni produkci zelené hmoty 2. uzitkového
roku se vynosy pohybovaly od 4,10 do 11,63 a nejvyssi vynos byl zaznamenéan u smési €. 3,
ktera statisticky prikazné piekonala ostatni zkousené smési.

U hnojené varianty se vynosy v 1. uzitkovém roce v 1. se¢i pohybovaly od 41,77 do
46,77 t.ha?, ve 2. se¢i od 4,87 do 8,70 t.ha™' a ve 3. seéi od 1,93 do 4,13 t.ha™. V 1. seéi byl
dosazen nejvyssi vynos u smési €. 1, ktera statisticky pritkkazné prekonala ostatni zkousené
smési. Ve 2. a 3. seci smési €. 3, kterd statisticky priikazné piekonala ostatni smési s vyjimkou
smési &. 1. V celkové roéni produkci se vynosy pohybovaly od 49,20 do 57,83 t.hala nejvyssi
vynos byl dosazen smési €. 1, kterd statisticky prikkazn¢ piekonala ostatni zkouSené smési,
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s vyjimkou smési €. 3. Ve 2. uzitkovém roce se vynosy pohybovaly v 1. se¢i od 6,80 do 15,40
t.ha, ve 2. se¢i od 0,53 do 2,07 t.ha a ve 3. seéi od 1,30 do 2,23 t.hal. V 1. se¢i byl nejvyssi
vynos dosazen smési €. 3, ktera statisticky priikkazné pifekonala ostatni zkousené smési. V 2. seci
byl nejvyssi vynos dosazen smeési €. 1, kterd statisticky pritkazné piekonala ostatni zkouSené
smési s vyjimkou smeési €. 3 a ve 3. seci byl nejvyssi vynos dosazen smési €. 3, ktera statisticky
prikazné piekonala ostatni zkousené smési s vyjimkou smési €. 1. V celkové ro¢ni produkcei
zelené hmoty 2. uzitkového roku se vynosy pohybovaly od 8,63 do 19,57 t.ha™ a nejvyssi vynos
byl zaznamenan u smési €. 3, kterd statisticky prukazné piekonala ostatni zkouSené smési.

Ziskané hodnoty z vynost zelené hmoty zndzorniuje Tabulka 4.
Tabulka 4: Vynosy zelené hmoty z hnojené a nehnojené varianty

zelena hmota: nehnojena varianta

1. uzitkovy rok 2. uzitkovy rok
i 1. seé 2. seé 3. se¢ celkem 1. seé 2. se¢ 3. se¢ celkem
)é - = - N - - - -
£ |2 2]/8 88 £ |88 |, 2|8 2|8 5|t
135802 | 1 /683 1 |387%| 1 |46,50° 1 317 | 3 (1,832 1 |147%| 2 | 633" | 3
2 | 2847° | 4 |3,37°| 4 | 1,97°| 4 | 33,80¢ 4 2,83°| 4 [017°| 4 | 1,10°| 4 | 4,10° | 4
3 (3343 | 2 |567°| 2 |3,53%| 2 |4263° 2 9,532 | 1 (083" 2 |1,27®| 3 (11,63 | 1
4 | 3277° | 3 |4,00°] 3 [2,70°| 3 |3947°| 3 457° | 2 10,37°| 3 |157%| 1 | 650" | 2
zelend hmota: hnojena varianta
1. uzitkovy rok 2. uzitkovy rok
B 1. seé 2. seé 3. seé celkem 1. seé 2. se¢ 3. se¢ celkem
)g o . - - - - 5 - -
£ 18 £ |& 5|8 2|8 £ |%. 2|8 2|8 5 |t
146772 | 1| 763 | 2 {343 2 |57,83%| 1 | 7,70 | 2 {2,072 1 |2,03®| 2 |[11,80°| 2
2 | 4213 | 3 4,87°¢ 4 [220°| 3 |49,20°| 4 | 7,70° | 3 |1,20°| 3 |1,37*| 3 |10,27*| 3
3| 41,77° | 4 8,70? 1 (413%| 1 |54,60®%| 2 [1540%| 1 [1,93%| 2 |2,232| 1 | 19,572 | 1
4 | 4253° | 2 7,10° 3 1193"| 4 |5157°| 3 | 6,80° | 4 |053°] 4 |1,30°| 4 | 8,63° | 4
Seno:

U nehnojené varianty se vynosy v 1. uzitkovém roce v 1. seCi pohybovaly od 7,48 do
9,06 t.ha, ve 2. sei od 1,05 do 2,68 t.ha™ a ve 3. se¢i od 0,77 do 1,06 t.ha™l. V prvé seci byl
dosazen nejvysSi vynos u smési €. 3, kterd statisticky prikazné piekonala ostatni smési
s vyjimkou smési €. 4. Ve zbyvajicich secich byl nejvyssi vynos zaznamenéan u smési €. 1, kterd
ve 2. seCi statisticky prukazné pifekonala ostatni zkouSené smési a ve 3. seCi nebyl mezi
zkouSenymi variantami zji$tén statisticky rozdil. V celkové ro¢ni produkci se vynosy
pohybovaly od 9,71 do 12,19 t.ha. Nejvyssi vynos byl dosazen smési &. 3, kterd statisticky
prikazné piekonala ostatni zkouSené smési, s vyjimkou smési ¢. 1. Ve 2. uzitkovém roce se

vynosy pohybovaly v 1. seéi od 0,76 do 2,31 t.ha™®, ve 2. se¢i od 0,07 do 0,40 t.ha™* a ve 3. seci
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0d 0,31 do 0,45 t.ha™. V 1. se¢i byl nejvyssi vynos dosazen smési ¢. 3, ktera statisticky pritkazné
piekonala ostatni zkouSené smési. Ve 2. se€i byl nejvyssi vynos dosazen smési €. 1, kterd
statisticky priikazné ptekonala ostatni zkouSené smési a ve 3. se€i byl nejvyssi vynos dosazen
smesi €. 4, ktera statisticky prikazné prekonala ostatni zkousené smési s vyjimkou smési €. 3.
V celkové ro¢ni produkci sena 2. uzitkového roku se vynosy pohybovaly od 1,16 do
2,85 t.hal a nejvyssi vynos byl zaznamenan u smési ¢&. 3, kterd statisticky prikazné prekonala
ostatni zkouSené smési.

U hnojené varianty se vynosy v 1. uZitkovém roce v 1. se¢i pohybovaly od 9,30 do
10,79 t.ha, ve 2. se¢i od 1,95 do 3,12 t.ha™ a ve 3. sedi od 0,62 do 1,26 t.hal. V 1. seci byl
dosazen nejvyssi vynos u smési €. 1, kterd statisticky priikazné pfekonala pouze smés €. 3. Ve
2. a 3. seCi smési €. 3, ktera ve 2. seci statisticky prikazné piekonala ostatni smési s vyjimkou
smési €. 1 a ve 3. seci ostatni zkousené smési. V celkové ro¢ni produkei se vynosy pohybovaly
od 12,34 do 14,79 t.hal a nejvyssi vynos byl dosazen smési ¢&. 1, ktera statisticky priikazné
piekonala ostatni zkousené smési, s vyjimkou smési €. 3. Ve 2. uzitkovém roce se vynosy
pohybovaly v 1. se¢i od 1,94 do 4,79 t.ha, ve 2. se¢i od 0,14 do 0,59 t.ha a ve 3. se¢i 0d 0,31
do 0,96 t.hal. Ve viech se¢ich byl nejvyssi vynos dosazen smési €. 3, kterd statisticky pritkazné
piekonala ostatni zkousené smési. V celkové ro¢ni produkei sena 2. uzitkového roku se vynosy
pohybovaly od 2,41 do 6,34 t.ha a nejvyssi vynos byl zaznamenin u smési ¢. 3, kterd
statisticky priikazné piekonala ostatni zkouSené smési. Vynosy sena z 1. a 2. uzitkového roku
znazoriiuje Tabulka 5.

Tabulka 5: Vynosy sena z hnojené a nehnojené varianty
seno: nehnojena varianta

1. uzitkovy rok 2. uzitkovy rok
5 | 1. sec 2. se¢ 3. sec celkem 1. se¢ 2. sec 3. se¢ celkem
=
ZB ol R el o | ol ol o
2 |8 2]/8 28 2 &2 2|8 2|8 £ 8 £|%
1| 7,74 | 3 |268 | 1 |106*| 1 |11,48%| 2 |0,76°| 3 |0,40°| 1 [ 0,36° | 3 |1,52| 3
2 | 748 | 4 | 105| 4 |095°| 3 | 971° | 4 |0,76°| 4 |0,08°| 3 | 031°| 4 [ 116°| 4
3 1906 | 1 ]210°] 2 |1,04°] 2 |12,198 | 1 |2,31®] 1 |0,17°| 2 |038%| 2 [285% | 1
4 | 849® | 2 [ 142°| 3 |0,77*| 4 |10,68*| 3 |1,18"°| 2 [0,07°| 4 | 045° | 1 | 1,70°| 2
seno: hnojena varianta
1. uzitkovy rok 2. uzitkovy rok
2 1. se¢ 2. sec 3. sec celkem 1. se¢ 2. sec 3. sec celkem
E — - - — — — - —
17} D N : et : " ; " T " " " - " - o
2R S|’ 5|8 2 % 2|8 2|8 5858
1[10,79%| 1 |306®] 2 [094°| 2 [ 1479 | 1 [199°| 3 |044°] 2 [051° | 2 [ 2,94°| 2
2 1 972® | 3 119°| 4 |068™| 3 |12,34°| 4 |2,18°| 2 |0,38°| 3 | 031°| 4 [288" | 3
3 [10,07%] 2 |3,12% | 1 [ 1,26°| 1 |1446° | 2 [479%| 1 |059°| 1 |096*| 1 |6,34°| 1
4 ] 930° | 4 [249°| 3 |062°| 4 |12,41° | 3 [1,94°] 4 |0,14°| 4 | 0,33 | 3 | 241°| 4
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Diskuze

Zékladnimi porosty s picnindiskym vyuzitim jsou louky a pastviny. Tyto porosty svou
zivinovou, biologickou a picninafskou hodnotou tvoii zéklad pro vyvoj zvéfe, jej zdravotni
odolnost a reprodukci (Mohelsky, 2020). Volba slozeni porostt je dana podminkami stanovisteé
a vyuzitim. Jak uvadi Santrtickova (2014), pii zakladani je nutné si provéfit, co je mozné
v danych ekologickym pomérech s uspéchem péstovat. V oblastech, kde prevlada
evapotranspirace nad srdzkami, vznikaji v pidach malo rozpustné uhlicitany a posouva se pH,
co ovliviiuje obsah i pfisun Zivin potfebnych pro rozvoj rostlin. Proto se na§ vyzkum zaméfil
na péstovani a vyuziti minoritnich druhti vhodnych pro péstovani v suchych oblastech
S vyuZitim hnojeni.

Tabulky 4 a 5 uvadi vysi vynost zelené hmoty a sena, jak hnojené tak nehnojené varianty v 1.
uzitkovém roce (2021) a v 2. uzitkovém roce (2022). Hnojena varianta v 1. uzitkovém roce
zvysila vynos zelené hmoty oproti nehnojené varianté od 24 % (smés 1) az do 45 % (smés 2).
V 2. uzitkovém roce se vynos zelené hmoty hnojené varianty oproti varianté nehnojené
nékolikandsobné zvysil. U smési 4 0 32 % a u smési 2 az o 150 %.

Hnojeni porostu zvysilo 1 produkci sena. V 1. uzitkovém roce byly vynosy v hnojené varianté
0 16 % (smés 4) az 29 % (smés 1) vyssi oproti varianté nehnojené. V 2. uzitkovém roce byly
vynosy sena oproti nehnojené varianté o 42 % (smés 4) az 148 % (smé&s 2) vyssi. Z hlediska
kvality pice dle laboratornich rozbort z prvni sece hnojeni zvysilo obsah dusikatych latek a
tuku v zelené hmot¢.

Zelena pice je objemovym krmivem s vys$§im obsahem vody. Jeji nutri¢ni hodnotu ovliviiuje
nejen hnojeni, ale 1 botanické slozeni, fenofaze v obdobi sklizné¢, a zejména stanovistni a
klimatické podminky (Ryant, Skladanka, 2004). Na vy$i vynosu m¢l proto mimo hnojeni
vyrazny vliv 1 Uhrn srdZzek v obdobi leden-zati, kdy v roce 2022 spadlo o 31,5 % min srazek
(325,6 mm) oproti roku 2021 (474,8 mm). Vyssi uhrn srdzek ovliviiuje rist trav a bylin, nizsi
uhrn srazek zas podporuje rust jetelovin.

Tabulka 6: Kvalita pice

2021 NL ADF NDF Tuk Cukry

1. se¢ | nehnojens | hnojena | nehnojena | hnojend | nehnojend | hnojené | nehnojend | hnojena | nehnojend | hnojend
smes 1 8,31 9,09 | 30,23 |30,56 | 57,14 | 57,19 1,42 1,42 12,46 | 12,86
smés2 | 6,65 10,38 | 28,52 | 2991 | 56,32 | 54,84 1,2 1,6 17,24 | 12,97
smés3 | 9,92 11,75 | 33,87 | 345 62,43 | 60,88 1,86 1,34 13,43 | 14,68
smés4 | 7,73 114 28,9 | 30,31 | 49,77 | 54,25 1,21 2,45 13,71 | 10,87

2022 NL ADF NDF Tuk Cukry

1. se€ | nehnojens | hnojena | nehnojena | hnojend | nehnojené | hnojena | nehnojena | hnojena | nehnojend | hnojena
smés 1| 11,38 | 14,15 | 28,93 | 30,87 | 52,74 |53,87 | 1,53 2,05 | 13,26 | 10,35
smés 2 10,8 13,42 | 30,14 | 29,22 | 55,81 | 55,67 1,86 2,4 12,8 17,35
smés3 | 10,21 | 11,53 | 34,15 | 33,93 | 60,35 | 63,45 1,58 1,87 10,7 13,65
smés4 | 10,72 | 14,74 29,6 27,98 | 53,01 | 53,58 1,71 2,06 19,63 | 16,21
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V 1. uzitkovém roce (v hnojené i nehnojené varianté) se ve vynosech zelené hmoty a sena
nejlépe projevila bylino-travni smés 1, se sloZzenim jilek vytrvaly ,Jaran®, lipnice lu¢ni
,Struga®, jitrocel kopinaty a ¢ekanka obecna. Uspéch této smési je v piitomnosti jitrocele
kopinatého, ktery v 2. a 3. seci (tj. v mésicich s niz§im ¢i nizkym thrnem srazek) vytvofil oproti
travam velké mnozstvi biomasy. Druhou smési v 1. uZitkovém roce ve vynosu zelené hmoty a
sena byla jetelotravni smé&s 3 se sloZzenim ovsik vyvySeny ,,Arone“, kostfava lucni
»Roznovskd®, Stirovnik razkaty ,,Tenor”. Vynosy hnojen¢ i nehnojené varianty vyrazné
ovlivnila pfitomnost ovsiku, ktery pii dostatecném mnoZzstvi zivin v pudé vytvaii velké
mnozstvi biomasy.

Ve 2. uzitkovém roce se nejlépe projevila v hnojené i nehnojené varianté ve vynosech zelené
hmoty a sena smés 3, coZ je dano zesilenim kofenového systému a stabilizaci vyrostlych rostlin.
Druhou smési s nejvysSim vynosem byla v nehnojené varianté smés 4 a v hnojené varianté smeés
1.

Odbér zivin travnich porostti, dle Ryanta a Sklddanky (2004), je zna¢né zavisly i na mnozstvi
sklizené pice a Grovni hnojeni. Pti produkci 7 t sena z 1 ha odebere travni porost 130 — 150 kg
dusiku, 25 — 30 kg fosforu a 150 — 180 kg drasliku. Potfeba hnojeni dusikem je vyznamna
zejména pro travni druhy. Bez dostate¢né zasoby drasliku a fosforu v pidé se vyznam hnojeni
dusikem snizuje. Proto mé z hlediska vynost hnojeni porosti uréenych pro pastvu, nebo se¢ na
seno Vv suchych oblastech svlij vyznam.

Podékovani
Prispévek byl zpracovan za podpory projektu "Narodni program konzervace a vyuzivani
genetickych zdroji rostlin a agrobiodiversity", Jeteloviny a ostatni picniny, VUP Troubsko

51834/2017-MZE-17253/6.2.2. a DKRVO, ¢islo MZE-RO1722, financovaného Ministerstvem
zemedelstvi.

263



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

Literatura

Mohelsky, M.: Porovnani Gzivnosti stanovist’ piirodnich a kulturnich porostt [online]. 2020
[cit. 2022-10-05]. Dostupné z: https://myslivost.cz/Casopis-Myslivost/MY SLIVOST-Straz-
myslivosti/2020/Prosinec-2020/Porovnani-uzivnosti-stanovist-prirodnich-a-kulturn

Ryant, P., Sklddanka, J.: Vyziva a hnojeni trvalych travnich porostii (2004). Sbornik pfednéasek
z mezinarodni konference a setkani chovatelti ovce — kozy — se¢, Se¢ 19.-20.11.2004, s. 16-
22.

Santriickova, H.: Zaklady ekologie piidy (2014). Jihoéeska univerzita v Ceskych Budgjovicich.
125 s. ISBN: 978-80-7394-480-3.

Vymyslicky, T., Pavlousek P.: Multifunkéni role leguminéz ve vinohradech a sadech (2016).
Uroda 12-2016, védecka piiloha, s. 193-196. ISSN 0139-6013.

Zofajova, A., Svec, M., Hauptvogel, P.: Tolerancia vo&i suchu pri psenici (2016). Uroda 12-
2016, védecka piiloha, s. 193-196. ISSN 0139-6013.

Kontakt:

Ing. Ivana Frei, Ph.D.
Zemédelsky vyzkum, spol. s r.0.
Zahradni 1, 664 41 Troubsko
608 126 267, frei@vupt.cz

264



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

Vyzkum péstitelské technologie zrnového ¢iroku s ohledem na klimatickou
zménu v oblasti beskyd

Research of cultivation technology of grain sorghum with respect to climate
change in the Beskyd area

Frydrych J.1, Hermuth J.2, Brad4gova L.}

LOSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o., Zubii
2 Vyzkumny vstav rostlinné vyroby, v. v. i., Praha

Abstrakt

Cirok zrnovy 'Ruzrok' byl v roce 2017 az 2021 sklizen na vynos zelené, suché hmoty a suiny
na stanovisti v Zubfi v jednoseéném a dvouseéném rezimu. Z vynosovych vysledkt zelené,
suché hmoty a suSiny dosdhl ¢irok nejvysSiho vynosu ve vSech skliziiovych letech pfi
dvouseéné i jednoseéné sklizni u varianty s vysevem 25 kg.ha™. Varianta s vysevkem 25 kg.ha"
! dosahla v roce 2017 a 2018 priimé&rného vynosu 60,78 t.ha™ zelené hmoty a 17,14 t.ha susiny
pfi dvouseéné sklizni. Pfi jednosené sklizni s vysevkem 25 kg.ha? dosahla varianta ¢iroku
v letech 20192021 primérného vynosu 30,79 t.ha’ zelené hmoty a 11,99 t.ha?® susiny.
V podminkidch Zubii dosahl ¢irok zrnovy 'Ruzrok' velice ptiznivych vysledki v obdobi
zkuSebnich let 2017-2021 a lze jej do oblasti Beskyd pro jeho Siroké multifunkéni vyuZiti pro
péstovani doporugit. Cirok zrnovy 'Ruzrok’ piedstavuje v soudasnosti perspektivni letni
meziplodinu v podminkach méniciho se klimatu v souvislosti s oteplovanim.

Kli¢ova slova: Cirok, odrtida 'Ruzrok’, vynos zelené a suché hmoty, sklizen, termin sklizné

Abstract

Grain sorghum 'Ruzrok’ was harvested from 2017 to 2021 for the yield of green, dry matter and
dry weight at the site in Zubri in a single-cut and double-cut regime. From the yield results of
green matter, dry matter and dry weight, sorghum achieved the highest yield in all harvest years
in both double-cut and single-cut harvesting in the variant with sowing of 25 kg.ha™. The
variant with a sowing rate of 25 kg.ha* achieved an average yield of 60.78 t.ha™ of green matter
and 17.14 t.ha® of dry weight 2017 and 2018 during two-cut harvesting. In a single-cut harvest
with a sowing rate of 25 t.ha*, the sorghum variant achieved an average yield of 30.79 t.ha™* of
green matter and 11.99 t.ha! of dry weight in the years 2019-2021. In the conditions of ZubiA,
grain sorghum 'Ruzrok' achieved very favorable results during the trial years 2017-2021 and
can be recommended for the Beskydy region for its wide multifunctional use for cultivation.
Grain sorghum 'Ruzrok’ is currently a promising summer intercrop in the conditions of a
changing climate in connection with warming.

Keywords: sorghum, 'Ruzrok’ variety, yield of green and dry matter, harvest, harvest date

Uvod
Cirok (Sorghum) je zemédélsky vyznamny rod rostlin z &eledi lipnicovité. Je péstovan
jako obilnina, napf. na vyrobu mouky a pouziva se téz ke krmnym a technickym acelam.

Hospodaisky vyznam maji zejména rizné variety ¢iroku dvoubarevného (Sorghum bicolor):
¢irok zrnovy (Sorghum bicolor var. eusorghum) — varieta ¢iroku péstovana pro zrno (obilky);
¢irok technicky (metlovy) (Sorghum bicolor var. technicum) — péstuje se pro latu, ze které se
vyrab¢ji kostata a kartdCe, vedlejsi produkt lidové nazyvané ,,ryZové™ zrno se pouziva ke
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krmnym Gcéelim; ¢irok cukrovy (Sorghum bicolor var. saccharatum) — stébla této variety
obsahuji $tdvu az s osmnacti procenty glukozy; cCirok sudansky (tzv. ,,suddnska trava‘)
(Sorghum bicolor var. sudanense) — tato varieta se pro bujny rust pouziva jako picnina. Zrna
¢iroku neobsahuji lepek. Hlavnimi komponenty jsou pfiblizné: 10 % vody, 8-10 % bilkovin
(horsi kvality), 70 % sacharidt, 1-3 % vlakniny, 3-6 % tukt. Dale obsahuje taniny
a alkaloid dhurrin.

Tab. 1: Hlavni producenti ¢iroku ve svété

Stat Vyméra Produkce
% mil. ha % mil. t
Afrika 65,0 26,7 43,0 26,0
S/J Amerika 14,0 57 33,0 20,5
Austrilie, Cina, Indie 17,0 7,0 19,0 11,8
Evropa 1,5 0,6 2,5 1,5
Ostatni 2,5 1,0 2,5 15

(Zdroj: USDA 2015/2017)

56 % z celkové produkce urceno pro lidskou vyzivu; 44 % krmivo pro zvitata
Hlavni exportér — USA, dale Australie a Argentina
Hlavni importér — Cina, dale Japonsko, Mexiko a Evropa

Tab. 2: Evropska produkce zrna ¢iroku (EU-28 + Ukrajina a Rusko); 2018

Zemé Vyméra (tis. ha) Produkce

narust oproti 2017 (tis. tun)
Rusko 90 — 200
Francie 70 + 14 % 350
Ukrajina 54 +25% 180
Italie 46 +9 % 300
Mad’arsko 20 + 50 % 90
Rumunsko 19 +18 % 95
Spanélsko 9 + 28 % 43
Bulharsko 4 + 100 % 18
Rakousko 4 +30 % 40
Celkem 316 1316

Se zménou klimatu je spojeno mnoho nezadoucich aspektil, které mohou v budoucnu silné
ovlivnit zemé&délskou produkci nejen v CR, ale i v dalsich zemich stiedni Evropy. Problémy
zpusobené suchem a jeho dopadem na zemédélskou produkci zacinaji byt vazné a naléhavé.
Cirok a bér italsky by mohly byt feSenim pro &eské poméry. Mohou poskytovat dobré vynosy
1 v suchych obdobich (Hermuth a kol. 2016).

Rostouci naklady na energii a omezené zasoby ropy a plynu vyvolaly potfebu vyvinout
alternativni paliva z obnovitelnych zdroji. Potteba vytvaret velké a udrzitelné dodavky
biomasy, aby byla vyroba biopaliv z lignocelulézy ziskova, bude vyzadovat vyvoj plodin
péstovanych specialné pro vyrobu bioenergie. Jako specializované bioenergetické plodiny se
bude pouzivat n¢kolik riznych druhi, a to z nékolika diivod; ocekava se, ze ¢irok (Sorghum
bicolor L. Moench) bude jednim z téchto druhti (Roney a kol. 2007).

Hodnoceni komer¢nich hybrid za omezené dostupnosti vody ma primarni vyznam pro
posouzeni c¢iroku dvoubarevného (Moench) jako potencidlni viceucelové bioenergetické
plodiny v prostfedich nachylnych k suchu ve Stfedomoii. Deset genotyptu bylo péstovano

266



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

béhem tii vegetanich obdobi (2010, 2011 a 2012) v pokusech na otevieném poli a v pokusech
Vv nadobach (2014). Fenologické vlastnosti, produkce biomasy, obsah vldkniny a chemické
sloZeni biomasy byly méfeny v podminkach zavlazovani a desté. Rozdily v produkci biomasy
mezi deseti genotypy se v prubchu let liSily. V tfiletém experimentu byly zjistény vyznamné
rozdily mezi deseti genotypy z hlediska délky vegetativniho ristu (P<0,05) a produkce
nadzemni suché biomasy (P<0,1) v reakci na zavlazované a destové podminky (Fracasso a kol.
2017).

Material a metody

Na pokusném stanovisti OSEVA Zubii byl zaset ¢irok zrnovy 'Ruzrok’ v letech 2017-2021.
Porosty byly sledovany na vynos zelené hmoty, suché hmoty a obsah susiny, s moznosti vyuziti
produkce pro energetické ucely.

7

Cirok zrnovy 'Ruzrok’

'Ruzrok’ predstavuje prvni multiliniovy kultivar ¢iroku ¢eského piivodu p. Ing. Jitiho Hermutha
z Vyzkumného tustavu rostlinné vyroby Praha. (CRI). Jedna se o liniovy kultivar, ktery byl
vyprodukovan fadou pozitivnich a negativnich selekci z populace shromazdéné v Bilych
Karpatech na Moravé. V CRI se také provadi udrzovaci Slechténi kultivaru. 'Ruzrok’ lze
pestovat jako energetickou plodinu pro produkci biomasy, krmiv a pice pro zvitrata
(pfezvykavce). Hlavnimi vyhodami odrady 'Ruzrok’ jsou vysoka relativni rychlost ristu,
vysoka konecnd vysSka rostliny a vysoky vytézek rostlinné biomasy produkované béhem
vegeta¢niho obdobi rostlin. 'Ruzrok’ 1ze vsak péstovat i na zrno, protoze je schopen produkovat
zrala semena v mirném klimatu stfedni Evropy. Diky svym specifickym znakiim, pfedev§im
rychlému vegetaCnimu rdstu a ranosti, ale téz schopnosti dozrat a vyprodukovat zrno
v podminkach CR, je odriida vhodna do osevnich postupti jako hlavni plodina péstovana pro
biomasu anebo i pro zrno, ale také jako fytosanitarni meziplodina.

Potravinarské vyuziti ¢iroku 'Ruzrok’ na zrno

Zrno muze byt vyuzito pro potravinaiské ucely. Musi vSak byt splnény normy pro obsah taninu,
ktery se vyskytuje v obalovych vrstvach zrna. Zrno ¢iroku odridy 'Ruzrok’ Ize technologickymi
postupy zbavit vnéjsich obalti bohatych na taniny, polyfenolickych latek sviravé chuti, které
zpusobuji specifické tmave rubinové zbarveni zrna. Obrousend zrna zbavena vnéjsSich oball 1ze
pak mlit na krupici ¢i mouku. Spolecnost PRO-BIO Staré Mésto pod Snéznikem, kterd se
zabyva zpracovanim a vyrobou biopotravin rostlinného ptivodu, pouzila technologii obruSovani
zrna, ktera vedla k u¢innému odstranéni vnéjSich vrstev zrna obsahujicich tanin, a tim vytvofila
produkt prosty taninu. Cirokova mouka sice nema takové technologické vlastnosti, aby se z ni
samostatné dalo péct pecivo, ale lze ji ptidavat do riiznych smési. Velkou vyhodou Cirokové
krupice, mouky a dalSich produktl z ¢irokovych zrn je, Ze jsou bezlepkové, jsou tedy vhodné
pro osoby trpici celiakii.

Tab. 3: Chemicka charakterizace sloZeni zrna (%) u odridy 'Ruzrok’

Obsah hrubych Tuky BNLV Vlaknina Popeloviny
bilkovin
12,62 2,89 69,15 5,61 1,31

Vyuziti ¢iroku zrnového "Ruzrok’ v pivovarnictvi

V roce 2018 byla pfipravena: Ovétena technologie ve vyuziti prvni ¢eské odridy zrnového
¢iroku 'Ruzrok’ v pivovarnictvi, vyvoj receptur riznych druhti svrchné kvasenych piv, testovani
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a chovani sladovaného i nesladovaného ¢iroku (odrtidy 'Ruzrok’) v procesu vyroby piva a jeho
vlivu na senzorické vlastnosti piva. Ovéiena technologie je vyvinuta ve spolupraci VURV, v.
v. i. a Remeslného pivovaru Clock s.r.0., zajist'ujici sériovou vyrobu pozadovaného typu piva.
Originalita této technologie spociva ve vyuziti ¢irokového sladu z ¢eské odrudy 'Ruzrok’, ktery
pomah4 snizit mnoZstvi lepku v pivu. Rozborem zjisténé mnozstvi gliadinu je pod 10 mg.17?,
toto svrchné kvasené pivo je fazené mezi bezlepkové vhodné pro celiaky. Dosud v Ceské
republice nebylo vyuZito pfi vyrobé specidlnich piv ¢irokového sladu. Pivo se prodava pod
nazvem GLEE, ANTONIO a HERBEE.

Vysledky a diskuze

Ve vsech testovanych letech 2017-2021 pfiznivé ovlivnilo vzchédzeni €iroku preemergentni
aplikace piipravku Gardoprim Gold v davce 4 Lha na 400 1 vody. Porost &iroku byl bez
pleveld, které by negativné ovlivnily jeho vzejiti a nasledny vyvoj. Pokus s ¢irokem 'Ruzrok’
byl zalozen na pielomu kvétna a ¢ervna v testovanych letech. Pokus byl zaset do jednoho bloku
o velikosti parcel 10 m2 Pied setim byl pokus piihnojen davkou 50 kg N.ha?! ve formé
kombinovaného hnojiva NPK. V priibéhu vegetace byl &irok piihnojen davkou 90 kg N.ha™ ve
formé& ledku amonného s vdpencem. Zvoleny byly dvé varianty vysevu 20 a 25 kg.ha, kazda
ve 2 opakovanich v roce 2017 a 2018, v roce 2019-2021 ve vysevu 25 kg.ha™ s rozte¢i fadka
21 cm ve ¢tyfech opakovanich. Sklizen porostu byla provedena v jednosecném (v letech 2017—
2021) a dvouse¢ném rezimu (v roce 2017 a 2018).

Tab. 4: Vynosy zrnového ¢iroku 'Ruzrok’ v roce 2017 (primér 2 opakovani)

Varianta Pocet Datum % Vynos Vynos suché Vynos susiny
se€i sklizné | suSiny | zelené | hmoty pfi 85% (t.hal)
v zelené | hmoty | suSiné vsuché | vse€i | celkem
hmoté¢ | (tha?l) | hmoté (t.ha™)
, L. se¢ 2. 8. 24,73 33,60 9,78 8,31
> kohat | llset | 2.10. | 2537 | 2320 6,93 589 | 420
' jedna se¢ | 2.10. 37,42 21,35 9,40 7,99 7,99
, I. se¢ 2. 8. 28,79 36,00 12,19 10,36
XSY f(ZVha'l I.se¢ | 2.10. | 26,73 | 2595 8,16 604 | 2730
' jedna se¢ | 2.10. 38,59 27,85 12,65 10,75 10,75
Tab. 5: Vynosy zrnového ¢iroku 'Ruzrok’ v roce 2018 (primér 2 opakovani)
Varianta | Pocet Datum % Vynos Vynos suché Vynos suSiny
sedi sklizng | suSiny | zelené | hmoty p¥Fi 85% (t.hat)
v zelené | hmoty | suSiné vsuché | vsedi | celkem
hmoté¢ | (t.ha?) | hmoté (t.ha™)
, L. se¢ 9.8. 28,34 30,10 10,04 8,53
> Konat | lLset | ©.10. | 2583 | 2460 748 635 | 488
' jednase¢ | 9. 10. 36,38 22,50 9,64 8,19 8,19
Visev L. se¢ 9.8. 29,40 32,80 11,34 9,64 16.97
25 kg.ha't II. seé 9. 10. 27,32 26,80 8,62 7,33 ’
' jednase¢ | 9.10. 37,18 28,40 12,42 10,56 10,56

Z vynosovych vysledku zelené, suché hmoty a suSiny (Tab. 4) doséhl ¢irok nejvyssiho vynosu
susiny 17,3 t.ha pfi dvouseéné sklizni u varianty s vysevem 25 kg.ha™ v roce 2017. Varianta
s vysevem 25 kg.ha se projevila vhodné&jsi do klimatickych a stanovistnich podminek Zubf.
Soucasné bylo dosazeno i vynosu 61,95 t.ha™ zelené hmoty v roce 2017.
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Veskeré varianty a opakovani byly sklizeny jako celé rostliny v roce 2018. Z vynosovych
vysledki zelené, suché hmoty a susiny dosahl ¢irok nejvyssiho vynosu susiny 16,97 t.ha™ pfi
dvousecéné sklizni u varianty s vysevem 25 kg.ha™ (Tab. 5). Varianta s vysevkem 25 kg.ha™
dosahla v roce 2017 a 2018 priimérného vynosu 60,78 t.ha™! zelené hmoty a 17,14 t.ha™* susiny.

Tab. 6: Vynosy zrnového ¢iroku "‘Ruzrok’ v roce 2019-2021 (primér 4 opakovani)

Varianta Rok Datum % Vynos Vynos suché Vynos susiny
sklizng | sklizné | suSiny | zelené | hmoty p¥i 85% (t.hat)
Vv zelené | hmoty suSiné v suché celkem
hmoté¢ | (t.ha?) | hmoté (t.ha?)
Vysev 2019 1.10. 39,09 29,80 13,70 11,65
25 kg.ha't 2020 27.9. 39,42 30,57 14,18 12,05
2021 30.9. 38,77 31,78 14,49 12,32
Pramér | 2019-2021 39,09 30,79 14,12 11,99

V letech 2019-2021 byl ¢irok sklizen v jednoseéném rezimu se zalozenim na pielomu kvétna
a Cervna a se sklizni na prelomu zaii a fijna nejpozdeji do konce prvni dekady v fijnu.

Pii jednose¢né sklizni dosahla varianta ciroku V letech 2019-2021 primérného vynosu
30,79 t.ha? zelené hmoty a 11,99 tha™ susiny. V pribéhu zkusebnich let 2017-2021 byly
zaznamenany ojedinéle Cervené skvrny a na listech a zaschlé listy (po odeslani vzorki
a konzultaci s p. Ing. Hermuthem byl zjistén komplex chorob vyskytujicich se na ¢iroku
a skvrny zptsobené abiotickymi faktory). Jiné zdvazné onemocnéni na rostlinach ¢iroku nebylo
Zaznamenano.

Na podzim cirok obsahuje vice nez 50 % vody, a proto je vhodnéjsi ho sklizet samochodnymi
sklizecimi fezaCkami koncem zimy, kdy mraz rostliny castecné vysusi. Bohuzel pies zimni
obdobi dochazi v disledku neptiznivych podminek k ldmani rostlin a tim i k vysokym ztratdm
biomasy, které dosahuji az 50 % v porovnani s podzimnim terminem sklizné (Petfikova a kol.
2006). Cirok na zrno se sklizi sklizeci mlati¢kou upravenou na vysoky fez, a to v plné zralosti,
kdyz jsou zrna vybarvena a leskla (Kara a kol. 2005). Doporucuje se provést dvoufazovou
sklizen, nebot’ v dob¢ zluté zralosti zrn ma zelena hmota pomérné vysoky obsah vody (Moudry,
Strasil 1999). Vymléacené zrno je tfeba docistit a dosusit na vlhkost 15 °C. Semeno je tifeba
peclivé uskladnit, protoze velmi snadno plesnivi (Kéra a kol. 2005).

Komentar k pocasi v letech 2017-2021

Rok 2017 byl na zékladé¢ méfeni teploty vzduchu na lokalit¢ Zubii podle metodiky Svétové
meteorologické organizace hodnocen jako teplotné mimoiadné nadnormalni s primérnou
teplotou vzduchu 9,2 °C (odchylka proti normdlu +1,7 °C) a srdzkové normalni s ro¢nim
uhrnem srazek 845,3 mm (odchylka od normalu -19,2 mm).

Rok 2018 byl na zakladé méteni teploty vzduchu na lokalit¢ Zubii hodnocen jako teplotné
mimoiadné¢ nadnormalni s primérnou teplotou vzduchu 10,3 °C (odchylka proti normalu
+2,8 °C) a srazkove siln€ podnormdlni s roénim uhrnem srazek 586,5 mm (odchylka od
normalu —278 mm).

Rok 2019 pokracoval vtrendu zvySujici se primérné teploty vzduchu, atak patii
k nejteplejsimu roku za poslednich 10 let. Na zakladé méteni teploty vzduchu podle metodiky
Svétové meteorologické organizace, kdy Zubii dosdhlo primérné teploty 10,4 °C (odchylka
oproti normalu +2,9 °C), je hodnoceno jako mimofadné nadnormalni. Srazky s hodnotou
844 mm (odchylka od normalu —20 mm) se udrzely v normalu.
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Rok 2020 byl s primérnou teplotou 9,8 °C mimotfadné nadnormalni a srazkové s mnozstvim
srazek 1105,3 mm nadnormalni.

Rok 2021 byl s priimérnou teplotou 9 °C teplotné nadnormalni a srazkoveé s mnozstvim srazek
763 mm podnormalni.

Uvedené meteorologické tidaje za roky 2017-2021 dokladaji zejména zvySeni primérné teploty
vzduchu oproti dlouhodobému normélu ve vSech letech. Zejména zvySené primérné teploty
vzduchu v testovanych letech ovlivnily rist, vyvoj a vynos ¢iroku jako perspektivni letni
meziplodiny v podminkach méniciho se klimatu v souvislosti s oteplovanim.

Zavér

V soucasnosti nabyva na vyznamu inovace péstitelské technologie ¢iroku zejména z hlediska
jeho multifunkéniho vyuZiti jako meziplodiny, zdroje biomasy pro krmné a energetické tcely
a vyuziti zrna pro potravinaiské a krmné ucely v souvislosti s ménici se klimatickou zménou.
Odrtda ¢iroku zrnoveého 'Ruzrok' je prvni ¢eska odrida ¢iroku zrnového, vyslechténa Ing. Jifim
Hermuthem z VURV, v. v. i., kterd byla registrovana v roce 2014 pro podminky Ceské
republiky a byla testovana v podminkach margindlni oblasti vyzkumné stanice travinaiské
v Zubii. Cirok je mozné vyuzit pro sklizeit ve dvou sedich. Varianta s vysevkem 25 kg.ha™
dosahla v roce 2017 a 2018 primérného vynosu 60,78 t.ha™! zelené hmoty a 17,14 t.ha! susiny
pti dvousecné sklizni. Pfi jednose¢né sklizni dosahla varianta ¢iroku v letech 2019-2021
pramérného vynosu 30,79 tha? zelené hmoty a 11,99 t.ha susiny. Optimalni zasev &iroku je
pro dvousecnou i jednosecnou sklizent v podminkach Zubii do 31.5. Termin sklizné prvni sece
u dvousecného vyuziti je optimalni v posledni dekdd¢ cervence, maximalné na ptelomu
cervence a srpna a sklizné druhé sec¢e koncem zafi az v prvni dekadé fijna. U jednosec¢ného
vyuziti je optimalni sklizeni ¢iroku na prelomu zaii a fijna a do konce prvni dekady fijna. Vyuziti
¢iroku v marginalni oblasti Beskyd miizeme sméfovat zejména pro krmné, energetické tcely
piipadné i1 jako meziplodiny. Ve vSech skliziovych letech 2017-2021 ¢irok dozral na zrno,
které lze rovnéz vyuzit pro potravinaiské a krmné ucely. V podminkéch Zubii dosahl ¢irok
zrmovy 'Ruzrok' velice piiznivych vysledki a Ize jej do oblasti Beskyd pro jeho Siroké
multifunkéni vyuziti doporucit pro péstovani. Meteorologické udaje za roky 2017-2021
dokladaji zeyména zvyseni priimérné teploty vzduchu oproti dlouhodobému normalu a ovlivnily
rist, vyvoj a vynos ¢iroku jako perspektivni letni meziplodiny v podminkach méniciho se
klimatu v souvislosti s oteplovanim v marginalni oblasti Beskyd.
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Vyuziti vybranych travnich druhu a jejich smési jako meziplodin
Use of selected grass species and their mixtures as intercrop
Frydrych J., Bradacova L.

OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o., Zubri

Abstrakt

V podminkach OSEVY vyvoj a vyzkum s.r.o. Zubii byly testovany v letech 2019, 2020 a 2021
vybrané¢ druhy trav jako meziplodiny. Do sledovéani byl zatazen jilek vytrvaly 'Kentaur',
kosttava Cervena 'Zulu' a kostrava rakosovitd 'Kora' ve smésich s vyuzitim jako meziplodiny.
Vybrané travni smési byly zalozeny na pielomu kvétna a ¢ervna, koncem srpna a v mésici fijnu
Vv letech 2018, 2019 a 2020. U travnich smési sklizenych v prvnim uzitkovém roce 2019, 2020
a 2021 byl zjistén vynos zelené, suché hmoty a suSiny. Produkeci travnich smési a jilku
vytrvalého je mozné vyuzit pro energetické ti¢ely. Vynos susiny u jednotlivych smési a jilku
vytrvalého byl pfepocitan na ekvivalent cerného uhli (t). Nejvyssiho priimérného vynosu zelené
hmoty (38,4 t.ha!), suché hmoty (15 t.hal) a susiny (12,8 t.hal) dosahla smés jilku vytrvalého
'Kentaur' a kostravy rakosovité 'Kora' zalozend v prvnim terminu zasevu na pielomu kvétna a
gervna v letech 2018, 2019 a 2020 v davce 20 kg.ha™. Soucasné byl dosazen i nejvyssi
ekvivalent ¢erného uhli z jednoho hektaru (7,5 t).

Klic¢ova slova: vyzkum, plodina, vynos zelené¢ hmoty, suchd hmota, travni smés

Abstract

In the conditions of OSEV A Development and Research Ltd. Zubti were tested in 2019, 2020
and 2021 with selected types of grasses as intercrops. Perennial ryegrass 'Kentaur', red fescue
'Zulu' and reed fescue 'Kora' were included in the monitoring in mixtures with use as catch
crops. The selected grass mixtures were established at the turn of May and June, at the end of
August and in the month of October in the years 2018, 2019 and 2020. For the grass mixtures
harvested in the first useful year of 2019, 2020 and 2021, the yield of green matter, dry matter
and dry matter was determined. The production of grass mixtures and perennial ryegrass can
be used for energy purposes. The yield of dry matter for individual mixtures and perennial
ryegrass was recalculated to the equivalent of black coal (t). The highest average yield of green
matter (38.4 t.ha), dry matter weight (15 t.ha') and dry matter (12.8 t.ha) was achieved by a
mixture of perennial ryegrass 'Kentaur' and reed fescue 'Kora' established at the first sowing
date at the turn of May and June in 2018, 2019 and 2020 in a dose of 20 kg.ha. At the same
time, the highest equivalent of hard coal from one hectare (7.5 t) was also achieved.

Keywords: research, crop, green matter yield, dry matter, grass mixture

Uvod

Udrzitelna intenzifikace zemédélského hospodateni vyzaduje agroekologické a adaptivni fizeni
agropotravinaiského komplexu. Zde je vhodné se zaméfit na meziplodiny a na to, jak lze tuto
agroekologickou praxi vyuzit ke zvysSeni udrzitelnosti rostlinné vyroby. Krom¢ dosazeni vyssi
produktivity mize diverzifikace péstebnich systémil pomoci strategickych meziplodin zvysit
stabilitu vynosu, snizit vyskyt skidcii a zlepSit zdravi pidy. V industrializované zemédélské
krajing je jiz zavedeno nékolik systémii meziplodin, véetné smisenych meziplodin s vytrvalymi
travami a luskovinami, picniny a meziplodiny s ozimou pSenici a jetelem (Bybee-Finley, A. a
kol. 2018). Meziplodiny jsou pifinosem pro zivotni prostfedi a jsou Siroce doporucovany
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programy, které podporuji zemédé€lské postupy Setrné k Zivotnimu prostiedi. Meziplodiny
mohou omezit migraci zivin (zejména dusiku N a fosfor — P) do hlubsich vrstev pidy a ovliviuji
pH pudy, fyzikalni parametry pldy, jako je zhutnéni, poérovitost, obsah vody a teplota a
biologické a enzymaticka aktivita pidy. Meziplodiny hraji velmi dilezitou roli v zemédélskych
ekosystémech, a jejich vliv je ddn pfedev§im stanoviStnimi podminkami (pocasi a plidni
parametry) a dale rostlinnymi druhy, objemem biomasy a agronomickymi faktory (Wanic, M.
a kol. 2019).

Travy jsou velmi obsahlou a rozmanitou Celedi lipnicovitych (Poaceae), kterd je na uzemi
Ceské republiky zastoupena 64 rody (véetné vyznamnych obilnin) a vice nez 200 druhy. (Kubat
2002). Vyskyt trav je vazan na travinné ekosystémy, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou spoleCenstva
riznych typi ptirozenych a poloptirozenych lu¢nich porosti. V systému rostlin patii travy mezi
rostliny jednodélozné, které jsou charakterizované piitomnosti pouze jediného délozniho listku
a dal$imi znaky, jako je typ kofenového systému, stavba kvéti a rovnobéZzna Zilnatina listl.
Zahrnuji druhy jednoleté, viceleté¢ 1 vytrvalé, ozimé i jarni, cizosprasné i samosprasné.
Morfologicky tvofi pomérné jednotnou skupinu (Cagas a kol. 2010). Pro vyuziti trav jako
meziplodin je dulezita jejich rychlost vyvinu po zaseti. Rychlost vyvinu i stupenl vytrvalosti se
nefidi jen biologickymi vlastnostmi jednotlivych druhli trav, ale soucasné i stanovistnimi
podminkami a agrotechnikou. Spravnou agrotechnikou a racionalnim vyuZzitim miizeme
podstatné zvysit vytrvalost volné trsnatych trav. Do vyzkumu byl vybran jilek vytrvaly
s rychlym vyvinem, kostfava ¢ervena a kostiava rakosovita se sttedn¢ rychlym vyvinem.

Klesnil a kol. (1982) uvadéji, ze rychlost vyvinu je nepfimo umérnd vytrvalosti trav. Podle
rychlosti vyvinu mizeme viceleté travy rozdélit do tii skupin:

1. Tréavy s rychlym vyvinem, dosahujici nejvyssich vynost jiz v prvnim uzitkovém roce.
Jejich vytrvalost je vSak pomérné velmi nizka a mnohé z nich jiz v druhém az patém
uzitkovém roce hynou.

2. Travy se stfedné rychlym vyvinem, dospivajici do plné vykonnosti zpravidla v prvém
az druhém uzitkovém roce. Travy této skupiny se vyznacuji vyssi vytrvalosti, tj. 5-10
let.

3. Travy s pomalym vyvinem dosahuji maximalni ristovou energii pravidelné az ve tretim
nebo ¢tvrtém roce. Jejich vytrvalost v ptiznivych podminkach byva delsi nez 10 let.

Cagas a kol. (2010) uvad¢ji jako druhy, které rostou a vyvijeji se po zaseti pomérné rychle
bojinek luéni, bojinek hliznaty, jilek mnohokvéty, jilek vytrvaly, jilek hybridni, lipnici obecnou,
ovsik vyvyseny, svefep bezbranny. Sttedné rychle se vyviji po zaseti kostrava ¢ervena, kostfava
luéni, kostfava radkosovitd, srha lalo¢natd, srha hajni, medynck vlnaty, pohainka hiebenita,
tomka vonna, trojstét zlutavy. Pomaly riist a vyvoj autofi uvadeji u kostiavy ov¢i, lipnice lucni,
lipnice nizké, lipnice smacknuté, psarky lu¢ni, psinecku obecného, psinecku psiho, psinecku
velikého, chrastice rakosovité, metlice trsnaté, smélku Stihlého.

Vyznam viceletych picnin na orné pudé se zvysuje v souvislosti s udrzitelnym systémem
hospodateni v ¢eském zeméd¢€lstvi. V poslednich 20 letech doslo ke snizeni stavu viceletych
picnin na sou€asnych 10—15 % na orné pudé a ke zvySeni ploch kukufice. K nartistu ploch
kukufice doslo i v souvislosti s vystavbou zeméd€lskych bioplynovych stanic, kterych je
v soudasnosti v Ceské republice vice jak 500.

Cagas (1996) uvadi v Metodice pro zemédelskou praxi 3/96: Restrukturalizace a extenzifikace
rostlinné vyroby (Vrko¢ a kol. 1996): Travy samotné, tak i jejich smési s nejriznéjsimi druhy
jetelovin splnuji zdkladni poZadavky kladené na trvaly pokryv pldy, sniZeni rizika eroze,
omezeni druhotného zapleveleni, zlepSeni fyzikdlniho a chemického stavu pudy, podporu
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biologického Zivota v piid€ a v neposledni fad€ 1 okamZitou pohotovost k pfevodu téchto ploch
do bézné zemédelské vyroby. Ve vétsi ¢1 mensi mife se mohou travy a jeteloviny podilet na:

- kratkodobych thorech (1-3 roky),
- dlouhodobém zatravnéni,
- vytvoreni produkce zdroji obnovitelné energie.

Zatazenim vhodnych meziplodin, tzn. smési trav s jinymi plodinami pfipadné jetelovinami
a jinych plodin do osevnich postupti jako meziplodin se snizi negativni dopad mensi plochy
viceletych picnin na orné pidé€ a zlepsi celkovy stav piidy ve vztahu k ptidni trodnosti.

Charakteristika trav testovanych v podminkach OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. v Zub¥i

Jilek vytrvaly — vyznacuje se rychlym vyvinem po zaseti. Je nizSiho vzrustu, ale s dobrou
konkurenéni schopnosti. Patii mezi volné trsnaté travy ozimého charakteru. Poskytuje velmi
kvalitni pici. Snasi dobfe seSlapavani a intenzivni spdsdni. Ma velmi dobrou regeneracni
schopnost. Je zakladem vSech smési pro rychlou obnovu ploch a regeneracni ptisevy, kde se
uplatni jeho rychly vyvoj po zaseti.

Jilek vytrvaly 'Kentaur' poskytuje velmi vysoké vynosy pii sklizni na silaz — 116 % v prvni seci
ve srovnani se 4n kontrolami. Kvalita pice je na vysoké Urovni se vSemi vyhodami
tetraploidnich odrid, jako je snadnd konzervace diky vysokému obsahu cukra a vyssi kvalité
hmoty v dalsich se¢ich v porovnani s diploidnimi odriidami. Jedna se o tetraploidni odriidu se
sttedni az pozdni dobou metani, ur€enou pro pastevni vyuziti, kterd byla ve Statni odradové
knize CR registrovana v roce 2002. Odriida je odolna proti napadeni plisni sn&znou, méné
odolna proti napadeni listovymi skvrnitostmi, stfedné odolna proti napadeni rzi (UKZUZ,
2020). Odrtada byla vyslechténa kiizenim a néaslednym vybérem pozdnich typl zahrani¢nich

tetraploidnich odrud.

Kostfava cervena — picni odridy kostiavy Cervené ndlezi prevazné k vybézkaté formée
a uplatiiuji se v extenzivné obhospodaiovanych trvalych lu¢nich i pastevnich porostech na
extrémngéjsich stanovistich (ve vyssich polohach, chudsich ptidach) zapliuji v nich spodni patro
porostu a zvysSuji stabilitu drnu. Kostfava Cervena se Slechti predev§im pro travnikové
a doplitkoveé pro picninafské vyuziti. Nabidka zejména travnikovych odriid ve svéte je velmi
bohatd ve tfech morfologicky odlisnych forméch: trsnaté, kratce vybézkaté a dlouze vybézkaté.

Kostrava ¢ervena 'Zulu' je velmi rand odriida s velmi ¢asnym zacatkem jarniho riistu a ¢asnou
produkci zelené hmoty, vyrazné ran€jsi nez ostatni povolené odrudy, je trsnatd ozimého
charakteru. Obristani po sefich v letnich mésicich jen stiedni az slabsi. Odolnosti proti
chorobam stfedni, vytrvalost dobrd. Picnindiské vynosy stfedni az niz8i. Semenarsky jista,
vykonna, mén¢ vypadava. Je vhodnym komponentem smési pro viceleté az vytrvalé pastevni
porosty, které na jafe umoznuji az o 14 dni Casnéj$i zahdjeni prvni pastvy. Vzhledem
k pfiznivému jarnimu obristani je vhodna téz pro bézné, méné naroné travniky i v sussich
podminkach.

Kosttava rakosovita — zpocatku byla vyuZzivana pouze jako vysoce produkéni picni trava. Nyni
prevlada vyuziti jejich mimotadnych vlastnosti v travnikarstvi. Tomu odpovida i velky nartst
poctu travnikovych odrad, které pievazuji nad picnimi. V evropském katalogu (2009) je
zapsano celkem 212 odrad. Listina OECD (2010) uvadi celkem 357 odrtid. Vzhledem k vysoké
adaptabilité¢ druhu vaci riznym nepiiznivym faktorim se uplatiiuje v hrubsich, ne ptilis nizko
kosenych zatéZovanych travnicich (dostihové drahy, vybéhy, letistni plochy), v uzZitkovych
travnicich vefejné zelené, v extenzivnich tradvnicich krajinného charakteru na vysusnych i
mokrych stanovistich, k zatraviiovani mezifadi ovocnych sadli a vinic. Jemnéjsi travnikové
odrudy se stale Cast€ji uplatiiuji v hiisStovych travnicich.
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Kostiava rakosovita 'Kora' je rand az stfedné rand odriida, vhodna pro lucni i pastevni vyuziti.
Jarni rist velmi rychly, po secich husté¢ obrustd. Odolna proti napadeni plisni sné€znou, je
vytrvald a zimovzdorna. Dobie snasi letni ptisusky i zamokieni. List je stfedni a Siroky. Rostlina
je v nastupu do faze metani velmi rand. Lichoklas je dlouhy, Siroky az velmi Siroky se silnym
zaktivenim. Lichoklas, jeho kompaktnost je fidka az stfedni. Barva plevy semene je krémovée
zluta, semeno je kulaté, barvy zlatave zluté. Hmotnost tisice semen je vysoka.

Material a metody

Travni smési a jilek vytrvaly byly vysety v polnich maloparcelnich pokusech s riznymi
zpuisoby, resp. terminy zakladani v parcelkach o velikosti 10 m? s mezitadkovou vzdalenosti 21
cm. Soucasné byly odzkouseny tii zdsevy travnich smési na pfelomu kvétna a ¢ervna, koncem
srpna a v meésici fijnu v letech 2018, 2019 a 2020. Jilek vytrvaly byl odzkouSen v zasevu na
pfelomu srpna a zafi a fijna ve tfech testovanych letech 2018, 2019 a 2020. Plodiny byly
nahnojeny pted setim davkou 40 kg N.hal. Ve skliziovych letech 2019, 2020 a 2021 byly
pokusy prihnojeny davkou 54 kg N.ha v mésici dubnu.

Pokusy byly sklizeny na vynos zelené hmoty, suché hmoty a suSiny v jedné seci. Produkci
travnich smési a jilku vytrvalého je mozné vyuzit pro energetické ucely. Produkce suSiny byla
piepoCtena ekvivalentem Cerného uhli pro jednotlivé varianty smési. Uvedeny ekvivalent
¢ern¢ho uhli v tunach udava produkci susiny z 1 ha, kterd by nahradila uvedené mnozstvi
¢erného uhli.

V roce 2019, 2020 a 2021 byly zatazeny do vyzkumu jilek vytrvaly 'Kentaur', kostiava ervena
'Zulu' a kostfava rakosovita 'Kora'.

Popis pokusné lokality

Pozemky OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. v Zubii lezi v nadmotské vysce 345 m. Dlouhodoba
prumérna rocni teplota je 7,5 °C a dlouhodoby ro¢ni thrn srazek ¢ini 864,5 mm. Dlouhodoba
pramérnd teplota za vegetacni obdobi je 14,3 °C a dlouhodoby thrn srazek za vegeta¢ni obdobi
¢ini 546,8 mm. Pozemky na stanici se nachazeji v klimatickém regionu 7 — mirn¢ teplém.

Vysledky a diskuze

V maloparcelkovych pokusech byly zalozeny smési trav s jilkem vytrvalym 'Kentaur'
a kostfavou rakosovitou 'Kora' v davece 10 a 20 kg.ha' a smés jilku vytrvalého 'Kentaur'
a kostfavy &ervené 'Zulu' v davce 10 a 20 kg.ha! na prelomu mésice kvétna a dervna 2018,
2019 a 2020 a prelomu mésice srpna a zaii 2018, 2019 a 2020. Na pielomu mésice srpna a zafri
2018, 2019 a 2020 byl rovnéz zalozen jilek vytrvaly v davce 20 kg.ha™ ve tfech zkusebnich
letech 2018, 2019 a 2020. V fijnu 2018, 2019 a 2020 byla zaloZzena smés jilku vytrvalého
'Kentaur' a kostfavy rakosovité 'Kora' s vysevem 20 kg.ha! a jilku vytrvalého s vysevem 20
kg.hal. Celkové byly srovnany zésevy travnich smési ve tfech vysevnich terminech v letech
2018, 2019 a 2020 a zésev jilku vytrvalého v letech 2018, 2019 a 2020 ve dvou terminech.

Tab. 1: Primérny vynos zelené hmoty, suché hmoty, suSiny a energeticka produkce
vybranych travnich smési s hektarovymi a polovi¢nimi vysevky v roce 2019-2021

Smes Smes Smes Smes Smes
JV + KR JV + KR JV + KR JV + KR JV + KR
Hodnoceni 20 kg.ha! | 10kg.ha! | 20kg.ha! | 10kg.ha' | 20Kkg.hat
I. termin I. termin II. termin II. termin III. termin
vysevu vysevu vysevu vysevu Vysevu
Vynos zelené hmoty (t.hat) 38,4 36,1 35,8 34,0 18,0
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Vynos suché hmoty (t.ha') 15,0 13,9 13,8 13,2 6,8
Vynos susiny (t.ha) 12,8 11,8 11,7 11,2 5,8
Ekvivalent ¢erného uhli (t) 7,5 7,0 6,6 6,5 3,4

Smés JV + KR — sm¢s jilku vytrvalého a kostfavy rakosovité

Tab. 2: Primérny vynos zelené hmoty, suché hmoty, suSiny a energeticka produkce
vybranych travnich smési s hektarovymi a polovi¢nimi vysevky v roce 2019-2021

Smes Smes Smes Smes

JV+KC | JV+KC | JV+KC | JV+KC V V
Hodnoceni 20 kg.ha! | 10kg.ha! | 20 kg.ha'! | 10kg.ha' | 20 kg.ha? | 20 kg.ha

1. termin I. termin II. termin II. termin | II. termin | III. termin

vysevu vysevu vysevu vysevu vysevu vysevu

Vynos zelené hmoty (t.ha‘l) 37,0 35,3 34,9 33,8 31,0 17,1
Vynos suché hmoty (t.ha?) 13,7 13,4 13,1 12,1 11,6 6,2
Vynos susiny (t.ha™) 12,0 11,3 10,8 10,3 9,5 55
Ekvivalent ¢erného uhli (t) 7,0 6,6 6,6 6,2 5,8 3,1

Smés JV + KC — smés jilku vytrvalého a kostiavy &ervené
Ekvivalent ¢erného uhli (t) — uvedeny ekvivalent ¢erného uhli v tunach udava produkci susiny
z 1 ha, ktera by nahradila uvedené¢ mnozstvi ¢erné¢ho uhli.

V mésici ¢ervnu 2019, 2020 a 2021 ve tiech sklizitovych letech byly pokusy sklizeny na vynos
zelené, suché hmoty a susiny. Nejvyssiho primérného vynosu zelené (38,4 t.ha™t), suché hmoty
(15 t.hal) a susiny (12,8 t.hal) dosahla smés jilku vytrvalého 'Kentaur' a kostiavy rakosovité
'Kora' zaloZzena v prvnim terminu zasevu na ptrelomu kvétna a cervna 2018, 2019 a 2020.
Soucasn¢é byla dosazena i nejvy$si produkce ¢erného uhli z jednoho hektaru (7,5 t) jako
ekvivalentni ndhrada produkce susiny dané smeési. U prvniho zasevu na prelomu kvétna a
cervna 2018, 2019 a 2020 se projevila odolnost kostravy rakosovité a jeji prizpiisobivost vici
zejména deficitu srdzek v letnich meésicich, kdy smés jilku vytrvalého 'Kentaur' a kosttavy
rakosovité 'Kora' ve vysevnim mnozstvi 20 kg.ha® dosahla nejvyssiho vynosu zelené, suché
hmoty a suSiny oproti ostatnim variantdm smeési a jilku vytrvalého. Jilky jsou charakteristické
zejména rychlym vzchazenim a zapojenim porostu.

Jilky a jejich smési lze doporucdit jako meziplodiny na jafe, v pozdnim 1ét€¢ a na pocatku
podzimu. Jako meziplodiny lze vyuzit i1 jilek mnohokvéty (italsky) a jilek jednolety. Caga$
(2010) charakterizuje jilek mnohokvéty jako nejvyznamnéj$i travni druh pro intenzivni
picninafstvi na orné pidé, ktery se rovnéz péstuje jako rychlerostouci meziplodina.

Macha¢ (2019) doporucuje vysev jilku jednoletého co nejcasnéji na jafe, pokud to pudni
podminky dovoli. V pfiznivych oblastech (mirné zimy) lze nékteré odridy vysévat i ve tieti
dekad¢ zaii, podzimni seti mize ¢astecné eliminovat nedostatek vlahy v jarnich mésicich. Jilek
jednolety je mozné vyuzit timto zptisobem jako meziplodinu pro seti na podzim.

Travy jsou vyznamnou soucasti obnovitelnych zdrojii energie a pro energetické ucely je mozné
vyuzit i produkei travni biomasy meziplodin. Andert a kol. (2009) uvadéji, ze zvySovani Grovné
a produktivity zemédélské produkce také zvysuje plochu piidy nevyuzité pro produkci potravin.
Tyto plochy Ize vyuzit pro péstovani energetickych plodin vcetné trav. Travy pro energetické
ucely rozsifuji spektrum pouziti trav pro zemédelské a nezemédélské ucely o primysloveé
vyuziti v oboru jako je fytoenergetika.

Zavér
Byly ovéfeny moZnosti zakladani trav jako meziplodin ve tfech terminech zaloZeni. Travy

a jejich smési jsou vyuzitelné jako meziplodiny. Smési jilka zejména s kostiavou rakosovitou
a jilkh s kostfavou €ervenou lze doporucit pro vysev meziplodiny zaloZené v pozdnim jarnim
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obdobi a na pocatku léta. Kostfava rakosovitad 'Kora' se vyznac¢uje zna¢nou piizplsobivosti
zejména o narocich na vldhu. Kostfava rakosovita snasi dobie ptisusky 1 vlh¢i stanovisté. Jilek
vytrvaly je charakteristicky rychlym pocateénim vyvojem a zapojenim oproti kostrave
rakosovité. Jilky a jejich smési Ize doporucit jako meziplodiny v pozdnim 1été¢ a na pocatku
podzimu. Produkce biomasy meziplodin je vyuzitelnd jako obnovitelny zdroj energie pro
spalovani 1 vyrobu bioplynu. V publikaci je energetickd produkce vyjadiena ekvivalentem
¢ern¢ho uhli v tunach udéavajiciho produkei suSiny v 1 ha, ktera by nahradila uvedené mnozstvi
¢erného uhli. Produkce meziplodin je vyjadiena pro Gcely spalovani.

Experimentalné byly zatazeny do vyzkumu i snizené poloviéni vysevni davky u smési zejména
jilku vytrvalého s kostiavou rakosovitou a kostfavou cervenou (10 kgha). Porosty
S uvedenym snizenym mnozstvim dosahovaly niz§iho vynosu zelené, suché hmoty a suSiny
oproti ddvkam smési 20 kg.ha. I kdyZ nebylo sniZeni vyrazné, je nutné uvedené vysevni
mnozstvi jesté ovéfit v dlouhodobych pokusech. Na zdklad¢ vysledkid vyzkumu miizeme
jednoznaéné doporucit vysevni davky u smési jilku vytrvalého s kostravou rakosovitou
a kosttavou ¢ervenou 20 kg.ha™ (pfedstavuji 50% podil u jednotlivych druhii dvouslozkovych
smési) a jilku vytrvalého 20 kg.ha™.

Dedikace

Publikace je realizovana na zaklad¢ finan¢ni podpory MZe v rdmci institucionalni podpory na
rozvoj vyzkumné organizace OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.0. se sidlem v Zubii MZe RO-1818.
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Vliv aplikace siry kombinované s kompostem na vynos repky
a pudni parametry

Effect of sulphur application combined with compost on yield
and soil parameters

Hammerschmiedt T.%, Holatko J.12, Kintl A3, Sedla¢kova 1.4, Latal, 0.1, Brtnicky M.!

Wendelova Univerzita v Brné, Ceskd republika
2Agrovyzkum Rapotin s.r.o., Ceska republika
8Zemeédelsky vyzkum, spol. s r.o., Ceska republika
4Agrotest fito, s.r.o., Ceska republika
Abstrakt

Aplikace kompostu prospiva piadé, ale kompost ziskany z rostlinného materidlu mize mit
nedostate¢ny obsah Zivin pro podporu rostlin. Pro vyzivu fepky olejné je klicovou Zivinou sira.
Kombinace kompostu s elementarni sirou miize zlepsit transformaci Zivin, plidni mikrobialni
aktivitu a vynosy fepky (Brassica napus subsp. napus). Aplikace riznych padnich piidavkd,
kompostu (10 t/ha), kompostu a elementarni siry (10 t/ha + 150 kg/ha) a siry (150 kg/ha),
V polnim pokusu zménila plidni vlastnosti: signifikantné zvysila pH, dehydrogenasovou a
ureasovou aktivitu Vv porovnani s kontrolou bez oSetfeni. Fosfatasa a N-acetyl-p-D-
glukosaminidasa byly naopak snizeny. Nejvy$si primérnou vySku rostlin fepky v pribéhu
vegetacniho obdobi (Cerven) a nejvyssi vynos fepky pii sklizni vykazovala varianta oSetfena
kombinaci kompostu a siry.

Klic¢ova slova: polni pokus, piidni enzymy, oxidace siry, aktivita hub, vyska rostlin

Abstract

Compost application is good for the soil, but compost derived from plant material may not have
sufficient nutrient content to support plants. Sulfur is a key nutrient for oilseed rape nutrition.
Combining compost with elemental sulphur can improve nutrient transformation, soil microbial
activity and yield of oilseed rape (Brassica napus subsp. napus). The application of different
soil amendments, compost (10 t/ha), compost and elemental sulphur (10 t/ha + 150 kg/ha) and
sulphur (150 kg/ha), in a field experiment changed soil properties: significantly increased pH,
dehydrogenase and urease activity compared to the control without treatment. In contrast,
phosphatase and N-acetyl-D-glucosaminidase were reduced. The variant treated with the
combination of compost and sulphur showed the highest average height of canola plants during
the growing season (June) and the highest yield of oilseed rape at harvest.

Keywords: field experiment, soil enzymes, sulphur oxidation, fungal activity, plant height

Uvod
Siroce pozorovana degradace pudy je v sou¢asnosti jednim z hlavnich globalnich problémii,
vedoucich k hrozbam znecisténi piidy, degradace Zivotniho prostiedi a zmény klimatu (Lal

2020). Aplikace kompostu vyrobeného z zivoc¢isného hnoje nebo rostlinnych odpadt mutize
obnovit a zachovat udrzitelny obsah pidni organické hmoty v pad¢ (Liu et al. 2011).

Oproti dlouhodobym aplikacim mineralnich hnojiv nemé uZiti kompostu jako organického
hnojiva zadné negativni dasledky pro pidni ekosystém a kvalitu, pro vétSinu zemédélskych
aplikaci je vSak malo vhodné (Seufert et al. 2012), z divodu pomalého uvoliovani a
limitovaného obsahu zivin, suboptimalniho pro podporu rostlin (Berry et al. 2002). Pro vyZivu
a zdravi polnich kultur fepky olejné je napft. klicovou zivinou sira (Sarda et al. 2014).
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Sira neni jen uZite€nou zivinou pro mikroorganismy a rostliny (Bouranis et al. 2019), ale
zlepSuje fyzikéalné-chemickeé vlastnosti plidy (Abou Hussien et al. 2020). Bylo také prokazano,
ze zvysuje vynosy plodin (Soltanaeva et al. 2018). Nedostatek siry v zeméd¢€lskych ptidach v
Evropé souvisi s vyraznym poklesem emisi oxidu sifi¢itého (SO2), které se za poslednich 30 let
snizily o 70—80 % (Hoesly et al. 2017). Z dostupnych vysledkti ptidnich rozbort provedenych
v CR vyplyva, ze 85 % vzorkli méa nizky obsah siry (Kulhanek et al. 2018). Vliv elementérni
siry (S%) s pomalym uvoliiovanim a nizkym rizikem ztrat vlivem vyplavovani z pady na
vlastnosti pidy a rust rostlin, neni dosud dostatecné prostudovan a ponechava tak prostor pro
dal§i vyzkum. Navic uprava kompostovaného materialu S° miize vyznamné zménit aktivitu
pudnich enzymt (Malik et al. 2021), s pfedpokladanym pifinosem zlepsené transformace Zivin
prostfednictvim zvySeni mikrobidlni aktivity (Hammerschmiedt et al. 2021). Proto bylo cilem
této prace otestovat u¢inky riznych ptidnich piidavki (kompostu, sypké S%a jejich kombinace)
na vlastnosti pudy a rust fepky (Brassica napus subsp. napus) V polnim experimentu.
Hypoteticky nejvétsi piinos pro ptidni vlastnosti a vyzivu fepky byl ocekavan pii aplikaci
kombinovaného pridavku kompostu a sypké S°.

Material a metody

V polnim pokusu byl sledovan vliv hnojeni fepky odridy TREZZOR (Brassica napus subsp.
napus) sypkou elementarni sirou (S°) ziskanou z odsifeni bioplynu, kompostem Organic a jejich
kombinaci. Na konci srpna 2020 byly zalozeny varianty o plose 0,25-0,50 ha: Kontrola, Sira
(150 kg/ha), Kompost (10 t/ha), Kompost (10 t/ha) + Sira (150 kg/ha). Pokusné pole se
nachizelo nedaleko obce Sloved (Ceské republika) v fepaiské vyrobni oblasti s trodnou
¢ernozemi, v primérné nadmoiské vysce 212 m n. m., primérnad roc¢ni teplota je 9,4 °C a
pramérny ro¢ni uhrn srazek 550-600 mm.

Po sklizni fepky byly z kazdé varianty odebrany 3 ptidni vzorky, u kterych byly dale
analyzovany nasledujici parametry: pH (CaClz) podle metodiky (1SO 10390:2005), DHA podle
metodiky (Doi and Ranamukhaarachchi, 2009) a ostatni enzymatické aktivity, ureasa (Ure), N-
acetyl-B-D-glukosaminidasa (NAG), arylsulfatasa (ARS), fosfatasa (Phos), podle metodiky
(ISO 20130:2018). V prubehu hospodaiského roku 2020/2021 byla hodnocena tii ristova stadia
rostlin fepky ozimé dle Baiera, Smetankové a Baierové (1988): 1. hodnoceni [rozvinuti ¢ty az
Sesti pravych listt] listopad 2020; II. hodnoceni [plny kvét: asi 50 % kvét na hlavnim stonku
otevienych] cerven 2021; III. hodnoceni [druha technicka zralost, sklizen] ¢ervenec 2021.
Porovnani soubort dat bylo provedeno jednosmérnou analyzou rozptylu (ANOVA) a Tukeyho
HSD testem, hodnota p < 0,05 byla povazovana za statisticky vyznamny rozdil v hodnocenych

souborech.VSechna data byla analyzovana s pouzitim software R, jazyku pro statistické
vypocty a grafiku (R Core TEAM 2020).

Vysledky

U vsech variant s pfidavky bylo pH signifikantné zvySeno v porovnani s neoSetfenou
Kontrolou, Obr. 1a. Tento alkaliza¢ni ucinek byl nejvyraznéjsi u varianty Kompost + Sira, jejiz
pH bylo statisticky vyznamné vyss§i nez u varianty Sira.

Ve shodé svyssim pH byla vyrazné zvySena i aktivita dehydrogenasy (DHA) u vSech
oSetfenych variant v porovnani s Kontrolu, Obr. 1b. DHA bylo signifikantn¢ nejvyssi v padé
stimuloval DHA méné nez samostatny Kompost nebo Sira. Také ureasa (Ure) ukazuje zvyseni
v souvislosti s pidnimi pfidavky v porovnani s Kontrolou. Kompost nebo Sira (jinymi
mechanismy U¢inku) vedly shodné k nejvyssi Ure v oSetfené pld¢, signifikantné vyssi nez u
varianty Kompost + Sira, Obr. 1c.
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Obr. 1 pH (a), DHA (b), ureasa (c), fosfatasa (d), N-acetyl-B-D-glukosaminidasa (e) a
arylsulfatasa (f) v pid€ hnojené sypkou elementarni sirou a kompostem
Primér + smerodatna odchylka, pismena vyjadiuji statistické rozdily na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

Hodnoty aktivity fosfatasy (Phos) na rozdil od DHA a Ure byly ve variantach s ptidavky nizsi
nez v Kontrole, Obr. 1d. Oproti samotnému Kompostu byla ve varianté Sira Phos signifikantné
snizena a jeji hodnota byla nejnizsi ze vSech variant. Mezi oSetifenymi variantami méla tato
shodné nejniZsi, neutralni hodnoté blizké, pH 1 aktivitu Phos.

Stejné jako u Phos, byla N-acetyl-pB-D-glukosaminidasa (NAG) snizena u vSech oSetfenych
variant v porovnani s Kontrolou, Obr. le. Kompostem oSetfend varianta méla NAG
srovnatelnou s variantou Sira a oproti nim byla signifikantné nejnizsi NAG u varianty Kompost
+ Sira.

Arylsulfatasa (ARS), ukazatel mineralizace organosulfati, méla hodnoty srovnatelné vysoké
jak v Kontrole, tak ve variantach s pfidavkem siry, tj. Kompost + Sira a Sira, Obr. 1f. Jedina
varianta se signifikantn¢ vyssi ARS byla Kompost. Zda se, ze ARS nebyla zvySena i pres piisun
zdroje siry, a to z divodu zvySeného okamzitého piijmu podstatné Casti oxidované siry
rostlinami v ptislusnych sirou obohacenych variantach, jak dokladaji vysledky méfeni ristu
rostlin fepky a vypocet vynosu na konci vegetacni sezony, Obr. 2a,b. Z vysledki je patrné, ze
piisun siry vedl v prubéhu vegetacni sezény (Cerven) k nejvyssimu vzristu rostlin u variant
Kompost + Sira a Sira a na konci sezony byl nejvyssi vynos dosazen ve varianté¢ Kompost +
Sira, Obr. 2b.
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Obr. 2 Vyska rostlin (a) a vynos sklizené biomasy (b) fepky péstované v pudé hnojené sypkou
elementarni sirou a kompostem
Primér + smérodatna odchylka, pismena vyjadiuji statistické rozdily na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

Diskuze

Elementarni sira (S°) ma obecné acidifikaéni u¢inek v kompostovaném materialu (Mahimairaja
etal. 1994) i v padé (Gupta et al. 1988). Piedpokladem bylo, Ze oxidace S° na kyselinu sirovou
a sirany povede k poklesu pH. Namisto toho bylo pH v obou variantach obohacenych S°
zvyseno. Moznym vysvétlenim mize byt vysoké pufracni schopnost piidy podminéné obsahem
minerald (vapnik, hoi¢ik), coz muze zabranit poklesu pH (Germida and Janzen 1993). Ve
varianté Kompost + Sira mohl kompost zvysit celkové pH i vice pufrovat (Costello and Sullivan
2013) acidifika¢ni ti¢inek oxidované S°. Také zvyseny okamzity piijem oxidované siry fepkou,
ktery byl jiz popsan (Vong et al. 2002), mohl pusobit proti pidni acidifikaci.

Dehydrogenasova aktivita (DHA) je indikdtorem dekompozi¢ni aktivity piidniho mikrobiomu
(Elbl et al. 2019). Vysledna vysoka DHA ve variant¢ Sira je ve shodé se zjisténym stimula¢nim
ti¢inkem S°na aktivitu pidniho mikrobiomu (Tabak et al. 2020). Naopak kombinace Kompost
+ Sira méla méné pozitivni efekt na aktivitu DHA nez Kompost samotny. Mohlo k tomu
dojit potladenim prospésného efektu zvysené oxidace S°: studie (Malik et al. 2021) uvadi, ze
v alkalické padé byla pii koaplikaci S° a organického ptidavku aktivita DHA bez pozitivni
zmény. Na aktivit¢ DHA se podili jak ptidni bakterie, tak houby, jejichz biomasa s DHA
vyznamné koreluje (Luo et al. 2015). Nizka aktivita N-acetyl-pB-D-glukosaminidasy (NAG) ve
variant¢ Kompost + Sira mohla indikovat snizenou dekompozici fungalni nekromasy kvili
celkové nizsi abundanci hub v pidé s kompostem a S°. Méné hub v piidé podminilo jak

v

ptdnich hub, aktivit¢ NAG a DHA byl jiz popsan (Rajper et al. 2016).

Aktivita NAG, enzymu zapojeného do degradacni drahy chitinu (klicového polysacharidu
bunécné stény hub), byla snizena ve vSech ptridavky oSetfenych variantach, které jevily zasadité
pH (cca 7,6) oproti kyselé reakci Kontroly (cca 6,7). Protoze kyselé pH prospiva rastu hub vice
a alkalita mén¢ (Zifcakova 2020), vysvétlujeme timto vlivem pH pozorované rozdily
V hodnotach NAG.

Enzymem indikujicim mineralizaci dusiku je ureasa (Ure), kterd katalyzuje deaminaci
mocoviny. Vyrazné zvySend aktivita Ure ve vSech oSetfenych variantach souvisela s vy$Sim
ptisunem dusikatych zivin z kompostu (varianty Kompost a Kompost + Sira) (Cordovil et al.
2017) a se stimulaci aktivity Ure vlivem piidavku S° (Godlewska 2018a). Kombinace obou
pfidavkl (Kompost + Sira) ale vedla k nejnizs$i hodnoté Ure. Zde mohla negativné piispét 1
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snizena biomasa hub, nebot’ houby se také vyznamné podili na cyklu mineralizace dusiku (De
Vries 2009).

Fosfatasa (Phos), hlavni enzym zucastnény v solubilizaci ptidniho fosforu, byla prekvapivé
signifikantné nejvyssi ve varianté Kontrola, statisticky vyznamné nizs§i hodnoty vykazovaly
vSechny oSetiené varianty s pH blizkym hodnot¢ 7,5. Podle studie (Penn and Camberato 2019)
vyznamn¢ ovliviiuje solubilizaci fosforu v ptidé obsah dostupného, rozpustného vapniku a ten
vyznamné roste s pH klesajicim pod hodnotu 7,5. Signifikantné nejniz§i hodnotu Phos ve
varianté Sira, s o¢ekavanou vyssi oxidaci siry na sirany, mohl zplisobit popsany efekt vyssiho
obsahu SO4% na precipitaci vapniku a fosforu v padé (Cao et al. 2007).

Arylsulfatasa (ARS) hraje kli€¢ovou roli v metabolismu siry v rhizosféfe a v mineralizaci siry
do pudy pro jeji vyuziti v rostlinach. Je Siroce produkovana mnoha ptidnimi bakteriemi a je
tedy semi-kvantitativnim indikatorem putidni bakterialni biomasy. Nejvyssi aktivita ARS byla
zjisténa ve variant¢ Kompost pravdépodobné proto, ze v ostatnich dvou obohacenych
variantich byla siranova forma ziviny vysledkem oxidace S°, nikoliv vysledkem mineralizace
organosulfatd. Ve studii (Ye et al. 2011) bylo uvedeno, Ze aplikace S° nestimulovala
mineraliza¢ni aktivity v pude¢.

Nejvyssi primérna vyska rostlin fepky v prubéhu vegeta¢niho obdobi (Cerven) a nejvyssi vynos
DHA, Ure, NAG. Pfedpokladem pro nejlepsi riist fepky v této varianté byl zvySeny pfisun Zivin
vlivem kombinovaného pludniho piidavku, ktery podminil intenzivni piijem nutrientt
rostlinami. V kompetici o ziviny mezi fepkou a pidni mikroflorou, ktera byly prokazana u
nékterych zdroju zivin (Ma et al. 2021), mohlo dojit k potlaceni pidni mikrobialni aktivity na
konci vegeta¢niho obdobi.

Zavér

Hodnocenim ucinku riiznych pidnich ptidavki, kompostu (10 t/ha), kompostu a elementarni
siry (10 t/ha + 150 kg/ha) a samotné siry (150 kg/ha), na vlastnosti pudy a rust fepky (Brassica
napus subsp. napus) v polnim experimentu bylo zjisténo, ze tyto pfidavky signifikantné zvysuji
pH v porovnani s kontrolou do alkalickych hodnot. VSechny ptidavky stimulovaly aktivitu
pudni dehydrogenasy a ureasy, jen kompost nebo sira vyraznéji nez kombinovany piidavek.
Aktivity fosfatasy a N-acetyl-pB-D-glukosaminidasy byly oproti kontrole potlaceny aplikaci
ptidavku do pady, pravdépodobné negativnim vlivem vyssiho pH na solubilizaci fosforu a na
rast plidnich hub. Arylsufatasou katalyzovand mineralizace organosulfatii nebyla aplikaci
elementarni siry stimulovéna, jeji aktivita byla zvySend pouze samotnym kompostem. Nejvyssi
pramérnou vysku rostlin fepky v pritbéhu vegetacniho obdobi (Cerven) a nejvyssi vynos fepky
pii sklizni vykazovala varianta oSetfena kombinaci kompostu a sypké siry, ¢imz se potvrdil
piedpoklad nejvice prospésného ucinku tohoto piidavku na vyzivu fepky.
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Abstrakt

Digestat je odpadni produkt, vyuzitelny v zemédé€lstvi jako hnojivo. Snizeni ztrat v ném
obsazeného dusiku lze dosahnout nahrazenim jednorazové fertilizace 2-3 ¢asové rozlozenymi
davkami béhem sezony. Piisun dusiku ke kultufe vojtésky (Medicago sativa L.) organickym
hnojenim muze mit pozitivni vliv na kvalitu vynosu i vlastnosti ptidy. Proto byl otestovan vliv
hnojeni vojtésky digestatem po 1. a II. seci v jedné nebo dvou davkach riizné vyse na vynosy
biomasy i na pidni vlastnosti. Pozitivni vliv délené¢ davky digestatu na vynos vojtésky byl
prokazan pouze na vysledcich ze IV. sece. Nejvyssiho vynosu bylo dosazeno jednorazovym
funk¢ni skupiny pidni mikroflory se jevily varianty 0+25 1 0+50, které mély nejvyssi rocni
Vynos.

Kli¢ova slova: odpadni biomasa, tekuta hnojiva, utilizace dusiku, piidni respirace, mineralizace

Abstract

Digestate is a waste product that can be used in agriculture as a fertiliser. Reduction of nitrogen
losses can be achieved by replacing single fertilisation with 2-3 doses spread over the season.
The addition of nitrogen to alfalfa (Medicago sativa L.) by organic fertilisation can have a
positive effect on yield quality and soil properties. Therefore, the effect of fertilising alfalfa
with digestate after the first and second cutting in one or two doses of different doses on biomass
yield and soil properties was tested. The positive effect of the split dose of digestate on the
alfalfa yield was only demonstrated on the results from the IV. cutting. The highest yield was
achieved by a single application of a high rate of digestate after the Il. cutting (0+50). Both the
0+25 and 0+50 variants appeared to be the most beneficial for the studied functional groups of
soil microflora, with the highest annual yield.
Keywords: waste biomass, liquid fertilizers, nitrogen utilization, soil respiration,
mineralization

Uvod

Digestat je odpadnim produktem vyroby bioplynu, ktery je vyuzitelny v zemédé€lstvi jako
hnojivo pro obsah mineralnich latek, pfedevsim N, P, K (Koszel et Lorencowicz, 2015).
Digestat ma potencial nahradit minerdlni hnojiva jako jediny zdroj dusiku pro ornou putdu i
pastviny. Jeho pouziti mize mit pozitivni vliv na kvalitu rostlin, na jejich riist 1 obsah nutri¢nich
latek a zivin (Pawlett et al. 2018; Lee et al. 2021).

Pii aplikaci digestatu muZe dochazet ke ztratam dusiku (volatilizaci, vlivem denitrifikace) i
k tvorbé sklenikovych plynt (CO2 and CH4) (Dieterich et al. 2012; Eickenscheidt et al. 2014;
Fangueiro et al. 2017), kterym lze pfedchazet volbou vhodnych zpiisobi aplikace (Johansen et
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al. 2013; Fangueiro et al. 2017; Seidel et al. 2017). Tyto postupy zahrnuji nacasovani aplikace
hnojiva v optimalni fazi vegeta¢ni sezony (Delin and Stenberg 2021) a rozdéleni vétSich
jednorazovych davek do dvou nebo vice ¢asové rozlozenych davek béhem sezony (Du et al.
2019; de Aquino et al. 2021; Ma et al. 2021; Ma et al. 2022). N¢kteti autofi uvadéji ptiznivy
vliv opakované aplikace kejdy na vynos semen a piijem dusiku (Sieling et al. 1998) nebo
snizeni ztraty dusiku vyplavenim dusi¢nant (Park et al. 2017). Nicméné jen malo studii, napf.
(Zhang et al. 2022) uvadi vliv rozdélené aplikace dusikatych hnojiv na biologické vlastnosti
pudy (napft. hojnost funkénich genti zapojenych do metabolismu dusiku).

Vojtéska (Medicago sativa L.) je ekonomicky vyznamnou picninou v oblastech mirného pasma,
znama symbiozou s atmosférickymi rhizobiemi vazajicimi dusik (Pini et al. 2012). I pfes
schopnost kultury vojtésky asimilaci obohacovat piidu dusikem bez ptridavku této Ziviny
hnojenim, pfisun dusiku organickym hnojenim muiZze mit pozitivni vliv na kvalitu vynosu,
tvorbu kofenové hmoty vojtésky a kvalitu a mnozZstvi pidni organické hmoty (Vasileva and
Kostov 2015). Cilem této prace bylo ovéfit moznosti prospéSného uziti tekutych organickych
hnojiv (digestatu) na vlastnosti pudy, rist a vynos polni kultury vojtésky.

Material a metody

Polni pokus byl zaloZen na jafe 2019 nedaleko obce Senice na Hané (Ceské republika). Bylo
zalozeno 7 poloprovoznich variant o velikost cca 0,6 ha s definovanou aplikaci digestatu
v davkach (t/ha) 0+0, 0+25, 0+50, 12,5+12,5, 25+0, 25+25, 50+0. Aplikace digestatu s
vyuzitim samochodného stroje VREDO (typ VT4556) vybaveného vegetacnim aplikatorem
firmy P&L byla provedena v obou letech po I. seci a II. se¢i. Vojtéska byla obhospodafovana
dle agrotechnickych postupii v misté obvyklych. Ve druhém uzitkovém roce 2020 byly
uskutecnény Ctyfi seCe: v kvétnu, ervenci, srpnu a fijnu.

Po posledni seci v roce 2020 byly z kazdé varianty odebrany ptadni vzorky, u kterych byly dale
analyzovany nasledujici parametry: pidni substratem (N-acetyl-B-D-glukosamin, L-arginin, D-
glukosa, D-trehalosa) indukovana respirace pomoci metody MicroResp® (Technical Manual
v2.1, The James Hutton Institute a (Campbell et al. 2003).

Porovnani souborti dat bylo provedeno jednosmérnou analyzou rozptylu (ANOVA) a Tukeyho
HSD testem, hodnota p < 0,05 byla povazovana za statisticky vyznamny rozdil v hodnocenych
soborech. VSechna data byla analyzovana s pouzitim software R, jazyku pro statistické vypocty
a grafiku (R_CORE_TEAM 2020).

Vysledky

Vynosy z jednotlivych sec¢i byly vyjadieny jako hodnoty suché rostlinné biomasy, Obr. 1a.
Nejvyssich hodnot dosahovaly vynosy u variant 0+25 (po seci L. a IIL.), 0+50 (po se¢i L. III. a
IV.) a 12,5+12,5 (druhé nejvyssi hodnoty po seci II. a IV.). Hodnoty souhrnnych vynosti za rok
2020 byly opét nejvyssi u variant 0+25 a 0+50, dale u varianty 25+25, Obr. 1b. Vyjma variant
25+0 a 50+0 po seci IV., vSechny zptisoby hnojeni pudy zvySovaly v porovnani s kontrolou bez
hnojeni vynosy vojtésky z prvnich 3 se¢i a vSechny varianty zvySily souhrnny ro¢ni vynos
oproti neosetiené kontrole 0+0.
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Obr. 1 Vynosy suché biomasy vojtésky z jednotlivych seci I. az IV. roku 2020 (a) a celkem ze
vsech 4 seci za rok 2020 (b) u polni kultury vojtésky hnojené digestatem.

Ptedpokladem pro zvySené vynosy vojtésky bylo ovlivnéni vlastnosti pudy testovanymi
davkami a casovanim hnojeni. Pfi hodnoceni téchto zmén v ptidé jsme se zaméfili na posouzeni
rozdili v mikrobidlni aktivité, urCujici intenzitu transformace zivin v pudé, zejména
mineralizaci dusiku. Byla stanovena intenzita pidni respirace specifickd pro funkéni frakce
pudni mikroflory se substratovou preferenci pro tyto zdroje dusiku a uhliku: N-acetyl-p-D-
glukosamin (NAG-SIR), L-arginin (Arg-SIR), D-glukosa (Glc-SIR), D-trehalosa (Tre-SIR).
Respirace indukovana sacharidovymi substraty (Tre-SIR a NAG-SIR) byla u jednotlivych
pokusnych variant odliSnd pouze nesignifikantné, avSak byly patrné trendy k nejvySSim
hodnotdm u variant 50+0, 0+50 a 0+25. Ostatni varianty jevily v porovnani s kontrolni
nehnojenou pudou statisticky neprukazny, ale patrny pokles (Obr. 2a).

a) b)

Treatments: [ 040 tha [ 0425 tha [ 0450 tha [ 12.6+12.5 tha [ 26+0 tha [ 25+25 tha [ 5040 tha Treatments: [] 040 vha [ 0+25 uha [0 0+50 vha [ 12,5+12,5 vha [ 2540 vha [0 25+25 tha [ 50+0 tha

Resplration (.9 COgfh)

Respiration (g COx/g/h)

ab | a2 | a0 [ a | b | &b | a
w | a2 | e o | |om ﬂ [ |
0

Glucosamine Trehalose Glucose Arginine

Obr. 2 Piadni respirace indukovana N-acetyl-B-D-glukosaminem, D-trehalosou (a) a D-
glukosou, L-argininem (b) v pidé polni kultury vojtésky hnojené digestatem

Sloupce = primérné hodnoty, chybové usecky = stfedni chyba priméru, pismena vyjadiuji
statistické rozdily na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

[}

Signifikantni pokles Glc-SIR byl zjistén u variant 12,5+12,5 a 25+25 v porovnani s kontrolou,
ostatni hnojené varianty mély hodnoty srovnatelné navzajem a s kontrolou (Obr. 2b). Arg-SIR
byla statisticky vyznamné sniZzena ve variantaich 0+25 a 25+25 ve srovnani s nehnojenou
kontrolou (Obr. 2b) Glc-SIR a Arg-SIR jevily trend k vyssi respiraci ve varianté¢ 50+0 v
porovnani s kontrolou, ale rozdil by nesignifikantni.
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Diskuze

Digestat 1ze pouzit jako hnojivo s vyznamnym obsahem Zivin, zejména rychle dostupnych,
mineralizovatelnych forem dusiku (amoniakalni, v mensi mife 1 nitratovy) pro rostliny i plidni
mikroorganismy (Makadi et al. 2012). Prokazany prospé&sny efekt hnojeni rostlin ur¢enych
k rychlé vyrob¢ zelené biomasy (Pawlett et al. 2018; Lee et al. 2021) zavisi vedle aplikovanych
davek také na rozdé€leni celkového pouzitého mnozstvi hnojiva do dvou ¢i vice aplikacnich
davek a ¢asovani jejich pfidani do plidy v priibéhu vegetaéni sezony. Ptidavek kejdy ve vice
davkach zlepsil vyzivu a vynos (Prior et al. 2013; Aita et al. 2015) mj. snizenim ztrat dusiku
vyplavovanim (Park et al. 2017) nebo emisemi N2O (Aita et al. 2015). Rozd¢leni fertiliza¢ni
davky digestatu, ktera snizila ptijem dusiku, na polovinu (s ¢asnym a pozdnim pfidavkem v
intervalu 35 dntl) vedlo k opacnému, pozitivnimu efektu zvySeného piijmu dusiku z divodu
prodlouzeni faze rychlého vstiebavani dusiku z pudy (Du et al. 2019).

| vtomto experimentu vedla aplikace riznych davek digestdtu v riznych fazich
obhospodatovani polni kultury vojtésky k vyraznym rozdilim. Ty byly v druhém uzitkovém
roce uz pied aplikaci 1. davky digestitu po sec¢i ., Obr. la. Tyto rozdily lze pficist
dlouhodobému doznivani vliva specifickych podminek agromanagementu v piedchozi sezoné.
Sece 1. a II. byly obecné neproduktivnéjsi s vyss§imi vynosy v porovnani s III. a I'V. seci, coz
bylo ve shodé napf. se studi (Gollner et al. 2016). Hodnoty vynosu ze se¢e II. uz odpovidaly
efektu prvni fertiliza¢ni davky digestatu, proto byly nejvyssi u varianty 50+0, dale byly vyssiu
variant 25+0 a 25+25 v porovnani s variantami 0+25 a 0+50, Obr. 1a. Naopak vynosy ze sece
III. (po aplikaci 2. davky digestatu) byly vyssi u variant 0+25 a 0+50 v porovnani s variantami
25+0a50+0,alei12,5+12,5 a25+25. Z vysledkii vynosu ze IV. sece, které ukazaly, ze podobné
nejvyssi hodnoty u variant 0+50 a 12,5+12,5 dokazuji srovnatelny efekt polovicéni davky
digestatu aplikované ve dvou terminech s jednorazovym hnojenim na vyuziti zivin z pudy pro
tvorbu rostlinné biomasy.

Hodnoty souhrnnych vynost za rok 2020, které byly nejvyssi u variant 0+25, 0+50, 25+25
(Obr. 1b), nicméné dokazuji, Zze pro celkovy efekt hnojeni vojtésky digestditem na vynosy
biomasy bylo vice nez rozdéleni davek dulezité ¢asovani. V pozdéjsi fazi vegetacniho obdobi
bylo ptedpokladano, ze doslo k rozvoji diazotrofni rhizosférni mikroflory (Zhao et al. 2017),
ktera podminila vyssi intenzitu mineralizace dusiku. Mezi II. a III. se¢i mohl tedy byt zvySen
nitrifikacni potencial ptdy pro pfeménu dusiku do rostlinami vyuzitelné formy a ptidavek
digestatu v tomto obdobi vedl k efektivnéjSimu pifijmu dusiku. Synergicky efekt aplikace
digestatu a vojtésky (jeji rhizosférni mikroflory) na mineralizaci dusiku v ptdé se blizil jiz
referovanym vysledkim (Munn et al. 1997).

Prospésny vliv pokusnych podminek na vynosy a pfijem zivin (zejména dusiku) z pudy byl
podminén stavem mikrobiomu a biologickych vlastnosti piidy. Ty byly hodnoceny substratem
indukovanou respiraci, zam¢fili jsme se na respiraci mikroorganismd, jejichz aktivita souvisi s
degradaci zdroju dusiku - N-acetyl-p-D-glukosaminem (NAG) a L-argininem (Arg) — ale i
sacharidovych zdroju uhliku - D-glukosou (Glc) a D-trehalosou (Tre).

Z vysledki indukovanych respiraci Gle-SIR a Arg-SIR 1ze predpokladat, Ze aplikace digestatu
ve dvou davkach (25+25, také 12,5+12,5) negativné ovliviiuje respiracni aktivitu piislusnych
funk¢nich subpopulaci piidniho mikrobiomu, jejichz katabolickd aktivita souvisi mineralizaci
dusiku (Obr. 2b). Varianta 25+25 méla az Ctvrty nejvyssi vynos pii IV. seci a tfeti celkovy
mikroflory se na zaklad¢ vysledk jevily varianty 0+25 1 0+50, které mely nejvyssi vynosy pii
I11. seci vojtésky i celkové. Také varianta 50+0, s druhou nejvyssi Tre-SIR, Glc-SIR a nejvyssi
Arg-SIR, méla nejvyssi vynos pii II. seci (Obr. 2a,b). Z té€chto vysledkl odvozujeme pozitivni
vztah mezi zvySenou respiraci a nitrifikaci, podminénou synergickym ucinkem digestatu a
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s vojtéskou asociovanych rhizobii (Stancheva et al. 2008; Ashrafi et al. 2014), s vyssi
dostupnosti dusiku a jeho pfijmem rostlinami. Tato zvySena utilizace dusiku vedla k vys$Sim
vynostim suché biomasy vojtésky.

Zavér

Hodnoceni vlivu davky digestatu a jeji rozdéleni béhem vegetacni sezony na vynosy vojtésky
a biologické vlastnosti pidy v polni kultufe ukazaly, Ze je vynos z jednotlivych seci
bezprosttedné ovlivnén predchazejicim hnojenim. Coz potvrzuje ucinek digestatu jako hnojiva
s vysokou, ale kratkodobou vyuzitelnosti zdroju dusiku a dalSich zivin. Nicméné, pti hodnoceni
IV. sece bylo patrno, Ze vliv délené davky digestatu (12,5+12,5) byl srovnatelné vysoky
s jednorazovou pozdné aplikovanou dvounasobnou davkou (0+50). Pozitivni efekt déleni
fertilizacni davky byl tedy alespon ¢astecné prokézan. Varianty s nejvyssim celkovym vynosem
vykazovaly nejvyS$8i substratové specifické respirace padni mikroflory, spojené
S mineraliza¢nimi aktivitami dusiku a uhliku. Nejvys$siho vynosu bylo dosazeno jednorazovym
hnojenim vysokou davkou digestatu po II. se¢i (0+50).

Podékovani

Tato prace byla podpofena projekty Technologické agentury Ceské republiky ¢. TH04030132
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zvysSeni vyuzitelnosti zivin rostlinami a jako prostiedek k minimalizaci dopadl na Zivotni
prostiedi” a ¢. TH02030169 ,,Vliv aplikace biologicky transformované organické hmoty a
biouhlu na stabilitu produk¢nich vlastnosti pid a snizeni environmentalnich rizik* a také za
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Botanicka skladba a produktivita pastevniho porostu pri riizném zatizeni
a systému pastvy

Botanical composition and productivity of pasture under different stocking rates
and grazing systems

Kobes, M., Jarosova, M., Hybl, M., Mraz, M.

Jihoceska univerzita v Ceskych Budéjovicich
Abstrakt

V navaznosti na predchazejici hodnoceni byl posuzovan vliv systémi pastvy a odliSného
zatizeni pastevnich porostii na botanickou skladbu, produktivitu a intenzitu vypasani pastevnich
porostd (2010 — 2015, Velky Chuchelec, 650 m n.m., Rojovsky hibet). Porosty byly vypasany
po celé pokusné obdobi masnym skotem plemene Charolais, kontinudln¢ a rotacné s frekvenci
2X —4x ro¢né (bez hnojeni a pii hnojeni 100 kg/ha N + PK). S rostouci frekvenci pastvy klesala
pokryvnost produktivnich druhu trav a produkce pastevni pice. Chutnost pice naopak neklesala
a mnozstvi nedopaski bylo niz§i. NejvySsi mnozstvi pfijaté pice bylo zjisténo pii frekvenci
spasani 3x ro¢n¢ oplitkové a pii hnojeni NPK. Kontinudlni pastva vykazovala niZ§i
produktivitu.

Klic¢ova slova: Pastviny; druhové sloZeni; intenzita pastvy; produkce pice; efektivni vynos.

Abstract

Following the previous evaluation, the influence of grazing systems and different grazing loads
on the botanical composition, productivity and grazing intensity of the grazing stands was
evaluated (2010-2015, Velky Chuchelec, 650 m above sea level, Rojovsky hibet). The stands
were grazed throughout the experimental period by beef cattle of the Charolais breed,
continuously and rotationally with a frequency of 2 - 4 times per year (without fertilization and
with fertilization of 100 kg/ha N + PK). With increasing grazing frequency, the cover of
productive grass species and grazing forage production decreased. In contrast, forage
palatability did not decrease and the amount of ungrazed forage was lower. The highest amount
of forage intake was found at a grazing frequency of 3 times per year by strip grazing and NPK
fertilization. Continuous grazing showed lower productivity.

Keywords: Grazing stands; species composition; grazing intensity; forage production;
effective yield.

Uvod

Louky a pastviny vyznamné ovliviiuji charakter krajiny, jsou neopominutelnou estetickou
soucasti krajiny a krajinného rdzu ve vysSich polohéch, i v udolnich nivach, kde poskytuji
zadrzovaci prostor pro piipad povodni (Pozdisek a kol., 2004). V soucasné dobé se zvySuje
plocha pastevnich porosti na ukor orné pudy, nebo secenych ploch vzhledem k nizs$im
nakladiim na pastevni vyuziti vyprodukované biomasy. Pastevni porosty Se vyznacuji odliSnou
cetnosti odbéru nadzemni casti biomasy nez u secenych porostl. Dochazi k narusovani
vegetace seSlapem, zhutiovanim pldy a k navratu nékterych zivin ve formé exkrementt od
pasoucich se zvifat (Kollarova et al., 2007). Primérné zatizeni pastevnich porostl u riznych
zemédélskych podniki se pohybuje nejéastéji v rozpéti 0,25 — 1 DJ/ha s maximalni frekvenci
hodnot 0,5 — 0,75 DJ/ha (Moudry et al., 2008). V jarnich mésicich je vliv pasoucich se zvitat
na pudu nejvyssi, nebot’ zvitata spasaji porost jiz pfi vysce 10 — 15 cm (Svobodova et al., 2016)
a puda je vlhka. Zvirata zptisobuji kolisani hustoty porostu, kdy udupanim vytvaieji hola mista
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bez vegetace. K nejvétsimu poskozeni dochazi na mokrych pudach a v letnich mésicich
(Ludvikova et al., 2014). Seslapani porostu, které zpisobuje hola mista na pastvinach, vytvari
vhodné podminky pro kolonizujici druhy (Scimone et al., 2007). Zvifata na pastveé také
ovliviiuji prostorovou heterogenitu pastvin a to tim, ze vyuzivaji kratky porost s vyssi nutri¢ni
hodnotou (Dumont et al., 2009). Pii vhodném pastevnim systému a zatiZeni, respektive pii
dostatecné produktivité pastevniho porostu, se denni aktivita skotu ustaluje podle typickych
zivotnich projevil (Votiskova et al., 2001).

Pastevni systémy lze rozdélit do dvou zékladnich skupin. Prvni skupinou je kontinudlni pastva
a druhou skupinou je rota¢ni pastva. Vybrat si urcity pastevni systém vyzaduje znalost o
produktivité pastviny a odezvé zvitat v delsim ¢asovém horizontu (Mrkvicka et al., 2002).
V podminkéch klimaticky mirného pasu Evropy je mozno doséhnout rota¢ni pastvou o 8—10 %
vys$$i produkci zvitat nez pti kontinualni pastvé (Mrkvicka, 1998, Skladanka et al., 2014).
Cilem prace je vyhodnoceni botanické skladby a produktivity pfi rizném systému pastvy a
zatizeni pastevnich porosti.

Material a metody

V podhorské oblasti Sumavy (Kaplice, Velky Chuchelec, 650 m n.m.) byl v letech 2005 — 2015
sledovan vliv odli$né intenzity (zatizeni) a systému pastvy na vyvoj botanické skladby travnich
porostll a na produkci biomasy. Pokusy byly zalozeny na stejné plose se shodnou vychozi
porostovou skladbou (porostovy typ Lolio-Cynosuteum), ktera byla piivodné vyuzivana pastvou
masnych plemen skotu 3x ro¢né. Byly sledovany rotacni oplitkova pastva s frekvenci 2x — 4X
ro¢n¢ bez hnojeni a pii hnojeni 100 kg/ha N + 30 kg/ha P + 50 kg/ha K a kontinualni pastva
bez hnojeni s odliSnym zatizenim (tabulka 1). Pfi opliitkovém systému pastvy byla vypéasana
plocha 1,62 ha, zahrnujici pokusné parcely (4 opakovani o plose 30 m?, celkem 120 m?) stadem
o prumérném poctu 52 ks krav. K vlastnim pokusnym parcelam byla mobilnim ohradnikem
vyClenéna bezprostfedné navazujici plocha pastviny, aby nedochdzelo ke zneklidiiovéani zvirat
uzavienim jen na malé ploSe pokusnych parcel. Porosty vyuzivané rota¢ni opliitkovou pastvou
a porosty spasané kontinudlné se nachazely v bezprostiedni blizkosti (shodny porostovy typ)
na obdobnych ptidnich podminkach (kambizem ilimerizovana na svoru, hlinita az pis¢itohlinita,
s ptfimési skeletu, kysela, pH 4,89 — 5,38, obsah pfistupnych zivin dle Mehlicha v mg/kg ptady:
P —-18 mg, K- 170 mg, Mg — 128 mg a Ca 1150 mg/kg). Porosty byly vyuzivany pastvou
skotu plemene Charolais (stejné stado pro vSechny plochy o poétu 46 — 54 kusi, primérné 52
kusti o hmotnosti 670 kg — 7H stada 34,84 t, 69,68 DJ, na 1,62 ha 43,04 DJ/ha, dobu vypasani
uvadi tabulka 1). Pfed prvnim pastevnim cyklem byla zhodnocena druhova skladba porostt —
pokryvnost na plose 30 m2. Byl zji§tén vynos pice vyseenim pasu (10 m?, ve 4 opakovanich).
U kontinudlni pastvy byly vyuzivany pro hodnoceni pfirtistkéi biomasy prenosné klece (4 m?).
Metodika feSeni pokust v letech 2005 — 2015 navazuje na ptedchozi shodné aplikované
postupy v letech 2000 — 2005 (Kobes et al., 2019). Pro fytocenologické analyzy byly vyuzivany
botanické snimky, zapsané¢ metodou redukované projektivni dominance kazdoro¢né pied 1.
pastevnim cyklem. Po vypaseni byly poseceny (2 — 4 cm nad zemi) a zvdzeny nedopasky a byl
vypocten efektivni vynos, tedy mnoZstvi spasené biomasy jako rozdil vynosu pfed spasenim a
odectenych nedopaski. Nedopasky byly u kontinudlni pastvy orientacné hodnoceny vysecenim
a zvazenim plochy odpovidajici plose klece (4 m?) poseéenim zbytkii 2 - 4 cm nad zemi a jejich
zvazenim. U vSech pastevnich systémt bylo vypocteno okamzité zatizeni pastevni plochy
(DJ/ha) a zatiZzeni vztazené k 180 dniim pastevniho obdobi a celkové ro¢ni zatiZzeni jako
nasobek okamzitého zatizeni a poméru skute¢né doby spasani a doby pastevniho obdobi, nebo
roku ve dnech.
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Vysledky a diskuze

V porostu s ptivodnimi dominantnimi druhy jilkem vytrvalym (Lolium perenne) a trojstétem
zlutavym (Trisetum flavescens, porostovy typ Triseteto-Lolietum) se vlivem odlisného zptisobu
sklizné vice uplatnily dalsi druhy trav a doslo k typologické piestavbé porostli. U oplitkove 2x
ro¢né spasaného porostu byla pokryvnost hlavnich dominantnich druhii trav vyrovnana
nejéastéji v rozmezi 5 — 15 % D (graf 1) po 10 - 15 letech rotaéni pastvy. Ctyfi pievazujici
druhy trav (srha fiznacka (Dactylis glomerata), lipnice lu¢ni, kostfava lu¢ni (Festuca pratensis)
a jilek vytrvaly) dosahovaly pokryvnosti nejcastéji 35 — 40 %, jedna se o spiSe nitrofilni druhy

wewr

vV

arvense), febticku obecného (Achillea millefolium), svizele bilého (Galium album) a koptivy
dvoudomé (Urtica dioica), které dale zvySuji mnozstvi nedopaskd. Jesté vyraznéjsi byla
akumulace Zivin patrna u prostu spasané¢ho 2x ro¢né pii hnojeni 100 kg/ha N + PK (graf 2), kde
ke konci vyvoje spoleCenstva prevazoval jilek vytrvaly. U rotacni oplitkové pastvy 3x ro¢né
byla botanicka skladba porostu obdobné jako pii pastvé 2x ro¢né, avSak vyssi pokryvnosti
dosahoval psine¢ek tenky (Agrostis capillaris) a ¢tyfi dal$i dominantni druhy trav dosahovaly
pokryvnosti 20 — 30 % D. Tento rozvoj psinecku tenkého koresponduje s jeho bioindikacni
charakteristikou, spojenou s vyraznéj$im ochuzovanim trofického potencialu intenzivné
vyuzivanych nehnojenych porostt (Klimes, 2007). Postupné pozvolné snizovani zasoby Zivin
V pud¢ potvrzuje 1 zvySena pokryvnost nizkych méné naro¢nych druhit pampelisky podzimni
(Leontodon autumnale), sedmikrasky chudobky (Bellis perennis), jitrocele kopinatého
(Plantago lanceolata). Naopak odlisny je vyvoj 3x ro¢né oplitkové spasaného porostu pii
hnojeni 100 kg/ha N + PK. U tohoto porostu dosahovaly ¢tyfi dominantni nitrofilni druhy trav
pokryvnosti stabiln€ 45 — 50 % D a pokryvnost psinecku tenkého nedosahovala vyznamnych
hodnot. Zvysend pokryvnost jilku vytrvalého, kostfavy luéni a lipnice lu¢ni davala u tohoto
porostu predpoklad vysoké produkce i1 kvality pice, coz se skutecné potvrdilo i menSim
mnozstvim nedopaskdl. Pokryvnost nitrofilnich druhi bylin (pcha¢ rolni, mochna husi
(Potentilla anserina), febticek obecny) byla nizka a v porostu byly zastoupeny i méné naroéné
druhy, obdobné jako v nehnojeném 3x spasaném porostu. Akumulace Zivin byla u 3x spasaného
hnojeného porostu pomalejsi ve srovnani s 2x spasanym porostem. Rota¢ni opliitkova pastva
4x ro¢n¢ bez hnojeni vedla ke sniZzeni pokryvnosti agrobotanické skupiny trav (graf 3).
Pokryvnost ¢tyt kvalitnich a produktivnich druhti se snizila na 15 — 25 % a v porostu mél vétsi
zastoupeni psinecek tenky a pohanka hiebenita (Cynosurus cristatus). To ovlivnilo i nizkou
produktivitu tohoto porostu, kvalita a chutnost vSak ziistala t¢émét zachovana, coz zpiisobovalo
1 malé mnozstvi nedopaskl. Pokryvnost trav zde vykazovala 3 — 5 lety cyklus. Odnos Zivin
pastvou zde pfevazoval nad jejich navratem i pfes vyssi mnozstvi exkrementt zvitat. V porostu
méla vysokou pokryvnost agrobotanicka skupina ostatnich bylin, reprezentovana nizkymi, na
ziviny méné naroénymi druhy (sedmikraska chudobka, pampeliSka podzimni, jitrocel
kopinaty). Rostouci vyskyt komprimofilnich druhl na vysoce zatizenych plochach pastvin je
typicky zejména v blizkosti vstupnich bran a napajedel (Mika, 1978). VysSka porostu byla
Vv pribéhu vegetace prubézné nizsi. Nizsi produktivita 4x spasaného porostu byla v interakci
S vyss$i druhovou pestrosti (niz§im podilem konkurenéné silnych trav) a s vy$§im odbérem
zivin. Obdobné tendence vykazuji pastevni porosty v podobnych pidné-klimatickych
podminkach (Tonn et al., 2019). Pii pastvé masného plemene Charolais je intenzitou pastvy
vice ovlivnéna pocetnost (frekvence a abundance) druhti, nez druhova pestrost (Dumont et al.,
2009). Pii hnojeni NPK 4x spasané rotacni pastvy zlstala pokryvnost kvalitnich a
produktivnéjsich druhti nejcastéji v rozmezi 30 — 37 % D (graf 4). Pokryvnost psinecku tenkého
se pohybovala v rozmezi 3 - 6 % D. Pfevazujicimi druhy trav byly jilek vytrvaly a lipnice lu¢ni,
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pokryvnost srthy fiznacky a kostfavy lu¢ni byla i pfes hnojeni sniZena vysokym pastevnim
tlakem (seSlap, nizka vyska zbyvajiciho porostu). To dava predpoklad zachovani zejména
vysoké kvality porostu, coZ potvrdilo 1 nizké mnozstvi nedopaski. Nicméné 1 ptes hnojeni byl
patrny mirny nartst pokryvnosti psinecku tenkého a v agrobotanické skupiné bylin prevazovaly
nizké druhy obdobné jako v nehnojeném porostu. Odebirané mnozstvi zivin jiz nemusi
aplikovana davka 100 kg/ha N + PK zcela dopliiovat. Na potiebu hnojeni pastevnich porostu i
pfes jednostranny navrat Zivin upozoriiuje Mika (1978) vzhledem k niZ§imu mnozZstvi kotenti
V pastevnich porostech. Zajimava je zjisténa vysSi pokryvnost jetele lu¢niho pii oplitkové
pastve s frekvenci 3x a 4x ro¢né a potvrzuje se tak vhodnost jetele lu¢niho pro piisevy i do
pastevnich porostii. Jako méné€ vhodny zpiisob pastvy se jevi pastva kontinuélni, kdy pti vys$Sim
zatizeni (3,5-6 DIJ/ha) dochazi krozvoji nizkych druh bylin - pampeliSky podzimni
(Leontodon autumnalis), sedmikrasky chudobky (Bellis perennis), smetanky lékaiské
(Taraxacum sect. ruderalia) aj. a trav — psinecku tenkého, lipnice tzkolisté (Poa angustifolia),
pohainky hiebenité a pii nizkém zatizeni pod 1 DJ dochazi k ruderalizaci porostli. Kontinualni
pastva vSak zvysuje také pokryvnost hodnotnych trav jilku vytrvalého a lipnice lucni
(prosvétleni a seSlap porostu).

Produkéni schopnost ovétovanych pastevnich porostt v letech 2005 — 2009 byla vyhodnocena
v piedeslé praci (Kobes et al., 2019), v letech 2010 — 2015 vykazoval vysokou produkci
biomasy rota¢né spasany porost 2x ro¢n¢ a to i bez hnojeni (tab. 2). Vysokou produkci
vykazoval také 3x rocné spasany porost, avSak zde jiz pouze pii zvySené vyziveé. Vyssi
produktivita téchto porostl korelovala s vy3$si pokryvnosti produktivnich druhti trav a vysokych
druhti bylin. Porost spasany 3x ro¢né bez hnojeni mél nizsi produktivitu a obdobné 1 porost
spasany 4x ro¢n¢ a to i pti zvysené vyzive. S rostoucim zatizenim tedy produktivita pastevnich
porost klesa, avsak kvalita vyprodukované i pfijimané biomasy muze byt vysoka.
Produktivita kontinudln¢ spasanych porostii je srovnatelnd s produktivitou rotacni pastvy
s frekvenci 4x ro¢né, Srostoucim zatizenim klesa produktivita porostu. Zatizeni porostu,
respektive frekvence pastvy méla na produktivitu signifikantni vliv (p < 0,01). Vedle intenzity
pastvy ovliviiuje produktivitu i vyziva porostll, nejvyssi zvyseni produkce nastalo pfi hnojeni
NPK u 3x rota¢né spasanych porosti (signifikantni rozdily mezi hnojenou a nehnojenou
variantou rotacni pastvy byly zaznamendny i pii frekvenci 2x a 4x ro¢né, p < 0,05). Nizsi
produktivita kontinudlni pastvy je zpusobena redukci asimilacni plochy porostu stalym
spasanim a seSlapavanim. Vedle vyZivy porostl ovliviioval produktivitu signifikantné i ro¢nik
(klimatické podminky, teplotné¢ nadprimérny a srazkové podprimérny prubéh pocasi v roce
2015 produkci vyrazn€ snizil). Z teoretickych principti oplitkového systému pastvy vyplyva,
7Ze vynos a vyuziti pastevni pice je tim vétsi, ¢im je doba spasani jednoho oplatku kratsi
(Mrkvicka, 1998). Uvedené vztahy popisuji rovnice: RZop = Czp = Ozop . at/t. Czp/ Ozop
= at / t. Hustota osazeni oplitku (Hop), okamzité zatiZzeni oplitku (OZop), rocni primérné
zatizeni opliitku (RZop), (Mrkvi¢ka, 1998): Hop = Z / Po; OZop = Hop .2; RZop=Hop .2 . at
/| t. Z uvedeného vyplyva, ze zatizeni pastvin (oplitku) ovliviiuji zejména tii proménné: (1)
pocet zvitat ve stad¢ (skupin€), (2) délka pastevniho obdobi (resp. i vegetacni doby) a (3) doba
pobytu zvitat v oplitku (Kobes et al., 2019).

Efektivitu pastevni techniky lze posoudit rovnéZz podle mnozstvi nedopaskli a mnozstvi
skute¢n¢ spasené picni biomasy. Podil nedopaski v obdobi 2010 — 2015 uvadi tabulka 3. Vyssi
podil nedopaskl byl opakované zjistén u porostu spasaného dvakrat rocné (bez hnojeni i pii
zvySené vyzive) a u kontinualni pastvy (Il) s niz§im zatizenim. To je dano spasanim porosti
Vv pokrocilejsi fenofazi a vyssim podilem hrubsich druhti. Zatimco pii spasani porostt 3x — 4X
rocné byl porost spasan obvykle na pocatku sloupkovani prevazujicich trav pii vysce 15 — 30
cm, pii pastvé 2x rocné byl spasan i ve fenofazi poc¢atku metani (vyska porostu 25 — 35 cm).
Byl zde také vyssi podil plodnych (hrubsich) stébel a vyssi pokryvnost bylin s tuz§imi lodyhami
- pcha¢ oset (Cirsium arvense), febticek obecny (Achillea millefolium), bolsevnik obecny
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(Heracleum sphondylium). Zna¢ny vliv na podil nedopaskti mél také ro¢nik, respektive rychlost
vyvinu porostll a fenofaze pii spasani v jednotlivych pastevnich cyklech. Pii nizké produkci
V poslednim pastevnim cyklu mize byt relativni podil nedopaskli (pomér mnozstvi biomasy po

a pred vypasenim) vyssi.

Efektivni vynos pastevnich porostl, tedy mnozstvi skute¢né pfijaté pice, se pohyboval
v §irokém rozmezi 3,95 — 6,84 t.ha! (tabulka 4). Nejvyssi mnozstvi piijaté pice bylo z porostu
spasaného 3x rocné€ a hnojeného NPK, pak nésledoval porost dvakrat spasany a to i bez hnojeni.
Mnozstvi piijaté pice tedy ovlivituje prfedevSim produktivita porostu, tedy frekvence pastvy a
zatiZzeni a pak vyziva (oba faktory signifikantné, p < 0,05). Pfi spaséni porostu 2x ro¢né vSak
piijatd pice mize obsahovat vice vldkniny a miize mit niz8§i vyuZzitelnost Zivin (produkcni
ucinnost) a navic zde jiz dochazi k akumulaci zivin v pidé€ a pozvolné ruderalizaci porostu.
Rovnéz pii kontinualnim spasani porosti klesala produktivita se vzristajicim zatizenim

porostll. Vyznamny vliv na mnoZzstvi ptijaté pice mél rovnéz ro¢nik (p < 0,05).

Tab. 1 Piehled ovéfovanych variant pastvy a zatiZeni pii pastvé krav plemene Charolais.

Varianta Doba Ozop Czop (180 | Ro¢ni  zatizeni
vypasani | (DJ/ha) dni) (DJ/ha) | (DJ/ha)
Pastva 2x/0, OP, 1,6188 ha 6 dnd 43,04 1,43 0,71
Pastva 2x/NPK, OP, 1,6188 ha | 6 dnu 43,04 1,43 0,71
Pastva 3x/0, OP 1,6188 ha 8 dnti 43,04 191 0,94
Pastva 3x/NPK, OP,1,6188 ha | 8 dnu 43,04 191 0,94
Pastva 4x/0, OP, 1,6188 ha 10 dni 43,04 2,39 1,18
Pastva 4x/NPK, OP, 1,6188 ha | 10 dnu 43,04 2,39 1,18
Kontinualni I, 10,59 ha 238 dnu 6,58 8,70 4,29
Kontinualni I1, 23,84 ha 126 dnu 2,92 2,04 1,01

Tab. 2 Primérné vynosy picni biomasy u ovétovanych pastevnich porostd pii rizné intenzité

jejich vyuzivani a zatizeni (2010 — 2015).

Systém pastvy | Varianta Vynos senav t . ha'
2010 | 2011 |2012 |2013 |2014 |2015| Xiois

Rotacéni P-2x/0 7,23 7,17 6,38 [6,14 |542 5,19 | 6,26
oplitkova P-2x/NPK 18,29 |8/41 745 | 7,66 6,34 6,99 | 7,52
P-3x/0 7,08 7,60 5,46 504 |361 3,44 | 5,37
P-3x/NPK | 9,70 | 8,52 6,72 7,03 7,15 5,87 7,50
P-4x/0 6,04 553 [450 |[3,61 3,30 [3,28 4,38
P-4x/NPK | 7,36 6,80 [4,12 4,16 519 4,84 |541
Kontinualni KP I 496 |521 423 |442 398 |[3,36 | 4,36
KP I 6,02 6,05 521 |537 [489 [4,18 |529
Xroky 7,09 6,91 551 |543 |499 |4,64 |576

Tab. 3 Podil nedopaskt (v %) z celkové produkce pastevni pice u ovéfovanych pastevnich

orostul pfi rizné intenzité jejich vyuzivani a zatizeni (2010 — 2015).

Systém pastvy | Varianta Nedopasky %
2010 | 2011 |2012 |2013 [2014 |2015| Xio1s
Rotadni P-2x/O 158 |15,7 |16,4 |93 9,5 13,4 | 13,35
oplatkova P-2x/NPK | 16,6 |14,6 |152 |8, 10,1 | 17,1 | 13,67
P-3x/0 9,5 12,1 | 10,2 |6,6 7.9 7,1 18,90
P-3x/NPK | 9,5 125 |91 6,9 7.0 79 |8,82
P-4x/0 10,7 |11,7 |83 6,6 6,8 51 8,20
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P-4x/NPK | 11,5 126 |76 7,0 55 4,4 18,10

Kontinualni KP I 122 |87 10,2 |96 8,7 6,2 |927
KP 11 15,3 15,7 143 | 14,2 151 13,2 | 14,63
Xroky 12,64 |1295 |11,41 (858 883 |930 |10,62

Tab. 4 Vynosy vyuzité (spasené) picni biomasy (v t.ha™ sena) u pastevné vyuzivanych porosti
fi rizné intenzité jejich vyuzivani a zatizeni (2010 — 2015).

Systém pastvy | Varianta Vynos vyuzité (spasené) pice (t . ha™ sena)
2010 | 2011 |2012 |2013 |2014 |2015| Xiois

Rotacni P-2x/O 6,08 6,06 |534 |557 [491 |452 |541
oplatkova P-2x/INPK 692 719 [6,32 |7,02 |570 |5,80 |6,49
P-3x/0 641 6,72 490 471 [332 |320 |488
P-3x/NPK 879 |750 |6,11 656 |667 [541 |6,84
P-4x/0 538 489 [412 337 [308 |[311 |399
P-Ax/INPK 648 |595 455 387 [491 [463 |5,07
Kontinuélni KP I 435 476 [380 [400 [363 [315 |395
KP Il 510 |510 [446 |461 [415 |[3,63 |451
Xroky 6,19 |6,02 |49 |49 |[455 4,18 |514

Graf 1. Vyvoj pokryvnosti dominantnich druh@ trav u rotaéné oplitkové 2x spasaného,
nehnojeného porostu (v % D) v letech 2010 - 2015
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Graf 2. Vyvoj pokryvnosti dominantnich druhli trav u rotacné oplitkové 2x spéasaného,
hnojeného porostu (v % D) v letech 2010 - 2015
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Graf 3. Vyvoj pokryvnosti dominantnich druhl trav u rota¢né oplitkové 4x spasaného,
nehnojeného porostu (v % D) v letech 2010 - 2015

Pokryvnost dominantnich trav v %, P4x/0
50

40
30

20

10
S ——
0

2010 2011 2012 2013 2014 2015
W srha fiznacka ® lipnice lu¢ni W kosttava lu¢ni Bjilek vytrvaly = Psinecek tenky

Graf 4. Vyvoj pokryvnosti dominantnich druht trav u rotaéné oplutkové 4x spasaného,
hnojeného porostu (v % D) v letech 2010 - 2015
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Zavér

Oplutkovy systém pastvy vykazuje ptiznivejsi druhovou skladbu porostu, kdy pii vypasani
porostu 3x a 4x rocné dochazi k rozvoji kvalitnich druht trav (kostfava lucni, jilek vytrvaly,
lipnice lu¢ni) a jetelovin (jetel plazivy, jetel lucni). Pfi vypasani porosti pouze dvakrat rocné
vSak dochézi k ruderalizaci porostu a ke zvySeni pokryvnosti méné hodnotnych druhti (kostfava
cervena, pyr plazivy, pchac oset aj.). Kontinualni pastva vede ke snizeni poc¢tu druhti a ke
zvyseni vyskytu bylin s nizkou pfizemni listovou riizici a nizkych trav. Produktivita pastevnich
porostl klesa s rostoucim zatizenim vice nez kvalita pice, coZ je zpusobeno nejen spasanim
Vv rangj$i ristové fazi, ale 1 vyssi pokryvnosti jilku vytrvalého, lipnice lu¢ni a jetele plazivého.
U rotacni pastvy s vyssi frekvenci (3x a 4x) je jiz patrné potfeba hnojeni k udrzeni produktivity
pfi zachovani chutnosti pice, efektivni vynos je vysoky a mnozstvi nedopaskll nevzrista.
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Fermentovana zelenina oSetfena vysokym tlakem

Fermented Vegetable and High Pressure Treatment
Kovarikova Eliska
Vyzkumny ustav potravinarsky Praha, v. v. i.
Abstrakt
Fermentovana zelenina je kvalitni potravina a kombinuje v sobé Zivé mikroorganismy, jejich
metabolity, vlakninu a bioaktivni latky ze zeleniny. Osetieni vysokym tlakem obvykle vede
k poskozeni bunék, jejich Setrné deaktivaci a zachovava maximum ostatnich bioaktivnich latek.
Vsechny druhy bakterii ale nejsou stejné citlivé a i kdyz vysoky tlak inaktivoval vétSinu bakterii
mlécného kvaseni v testovanych fermentovanych smésich, ostatni druhy bakterii byly vici
testovanym podminkam odolné. Postbiotika dopliiuji skupinu probiotik a prebiotik o jasné
definovanou skupinu terapeutickych preparati uréenych ke zlepSeni zdravotniho stavu
ptijemce. Jedna se o deaktivovanou mikrobidlni populaci a jeji metabolity. Z tohoto ditvodu a
vzhledem K nutnosti ovéfeného uCinku nelze zeleninu oSetienou vysokym tlakem jako
postbiotikum oznacit.
Klic¢ova slova: Osetieni vysokym tlakem, postbiotika, probiotika, bakterie mlécného kvaSeni

Abstract

Fermented vegetable is known as a good quality food and combine together positives of alive
bacteria, fiber and bioactive compounds from vegetable. High pressure treatment causes
microbial cells damage but preserves maximum of other bioactive compounds. Sensitivity of
microbes toward high pressure treatment is different. Inactivation of lactic acid bacteria in our
fermented vegetable samples was high, but other strains were resistant to our high pressure
conditions. Postbiotics complements group of probiotics and prebiotics to strictly defined group
of therapeutic preparations that confers a health benefit on the host. Microbial population in
postbiotics is inanimate and served together with their metabolites. Due to this effect and
because the effect to be host must be verified, fermented vegetable cannot be labeled as a
postbiotic.

Keywords: High pressure treatment, postbiotic, probiotic, lactic acid bacteria

Uvod

Vyrobci potravin a dopliiki stravy hledaji cesty jak oznacit své vyrobky souladu s modernimi
trendy. Salminen et al. (2021) v roce 2021 definovali postbiotikum jako pftipravek, ktery
obsahuje nezivé mikroorganismy a/nebo jejich ¢asti a ktery ptinasi uzivateli n¢jakou vyhodu.
Postbiotika jsou tedy zamérné inaktivované mikrobialni buniky s/nebo bez metabolit, nebo
&asti bun&k. Cisté mikrobialni metabolity ani vakciny nejsou postbiotikum. Pozitivni efekt musi
byt prokdzan pro cilového hostitele. Misto u¢inku postbiotika neni omezeno na stfevo. Muze
se jednat také o ustni dutinu, kiZi, urogenitalni trakt nebo nosohltan. Injekéni podavani neni
zahrnuto v idei postbiotik. Dulezitou ¢asti definice je ovéfena bezpecnost podavani postbiotik
pro cilového hostitele.

MIécné fermentace dokaze zhodnotit zeleninu a povysit ji na zivou, aktivni a funk¢ni potravinu.
Kromé zachovani vétSiny Zivin obohacuje zeleninu o skupinu kratkych mastnych kyselin
(SCFA) a o jejich producenty. Do skupiny mléénych bakterii patii vétSina probiotickych
kmeni. Bohuzel ani fermentovana zelenina neni zcela bez rizika pro konzumaci. Jednim
Z problémt jsou kontaminujici bakterie, které mohou prezivat i nizké pH kysanych potravin
(Skowron et al., 2022). Tyto potraviny mohou byt rizikové pro konzumenty s nekterymi
nemocemi stfev, pokud je stievni bariera porusena. V tomto piipadé lze vyuzit fermentované
potraviny s inaktivovanymi bakteriemi. Kromé klasické sterilace vysokou teplotou, 1ze pouzit
1 moderni metody vyuzivajici vysokého tlaku. Vysoky tlak dokaze inaktivovat bakterie,
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kvasinky 1 plisné, ale uG¢innost je zavisla na podminkach (tlak, doba vydrze, pH, typ
mikroorganismu) (Houska and Silva, 2018).

Material a metody

Byly ptipraveny 3 typy fermentovanych zeleninovych smési a skladovany v chladu po dobu 6
meésicti. Smes Cislo 1 byla tvofena smési rajcat, papriky a cukety v poméru 1:1:1 a doplnéna
cibuli a ¢esnekem v poméru 0,5:0,1. Smés ¢islo 2 byla sestavena ze zeli, tufinu a mrkve (2:1:1)
a doplnéna opét cibuli a ¢esnekem (0,5; 0,03). Smés Cislo 3 byla koncipovana jako smés zeli a
cervené fepy (3:1) a doplnéna cibuli, kienem a ¢esnekem (1:0,25:0,03). Zelenina byla krouhéna,
osolena (1,5% NaCl) a inokulovéna (fermentovana zelna Stava v davce 5%). Po skonceni
hlavniho kvaSeni (1-2 tydny, 20-23°C) byly smé&si ulozeny pti 8°C. Pro vlastni pokus byla ¢ast
vzorku skladovédna dale ve stejnych podminkéch (zataveny plastovy sacek, 8°C, tma) a ¢ast
vzorku byla ve skladovacim obalu oSetiena vysokym tlakem (HP — high pressure 400 MPa, 15
minut). Po oSetfeni byla provedena orientacni senzoricka analyza (sledovan pouze rozdil mezi
oSetfenym a neoSetfenym vzorkem), zméteno pH a proveden mikrobiologicky rozbor.
Stanoveni poc¢tu zivych mikroorganismi bylo provedeno kultivaéni metodou na selektivnim
mediu. Odebranad fermentovana smés byla nafedéna definovanym mnozstvim sterilniho
fyziologického roztoku a homogenizovana pomoci pfistroje Stomacher. Suspenze byly
ockovany na povrch selektivni ptidy a po kultivaci byly pocitany kolonie. Po pfepoctu bylo
mnozstvi mikroorganismu vyjadieno jako pocet kolonie tvoficich jednotek v 1 gramu vzorku —
KTJ/g. Skupiny mikroorganisma byly definovany pomoci selektivni pidy. Pro celkovy pocet
mikroorganismt (CPM) jsme pouzili Nutrient agar (Himedia) a pro mlé¢né bakterie (LAB)
MRS agar (Oxoid). Senzorické srovnani probéhlo metodou dotazniku, kde se srovnavala smés
oSetfena vysokym tlakem a neoSetfend. Dotazované parametry byly: vzhled, ving, chut’ a
textura. Hodnoceni bylo nastaveno na odpovéd’ lisi se/ nelisi se. Pro stanoveni pH jsme pouzili
stolni pH metr Testo 206 a méteni probehlo v uvolnéné stave.

Vysledky

Osetieni vysokym tlakem se pouziva jako Setrnd ndhrada pasterace, protoze sice ovliviiuje
zivotaschopnost pfitomnych bakterii, ale neovliviiuje termolabilni ziviny. Pro srovnéani jsme
fermentované zeleninové smési zabalili do plastového sacku, jednu davku ponechali bez
oSetieni jako kontrolu a druhou jsme vystavili piisobeni tlaku 400 MPa po dobu 15 minut, coz
je standartni postup ovéteny pro Cerstvé zeleninové §tavy. Po provedeném oSetfeni jsme
nepozorovali Zadné vyrazné zmény barvy nebo textury. Pouze u letni smési doslo k ¢astecnému
rozptyleni ¢ervené barvy uvolnéné z rajcat, jak ukazuje Obr 1. Ostatni smési nevykazovaly

zménu zadnou, nebot’ jejich probarveni je homogenni a textura zeleniny vyrazné tvrdsi, coz
ilustruji Obr. 2 a Or. 3.
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N \cosemient: R OSETRENE VYSOKYM
- g TLAKEM

Obr. 1. Fermentovana smés zeleniny ¢islo 1 pfed a po oSetfeni vysokym tlakem (400 MPa, 15
minut).

OSETRENE VYSOKYM
TLAKEM

Obr. 2. Fermentovana smés zeleniny
minut).

e
OSETRENE VYSOKYM
TLAKEM

Obr. 3. Fermentovana smés zeleniny ¢islo 3 pred a po oSetfeni vysokym tlakem (400 MPa, 15
minut).
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K podobnému vysledku jsme dosli pomoci dotaznikového hodnoceni senzorickych vjemi. Ve
vzhledu a vini u zaddného druhu smeési zadny z hodnotitelii nezaznamenal rozdil mezi
osetfenym a neoSetfenym vzorkem. V chuti pouze 5 % hodnotitelii zaznamenalo rozdil u smési
¢. l a¢. 2, ale v poznamce byl hodnocen jako nevyrazny. Smés ¢islo 3 byla hodnocena jako bez
rozdilu vSemi hodnotiteli. Nejvyraznéjsi vliv méla aplikace vysokého tlaku na texturu. Rozdil
zaznamenalo 85 % hodnotitell pro smés €. 1 a 20 % pro smes €. 2. Smés €. 3 byla hodnocena
jako bez rozdilu vS§emi hodnotiteli v parametru textury.

Sledovéani zmény v poctu aktivnich mikroorganismi mlééného kvaseni ukdzalo, ze oSetfeni
vysokym tlakem v kombinaci s kyselym prostfedim inaktivovalo pfitomné mlécné bakterie o 3
az 6 fadu, ackoliv obsah ostatnich bakterii ziistal téméf nezménén.

Tab. 1: Pocet Zivych mikroorganismi ve fermentovanych smésich zeleniny pfed a po oSetieni
vysokym tlakem (400 MPa; 10 minut)

Zeleninova CPM (KTJ/g) CPM (KTJ/g) LAB (KTJ/g) LAB (KTJ/g)
smes neoSetfené Osetfené HP neoSetifené Osetrené¢ HP
1 3,5.10% 7,1.10* | 2,3.10%+1,1.10 | 5,3.10%+ 4,2.10° nenalezeno
2 3,0.10%+ 1,4.10> | 2,3.10%+ 7,7.10' | 7,7.10%+ 3,3.10° 1,2.10%+ 2,8.10°
3 3,3.10%+ 1,1.10% | 2,2.10%+2,8.10' | 3,5.10%+ 7,1.10° 1,1.10%+ 7,1.10*

Osetfeni vysokym tlakem neovlivnilo pH vzorka. Smés ¢islo 1 méla pH pied oSetfenim 3,37 +
0,03 a po oSetieni 3,40 £+ 0,04. Sm¢s ¢islo 2 méla pH pted osetfenim 3,62 + 0,16 a po oSetieni
3,47 £ 0,04. Smés ¢islo 3 méla pH pred oSetienim 3,95 £ 0,11 a po oSetieni 3,91 £+ 0,03.

Diskuze

Postbiotikum je charakterizovano podobné¢ jako probiotikum, ale bez dirazu na zivé
mikroorganismy. Spolec¢né pro obé definice je nutnost ovéfit pozitivni ucinek piipraveného
preparatu, nejlépe klinickou studii. Tento pfistup u potravin neni snadno realizovatelny a je
tudiz vhodné&jsi hovofit o potencialnim probiotickém nebo postbiotickém téinku. Z hlediska
bezpecnosti pro konzumenta je dostate¢ny obecny pozadavek nezdvadnosti potraviny a
disledné znaceni alergenli. V zeleninovych smésich se snadno mohou vyskytnout slozky
schopné zpiisobit silnou alergickou reakci, jako napiiklad celer. Uginek inaktivovanych
Piedpokladany ucinek zivych bunck, prezentovany ve zminéném Cclanku, je ve zméné
gastrointestinalni mikroflory, ale inaktivované bunky ovliviiuji gastrointestinalni mukosu a tim
zanétlivou odpoveéd’ imunitniho systému. Ob¢ slozky se také ovliviuji navzajem. Tento efekt
je dobfe vyuzitelny v potravindch s vysokym obsahem potencialné¢ probiotickych
mikroorganismu, jakymi by fermentovana zelenina méla byt. Nicmén¢ za postbiotické 1ze jen
tézko povazovat ptivodn¢ probiotické potraviny které ztratily Zivotaschopnost své probiotické
slozky v dusledku skladovani (Vinderola et al., 2022). Fermentovana zelenina s aktivné
usmrcenymi bunikami obsahuje nejen celé inaktivované bunky (tepelna inaktivace), ale 1 jejich
fragmenty (oSetfeni vysokym tlakem). Navic takto pfipravena potravina obsahuje krom¢ bun¢k
1 jejich metabolity a dale prospésné a esencialni slozky pfimo z pouzité zeleniny. Pfi oSetieni
vysokym tlakem sice nedojde ke kompletni inaktivaci pfitomnych mikroorganismi, ale
vitaminy a ostatni termolabilni latky jsou zachovany (Houska and Silva, 2018).

Zavér
Vzhledem k podminkam stanovenym v definici pro postbiotika nelze vysokym tlakem
oSetfenou fermentovanou zeleninu takto oznacit. Pretrvani ¢asti Zivych mikroorganismu sice
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muze u disponovanych jedincii predstavovat zdravotni riziko, nicméné se zde jedna o béznou
mikrofloru. Pozitivnim zavérem je, Ze vysoky tlak nema negativni vliv na senzorické vlastnosti
fermentované zeleniny, krom& ovlivnéni textury u mékc¢ich druhd. Fermentovana zelenina
oSetfena vysokym tlakem tak miize snadno nalézt své konzumenty, stejné¢ jako ostatni
fermentované potraviny.

Podékovani
Prace vznikla za podpory Ministerstva zeméd¢lstvi, instituciondlni podpora MZE-RO0318
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Aspekty pouziti kompostu jako mulce pri péstovani brambor
Aspects of using compost as mulch at potatoes cultivation

Kral M., Dvoiak P.
Katedra Agroekologie a rostlinné produkce, CZU Praha

Abstrakt

V ramci maloparcelového pokusu byly ovéfovany pifinosy kompostu aplikovaného jako mulé, tedy
pfimo na povrch hribkti brambor. Byl pouzit kompost ze 3 riznych provozi, zabyvajicich se jeho
vyrobou. Aplikace prob&hla bezprostfedné po vysadbé pfimo na hribky, kde se kompost béhem
vegetace postupné vytracel. Behem vegetace se sledovaly vybrané parametry trovné pudni vldhy a
fyzikalni stav ptudy, dale byl sledovan vyzivny stav porosti brambor. Na zavér pokusu se hodnotili
produkéni ukazatele brambor. Z téchto pozorovani vyplynulo, ze kompost aplikovany jako mul¢ mél
pozitivni vliv na narst konzumnich hliz (nad 40 mm) a snizil povrchové utuzeni pady. Vysledky
pozorovani pidni vlahy v hribcich nicméné trend zvysené pidni vlahy na parcelach s kompostem zcela
nepotvrdily.

Klic¢ova slova: hribky, hlizy, vynos, ptidni vlaha, utuzeni pady

Abstract

As part of a small-plot experiment, the benefits of compost applied as mulch directly on the surface of
potato hills, were verified. Compost from 3 different plants involved in its production was used. The
application took place immediately after planting directly on the hills, where the compost gradually
disappeared during the vegetation. During the growing season, selected parameters of the soil moisture
level and the physical condition of the soil were monitored, and the nutritional status of the potato stands
was also monitored. At the end of the experiment, potato production indicators were evaluated. These
observations showed that compost applied as mulch had a positive effect on the growth of tubers (over
40 mm) and reduced soil surface compaction. However, the results of observing soil moisture in the
graves did not completely confirm the trend of increased soil moisture in plots with compost.
Keywords: hills, tubers, yield, soil moisture, soil compaction

Uvod

Pouzivani kompostu v rostlinné vyrobé je v posledni letech vidét stale ¢ast&ji. Rada zemé&délsky
podnikd v ramci jeho aplikace teSi celou Skalu problému pocinajicich od nedostatku
organickych hnojiv aZ po zhorSenou kvalitu ptdy a jeji vlastnosti. Kompost dokaze zlepsit fadu
pudnich aspektli souvisejicich s bilanci Zivin, vodnim, vzduSnym i tepelnym reZimem, sorpéni
schopnosti, tvorbou strukturnich agregatii, vyuzitelnosti zivin a mikrobidlni aktivitou pudy
(Badalikova 2019, Fischer and Glaser 2012, Wilson et al. 2019).

Ptinosy kompostu by mély byt nejvice patrné u plodin vyZadujicich organickd hnojiva a
vykazujicich vyssi citlivost na sucho, jako jsou okopaniny. U brambor bylo dokonce
pozorovano prikazné zvyseni vynosi (Halloran et al. 2013; Setiyo et al. 2016). V piipadé, ze
kompost slouzi jako alternativa k organickym hnojiviim, jsou nutné, vzhledem k jeho nizkému
obsahu zivin, vyss§i davky na hektar (oproti statkovym hnojiviim o desitky tun). Jeho aplikace
se provadi nejcastéji v obdobi pfed podzimni orbou, s kterou je poté kompost dostatecné
zapraven, coz je vyhodné hlavné z legislativnich diivoda (vyhlaska ¢. 274/1998 Sb.). Otazkou
je, zda takto hluboko zapraveny kompost, miize jest¢ v nasledné sezéné plnit fadu vysSe
zminénych funkci, zejména zvyseni mikrobidlni aktivity pudy. Ponechéni kompostu na povrchu
kompostu po aplikaci na povrchu, by mohl vice ptsobit v povrchové (mélké) vrstvé pudy. To
by se mohlo pozitivné projevit na snizeni utuzeni a omezeni tvorby ptidniho Skraloupu Edwards
(2009). Blizsimu zkoumani by u povrchové aplikace, pak méla byt podrobena 1 aplika¢ni davka
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kompostu, kdy by mohlo postacit mensi mnozstvi. Z hlediska uspéSnosti kompostu ve vytvaieni
lepsich podminek v ptidé pro rist plodin je kli¢ovou otdzkou samotny zpisob aplikace. Rada
studii ukazala, Ze ani vysoké davky kompostu nemusi zleps$it pidni podminky, pokud je
nevhodné zapraven. Proto vyvstava otdzka, zda-li mélké zapraveni nebo ponechani kompostu
zcela na povrchu, nemtize ucel zlepSeni pudnich podminek plnit stejné ¢i 1épe. DalSim
vyznamny faktorem pro ptisobeni kompostu v ptidé bude i termin aplikace (podzim vs. jaro),
coz je provazano s fadou pochodl v ptid€ a hlavné ¢asem, po ktery kompost v pude plisobi.

Material a metody

Za ulelem ovéteni predpokladi, Ze aplikace kompostu by mohla zlepSit péstovani
brambor, byli na pozemcich Vyzkumné stanice v Uhfinévsi katedry Agroekologie a rostlinné
produkce pii CZU v Praze, zaloZeny na jafe 2022 maloparcelkové pokusy. Pokusné pozemky
stanice se nachazi v feparské vyrobni oblasti, nadmotska vyska je 295 m, primérna teplota
vzduchu 8,4°C a primérny ro¢ni tthrn srazek ¢ini 575 mm. Jako pokusna plodina byly zvoleny
brambory, rand odriida Dicolora. K aplikaci byl pouzit kompost ze tifi podniki: Jevicko,
Blatnice, Hostéradky. Jako kontrolni varianta poslouzily parcely zaloZzené bez nasledné
aplikace kompostu. Celkem tak byly, v€etné kontroly zaloZeny 4 varianty, kazda varianta méla
4 opakovani. Pokusnou dvoutradkovou parcelu tvotilo 16 trsti. Vysadba probehla rucné 28.
dubna, aplikace kompostu 10. kvétna (pfepoctena davka 20 t/ha) a ukonceni vegetace a sklizen
13. zati. Béhem vegetace byl pokus standartné oSetfovan herbicidni, insekticidni a fungicidni
ochranou. Kompost byl aplikovan rué¢né piimo na hriibky bezprosttedné po vysadbé brambor
s cilem zlepsit péstitelské podminky. Ke kontinuélnimu sledovani ptadni vlahy v kofenové zoné
byla pouzita ¢idla EM50 Data Logger s intervalem 10 min (instalovana 4.7. 2022), do hloubky
10 cm od vrcholu hribku. Pro zjisténi povrchového utuzeni hrubka byl méfen, i jako nepfimy
indikator schopnosti infiltrovat srazky, na sklonku vegetace penetrometricky odpor (do hloubky
10 cm, penetrometrem FieldScout SC 900). Jako nepiimy indikator vyzivného stavu rostlin byl
v prubéhu vegetace méten chlorofyl v listech chlorofylmetrem SPAD 502). Z produkénich
ukazateli byl sledovan vynos hliz a jejich velikostni zastoupeni, tedy pocet a hmotnost hliz ve
frakcich pod 40 mm a nad 40 mm (stanoveni na ¢tvercovych sitech).

Vysledky

Pribéh povétrnostnich podminek béhem vegetace pokusu, by se dal ve srovnani
s dlouhodobym normdalem charakterizovat jako teplotné mirn¢ nadprimérny, diky mésicim
kvéten a Cerven. Srazkove Ize pribeh pocasi hodnotit jako nevyrovnany, s nadbytkem srazek
béhem mésice cervna a deficitni behem kvétna a cervence. Vice charakterizuje prubeh pocasi
tabulka 1.

Z vysledku ziskanych z pozorovani produkénich ukazatelti vyplyva, Ze nejvyssi urovné
sklizenych hliz, pfepoéteno na hektar, bylo dosazeno z parcel s aplikaci kompostu z podniku
Blatnice (Graf 1). Dale néasledovaly parcely s aplikaci kompostu z podniku Jevicko a
Hostéradky, nejnizsi uroveil vynosu hliz byla zjiSténa u kontrolnich parcel bez kompostu.
Nejlepsi pomér vynosu hliz konzumni velikosti na vynosu celkovém byl zjiStén u varianty
s kompostem z Hostéradek (pouze 2,46 % hliz nekonzumni velikosti). Naopak nejhife dopadla
S timto pomérem varianta kompostu z Jevicka (podil hliz nekonzumni velikosti 3,05 %) a
kontrola (podil 2,99 %). Z pozorovani chlorofylu v listech vychazely nejvyssi hodnoty u
varianty kompostu z Hostéradek (Graf 1), naopak nejnizsi hodnoty byly zjistény u kontrolni
varianta a varianta s kompostem z Jevicka.

310



OBSAH

Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

Tabulka 1. Mési¢ni idaje za vegetacni obdobi Uhrinéves (duben — zari 2022).

Mésic | Teplota vzduchu (°C) Srazky (mm) Mésiéni normal

Denni Pocet dni se srazkami

oy . Max. Teplota | SraZky

pramér | Min. Suma do5mm |[nad5mm | (°C) (mm)
V. 7,65 -1,7 225 | 28,8 11 3 9,97 26,9
V. 16,1 4,7 30,1 | 21,6 8 0 14,47 64,7
VI. 20,1 7,9 36,8 | 1814 4 7 17,93 77,1
VII. 20,0 9,6 353 | 50,0 4 4 19,65 77,5
VIII. | 20,3 10,3 349 944 5 5 19,25 70,8
IX. 13,6 3,3 27,3 | 764 10 6 14,39 48,4

Graf 1. Vynos hliz, pomér jejich velikostniho zastoupeni a chlorofyl v listech.
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tuberizace (faze objemového ristu hliz, v piipadé pokusu Cervenec az srpen), byly nejnizsi
hodnoty ptdni vlahy zaznamenavany u aplikace kompostu z Jevicka (Graf 2). Nasledovaly
parcely s dalsimi komposty a nejvice pudni vldhy bylo zaznamenano u kontrolni varianty.
Tento trend trval az do zacatku 3 dekady mésice srpna, kdy po delSim obdobi sucha pftisly
vyznamngj$i srazkové thrny (Graf 2), zde se trend obratil ve prospéch variant s komposty
(vyjma kompostu z Hostéradek) a trval az do ukon¢eni pokusu.

311




OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

Graf 2. Pudni vlaha v kofenové zoné a srazkové ihrny béhem vegetace.
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Z pozorovani utuZeni povrchové vrstvy piidy je patrné, Ze hodnoty odporu (do 7,5 cm)
jsou u kontrolni varianty, oproti variantam s komposty, vyssi (Graf 3). To naznacuje ptiznivéjsi
stav pudy z hlediska tvorby hliz, lepsi schopnost infiltrovat sraZky a zaroven hor§i podminky
pro tvorbu ptidniho Skraloupu a pro celkové utuzeni piidy v hriibku.

Graf 3. Penetrometricky odpor v povrchové pudni vrstvé.
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Diskuze

Ze ziskanych vysledkt byl zjistén pozitivni trend nartstu konzumnich hliz u vSech
variant s kompostem, coz je v souladu s vysledky pokusu Setiyo et al. (2016), kde mél kompost
rovnéZ pozitivni vliv na vynos hliz oproti kontrole. Pozitivni trend byl zaznamenan 1 pro pomér
tvorby konzumnich hliz (nad 40 mm) na celkovém vynose u variant s komposty (vyjma
kompostu z Jevicka) proti kontrolnim parcelam, obdobnych vysledki dosahli Halloran et al.
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(2013). Vysledky dale naznacuji vztah mezi chlorofylem v listech (SPAD) a plsobenim
kompostu na rostliny, kdy byly u rostlin na parcelach s kompostem hodnoty oproti hodnotam
rostlin na kontrolnich parceldch zvysSené, byt rozdil byl nepatrny. K podobnym vysledkiim
dospéla i1 prace Suruban et al. (2022), kde se ukazalo prikazné zvySeni chlorofylu u rostlin
péstovanych s pomoci kompostu. U vysledkil z pozorovani urovné vlahy v piid€ neni pfinos
kompostu jednoznacny a po urcitou ¢ast pokusu pusobil spise protichtidné. V tiiletém pokuse
s mul¢i (Kral et. al 2019) kompost aplikovany jako mul¢, ptidni vlahu povrchové vrstvy (do 4
cm hloubky), ale 1 hlubSich vrstev (do 20 cm) oproti neupravené kontrole zvySoval. Vysledky
se mohou rozchazet z vice diivodd, a to téch, které pocinaji u typu pouzitého kompostu (a ty se
mohou lisit) a kon¢i u okolnosti, za jakych byl kompost aplikovan (piidni vlaha, pocasi) a jaké
podminky panovaly bezprosttedné po aplikaci. Pokud jsou okolnosti neptiznivé, kompost mize
byt snadno rozplaven (splaven) a za nékolik tydnli nemusi byt uz patrnd jeho piitomnost.
Nameétené hodnoty penetrometrického odporu naznacuji pozitivni vliv kompostu na ptiznivy
fyzikélni stav pidy a sniZzeni utuZeni povrchové vrstvy. Snizeni penetrometrického odporu
zaznamenal pfi pouZiti kompostu v pokusech i Sullivan (2015).

Zavér

Zaveérem lze uvést, ze ziskané vysledky polniho pokusu s povrchovou aplikaci kompostu jako
mulce pfinesly v jistém ohledu piekvapiva zjisténi. Z pohledu produkénich ukazatelii to bylo
zvyseni vynosu hliz pfi pouziti kompostu, na druh¢ stran¢ sledovani pidni vlahy vysvétleni pro
toto zvySeni nepfineslo (alesponi v prvni poloving vegetace). Na zakladé¢ téchto vysledkl nelze
jednoznacné tvrdit, Ze se ptitomnost kompostu podilela na vétSim nartstu hliz prostiednictvim
zvySené urovné pudni vldhy (jako u jinych obdobnych pokust). Na druhou stranu vysledky
sledovani utuzeni pady v hribcich ukazaly pfiznivy vliv kompostu na péstitelské podminky.
Pro lepsi pochopeni ulohy kompostu bude nutné v pokusech pokracovat. Jeding detailngjsi
pozorovani i v dalSich pokusnych letech, mize piinést spolehlivé vysledky k objasnéni
pusobeni kompostu ve form¢ mulce v ptidé pii péstovani brambor.
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Technologicky postup sklizné vybranych odriid luskovin péstovanych
na dvou lokalitach

Technological process of harvesting selected leguminous varieties grown
at two locations

Louc¢ka R.%, Jan¢ik F.!, Homolka P.%, Jambor V.2, Dostalova R.2

YWyzkumny vstav Zivocisné vyroby, v.v.i. Praha Uhfinéves; ?NutriVet s.r.o. Pohorelice;
SAGRITEC, vyzkum, slechténi a sluzby, s.r.o. Sumperk
Abstrakt

Hrach polni Pisum sativum L. byl péstovan na dvou stanovistich 2 roky s cilem ziskat informace
o vyzivnych hodnotach a vhodnosti terminu sklizné za uc¢elem konzervace sildzovanim. Prvni
pokus probehl v lokalité¢ Brtov u Velkych Opatovic. Byl zaméfen na ziskdni informaci o
vyzivné hodnoté¢ silazi. Silazovana byla odrida hrachu tiponkového Gambit a pelusky Arvika.
Lepsi ukazatele kvality sildze a nejniZ§i ztraty byly dosaZzeny s hrachem Gambit. Arvika méla
lepsi biozplynovatelnost. Druhy pokus prob&hl na pozemcich Agritec v Sumperku pokus se 7
odriidami hrachu Uponkového. Porovnavany byly s listovym hrachem Protecta a pelusky
uponkového typu Turnia. Nejlepsi vysledky byly s uponkovym hrachem odriidy Gambit.
Vyzivové hodnoty i vynosy hrachu listové odridy Protecta byly s uponkovym hrachem
srovnatelné.

Klic¢ova slova: Pisum sativum L., chemické analyzy; silaz; ztraty; vynos; biozplynovatelnost

Abstract

Field pea Pisum sativum L. was grown on two sites for 2 years with the aim of obtaining
information on nutritional values and the suitability of the harvest date for conservation by
ensiling. The first attempt took place in the locality of Brtov near Velké Opatovice. It was
aimed at obtaining information on the nutritional value of silage. The Gambit semi-leafless and
Arvika fodder pea variety were used as silage. Better silage quality indicators and lowest losses
were achieved with Gambit peas. Arvika had better biogasification. The second experiment
took place on the Agritec plots in Sumperk, an experiment with 7 varieties of semi-leafless pea.
They were compared with the leaf pea Protecta and the semi-leafless type Turnia. The best
results were with creeper peas of the Gambit variety. The nutritional values and yields of the
pea variety Protecta were comparable to those of the semi-leafless pea.

Keywords: Pisum sativum L., chemical analyses; silage; losses; yield; biogasability

Uvod

Narodohospodaisky vyznam jednoletych picnin neni sice vzhledem k poctu zasetych hektarti
vyrazny, ale je vyznamny. Na orné ptid¢ maji nezastupitelné postaveni. Je to jednak proto, ze
zajistuji pozadované mnozstvi krmiv o dobré kvalité pro hospodarska zvitata a jednak proto,
Ze jsou vyznamnou soucasti vyvazenych osevnich postupt, které maji v systému rostlinné
produkce rozhodujici tilohu pii zajistovani trodnosti ptidy biologickym zptsobem. Luskoviny
maji na nasledné plodiny piiznivy efekt z ditvodu fixace atmosférického dusiku, prokofenéni
pudy, vynaseni zivin ze spodnich vrstev zpét do ornice, obohaceni piidy humusem, rozsiteni
biodiverzity agro-ekosystému, navic zvysuji jejich vynos i obsah bilkovin. Podle Lu et al.
(2019) ma hrach polni relativné novy typ rostlinnych protein zahrnujici globulin, albumin,
prolamin a glutelin. Globulin a albumin jsou hlavnimi zasobnimi proteiny v semenech hrachu.
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Vyhody luskovin a jejich smések s obilovinami (LOS), jakoZto zdroje vysoce kvalitnich krmiv,
l1ze dosahnout vSak pouze v ptipadé€, ze z nich bude vyrobena kvalitni a zdravotné nezdvadna
silaZ o vysoké nutri¢ni hodnoté, a Ze u vyrobenych silaZi nutri¢ni hodnota bude co nejptesnéji
stanovena, a dale ze tyto silaze budou dobfe zatazeny do krmnych davek. Problém je v tom, Ze
ti, ktefi pocitaji navrhy krmnych davek pro skot maji jen zastaralé, nebo jen kusé informace o
vyzivnych hodnotach luskovin a LOS. To byl i davod, pro¢ vzniknul projekt NAZV
QK?21010344 ,,.Domaci bilkovinné plodiny ve vyzivé skotu.*

V CR je dominantni luskovinou hrach polni — Pisum sativum L., ktery, pokud se sklizi v plné
zralosti, se vyznacuje kulatymi hladkymi semeny a ovalnymi $krobovymi zrny. Za ucelem
silazovani se nyni vice pouziva hrach Gponkovy (semi-leafless) nez klasicky hrach listového
typu. Vétsinou se péstuji jako soucast LOS. Komponenty do smések je tfeba volit podle
stanoviStnich podminek a pozadavkl ke zkrmovani, pficemz musi byt vyvojové sladény tak,
aby v dobé€ jejich spole¢né sklizn€ dosahovaly optimalni picninafskou zralost. Vysevek
jednotlivych komponentt je tteba sestavit podle jejich konkurencnich i podptrnych vztahi.
Samostatny Gponkovy hrach se jako monokultura vyséva v davce 250 az 300 kg/ha. Vyhodou
je jednoduchy zptisob zalozeni, na druhou stranu v prvni fazi ristu nevytvari dokonalé
zastinéni, a proto neni vhodny do aridnich oblasti. Pfi sklizni na vlh¢ich stanovistich hrozi
nebezpeci vytahovani rostlin 1 s kofeny, namisto €ist€ho seceni. Nizsi skliziiova suSina u této
plodiny podmiiuje vétSinou nutnost dvoufazové sklizné. Je vSak tfeba dat pozor, aby suSina
fezanky nebyla ptili§ vysoka. Pti suSin€ zhruba 30 % se hrach nezahtiva a zlistanou v ném beta-
karoteny. Pti vyssi suSin€ nad 35 % lze s velkou pravdépodobnosti predpokladat, ze silaz bude
mit velmi nizkou aerobni stabilitu a po otevieni sila bude plesnivét (zvlasté pii uskladnéni ve
vaku), protoze i po fermentaci zGstava v siladzi hodné€ cukri. Princip vyborného krmného ti¢inku
hrachové silaze je v tom, ze neni zkrmovana zasobni bilkovina semene hrachu, ale cela rostlina,
ptic¢emz bilkoviny semene ve voskové-mlééné zralosti jsou funkéni, nikoliv zasobni a silaz se
vyznacuje 1 vysokou chutnosti.

Hlavnim cilem pfedlozené studie bylo porovnat mezi sebou vybrané odridy hrachu
uponkového a pelusky podle skladby Zivin a vhodnosti pro sklizen na silaz. Z Metodiky
UKZUZ pro zkousky uzitné hodnoty (ZUH), ktera plati s uéinnosti od 1.8.2019 a byla
aktualizovéana pro rok 2022 se informace o vyzivnych hodnotach hrachu pro tcely silazovani
nelze docist. Metodika je urCena pro studium zrna hrachu. Podkladem pro zootechniky a
krmivafe tak zistava ,,Katalog krmiv VUVZ Pohotelice™ z roku 1995 (Zeman a kol. 1995).
V tomto katalogu je hrach veden jako silaZovana drt’ 0 obsahu suSiny 18 %, resp. obsahu
vlakniny 22 % a stravitelnych dusikatych latek 13 % v suSiné. Obsah Skrobu neni uveden vibec.
To jsou udaje pro sestaveni krmné davky pro vysokouzitkové dojnice nepouzitelné. Obdobné
je to i pro bob.

Metodika

V predlozené studii byl hrach sety péstovan na dvou stanovistich 2 roky s cilem ziskat
informace o vyzivnych hodnotich a vhodnosti terminu sklizné¢ za U€elem konzervace
sildzovanim.

V roce 2021 probéhl pokus na Sumpersku na poli VOS zemédélct, a.s., lokalita Brtov u
Velkych Opatovic. Byl zaméfen na ziskani informaci o vyzivné hodnoté silazi. Vedle
uponkového hrachu Gambit a pelusky Arvika byly vzorky odebrany i od dvou odriid bobu
(Merkur a Mistral). Odrudy byly pfedvedeny na Polnim dnu. Odbér vzorkl pro vyrobu silazi
probehl 7. 7. 2021. Technologie péstovani a sildzovani je podrobné popsana v publikaci Loucka
a Tyrolova (2013). Picniny byly sildZovany do specialnich nadob. Do nadob bylo udusano 10
kg fezanky (o délce v priméru 25 mm, zatizeno 10 kg zavazim a anaerobné zakryto. Rezanka
byla sildzovéana bez aditiv. Po 90 dnech byly nadoby otevieny a bezprostiedn€ po tom byly u
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silazi uskute¢nény chemické analyzy podle AOAC (2005) v agrolaboratofi NutriVet s.r.o. v
Pohoftelicich. Stravitelnost in vitro byla stanovena po 24 hodinach inkubace, NEL a NEV byly
vypoéteny podle metody Van Es (1978). Potencial pro produkci mléka byl vypocten podle
MILK 2006 (Schwab et al. 2003). Metan byl stanoven podle metodiky Mayer et al. (2014).

V roce 2022 byl pokus opakovan také na Sumpersku na poli VOS zemédélct, a.s. u Velkych
Opatovic. Zasety byly odrady uponkového hrachu Gambit, Avatar a Protecta, pelusky Arvika
a dvou odrid bobu (Merkur a Mistral). Opét byly odridy pfedvedeny na Polnim dnu (28. 6.
2022). V ten den byly potizeny fotografie porosti. Tésné pied odbérem vzorki za tcelem
silaZovani vSak byly porosty Upln€ zni¢eny piivalem krup.

Hlavni pokus prob&hl v roce 2022 na pozemcich firmy Agritec v Sumperku. Ze 14 odrid hrachu
uponkového bylo vybrano 7 z nich, které¢ by mohly byt vhodné pro silazovani (Gambit, Impuls,
Trendy, Avatar, Saxon, Protin, Atoll). K nim byly pfifazeny listovy typ Protecta a peluska
uponkového typu Turnia. Charakteristika jednotlivych odrid je v tab. 11. Sklizen na zrno
probéhla 29. 7. 2022.

Polni pokus s odriidami hrachu byl vyset na lokalité Sumperk maloparcelkovym secim strojem
HEGE ve tfech opakovanich. Behem vegetace byl pokus oSetien registrovanymi herbicidy proti
jednodéloznym a dvoudéloznym plevelim. Pied kvétem byl aplikovan i insekticid proti msicim
a preventivn¢ proti zrnokazovi.

Béhem vegetace byla provadéna bézna fenologickd hodnoceni (vzchazeni, zacatek a konec
kveteni, zralost). Byly hodnoceny délky rostlin, vyska porostu a poléhani. Byla porovnéna
uroven zdravotniho stavu — choroby a Sktdci. Technologie péstovani je podrobné popsana
V publikaci Metodiky pro péstitelskou praxi hrach, kterou vydalo v roce 2007 MZe z podkladta
Asociace péstiteld a zpracovateld luskovin (APZL).

Odbér vzorkl byl proveden ve dvou terminech 11. 7. a 26. 7. 2022. Veskeré chemické analyzy
opét probéhly v agrolaboratoti NutriVet s.r.o. v Pohotelicich.

K vyhodnoceni vysledkti byl pouzit program Statistica 10 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).
Vzhledem k porovnavanym faktorim byl v pokuse v lokalité¢ Velké Opatovice pouzit Tukeyho
test HSD na hlading vyznamnosti P < 0,05, a v lokalité¢ Sumperk analyza rozptylu (ANOVA) s
vicerozmérnym designem.

Vysledky a diskuze

Pokus v lokalité Velké Opatovice

Porovnani vysledka chemickych analyz Cerstvé fezanky a silazi je v tab. 1. Nizsi obsah suSiny
u silazi, nez u fezanky, ukazuje na vyssi ztraty, coz potvrdily vysledky v tab. 2. Ztraty suSiny
silaZovanim byly pomérné vysoké (mezi 18,3 a 26,4 %), ale ne statisticky vyznamné mezi
picninami. V chemickych analyzéch silézi (tab. 3) nebyly statisticky vyznamné rozdily mezi
hrachem uponkovym a peluskou v zadném ukazateli. Hrachové sildze mély méné acido
detergentni vlakniny (ADF) nez silaze bobu. Co se ty¢e vyzivné hodnoty (tab. 4), tak hrachové
silaze mély vyssi energetickou hodnotu nezZ sildze bobu. Produkce metanu byly nejnizsi u
uponkového hrachu. Ukazatele fermentace (tab. 5) mezi hrachem Uponkovym a peluskou
nebyly statisticky vyznamné, vyznamné byly pouze rozdily mezi silaZemi hrachii a bobu. Silaze
hrachli mély vyssi obsahy kyseliny mlécné, vyssi pomér kyseliny mlééné k té¢kavym mastnym
kyselinam a niZ8i obsahy ¢pavkového dusiku nez sildze bobt.

Vysledky lze porovnat s témi, které ziskali Loucka a Tyrolova (2013). Bezlistovy hrach
Concorde s vysevkem 220 kg/ha péstovali a sklizeli na u¢elovém hospodaistvi VUZV V.v.i.
Praha Uhfinéves v Netlukach. Hrach byl sklizen ve tfech terminech (prvni 24. 6., druhy 30. 6.
a posledni 7. 7.), pfi€emzZ ten prostifedni se ukézal z pohledu vhodnosti pro sildzovani jako
nejlepsi. Z vysledkt byl patrny klasicky trend, kdy se starnutim rostliny sice stoupa obsah
susiny, ale klesa obsah dusikatych latek a vzristad obsah vlakniny. Rovnéz cukry, jejichZ obsah
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je dulezity pro spravny fermentacni proces, s fyziologickym starnutim rostliny pozvolna klesaji.
Termin sklizné picnin ve Velkych Opatovicich byl sice 7. 7. 2021, tedy pozdé&ji nez v Uhiinévsi,
ale to je dano i polohou, kdy Velké Opatovice lezi na Sumpersku, coZ jiz lze povazovat na
podhuti. Odpovidaji tomu i obsahy susiny a zivin sledované pice.

Bohuzel, pokus v roce 2022 se nepodafilo sklidit, protoze tésné pted sklizni porosty zcela
zniCily kroupy. Existuji z toho jen fotografie.

Tab. 1: Chemické analyzy plivodni hmoty a silazi

Index Pivodni hmota Silaz SEM
Susina g/kg 193"+ 51,5 1582 + 45,9 4,00
N-latky g/kg s. 184° + 43,2 163%+ 37,6 2,80
Skrob g/kg s. 114+ 375 112+76,5 10,0
Hrub4 vlaknina g/kg s. 2022+ 14,7 2320+ 34,7 5,30
ADF g/kg s. 2682+ 32,3 310° + 56,7 5,90
NDF g/kg s. 387 + 45,5 377 +41,4 5,50
Popel g/kg s. 80,6 + 16,2 131+15,9 29,0
Cukry g/kg s. 75,4° + 28,9 31,6+ 19,4 2,90

ADF = acido detergentni vlaknina; NDF = neutralné detergentni vlaknina; + = smérodatna

odchylka; v fadcich pismena (*°) v hornim indexu ¢isel znadi statistickou vyznamnost P <
0,05

Tab. 2: Ztraty suSiny silazovanim

7ZTRATY Bob Merkur Bob Mistral Peluska Arvika  Hrach Gambit
% 26,4 22,7 21,4 18,3
sd 1,59 0,05 7,23 10,1

sd = smérodatna odchylka; v fadcich pismena (*°) v hornim indexu ¢&isel znaéi statistickou
vyznamnost P < 0,05

Tab. 3: Chemické analyzy silézi luskovin

Silaz Bob B_Ob Pelu_éka Hrach _
Merkur Mistral Arvika uponkovy Gambit
Susina g/kg 118° 123 146 172°
N-latky g/kg s. 197° 190° 180 1472
Skrob g/kg s. 827 21,43 106 157°
Hrub4 vldknina g/kg s. 236 237 272 198
ADF g/kg s. 371° 369° 296° 263
NDF g/kg s. 423 396 357 320°
Popel g/kg s. 1,4 122 285 69,2
Cukry g/kg s. 17,7 12,9 33,7 32,0

ADF = acido detergentni vldknina; NDF = neutralné detergentni vlaknina; sd = smérodatna
odchylka; v fadcich pismena (*°) v hornim indexu &isel znadi statistickou vyznamnost P <
0,05
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Tab. 4: Vyzivné hodnoty hrachu a pelusky ve dvou odbérech, véetné obsahu metanu, resp.
informaci pro bioplynové stanice

Silaz Bob Bob Pelu_éka Hrach .

Merkur Mistral Arvika uponkovy Gambit
SVI24 47,6 39,7 27,3 37,9
sd 4,63 3,02 19,07 2,93
SOH24 67,2 53,1 70,2 70,8
sd 4,02 41,88 3,01 2,87
NEL 4,762 4,522 5,38° 5,49°
sd 0,17 0,12 0,24 0,11
Mléko 15032 14262 1695 1731°
sd 52,1 37,0 75,2 33,2
Metan 462° 443° 444° 3892
sd 17,1 10,5 9,2 28,7

SV124 = % stravitelnosti vlakniny za 24 hodin inkubace; SOH24 = % stravitelnosti organické
hmoty za 24 hodin inkubace; NEL = netto energie laktace v MJ/kg susiny; Mléko = potencialni
produkce mléka v kg/t suSiny; Metan = zméfena produkce metanu v kg/t susiny; sd =
smérodatna odchylka; v fadcich pismena (*°) v hornim indexu ¢&isel znadi statistickou
vyznamnost P < 0,05

Tab. 5: Charakteristika vysledkli fermentace sildzi

Silaz Bob E_Sob Pelu_§ka Hrach .
Merkur Mistral Arvika uponkovy Gambit

pH 4,63 5,08° 4,32 4,022

sd 0,14 0,16 0,47 0,16
KVV 1387 640 1104 1974

sd 271 547 487 274
KM 0,262 0,332 2,28P 2,73°

sd 0,07 0,14 0,68 0,50
TMK 1,35° 1,21° 0,91 0,632

sd 0,31 0,10 0,31 0,09
KM/TMK 0,202 0,272 2,80 4,45P

sd 0,09 0,10 1,37 1,31
N-NH; 8,97 12,27° 6,502 6,272

sd 1,17 0,32 1,36 1,23

KVV =kyselost vodniho vyluhu v g KOH/100 ml sildze; KM = kyselina mlé¢na v %; TMK =
tékavé mastné kyseliny v %; N-NHsz v mg N/100 g silaze; sd = smérodatna odchylka;
v fadcich pismena (*°) v hornim indexu &isel znaéi statistickou vyznamnost P < 0,05

Pokus s odriidami hrachu v lokalité Sumperk

Chemické analyzy hrachu iiponkového, listového a pelusky z lokality Sumperk jsou v tab. 6.,
vyzivné hodnoty jsou v tab. 7. Vyznamny rozdil byl v obsahu suSiny mezi prvnim a druhym
odbérem. Pii prvnim odbéru byl obsah susiny u vSech odrud jesté pro silaZzovani nizky, ale
zvladnutelny s pouZitim vhodného silaZniho piipravku, nejlépe chemického na bazi kyseliny
mravenci. Ve druhém odbéru, pouhych 14 dnti po tom prvnim, vSak jiz byl obsah suSiny natolik
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vysoky, ze sildzovani takové hmoty by nebylo mozné. Z toho vyplyva, Ze termin sklizné je
nutné velmi peclive hlidat a v¢as porosty sklidit. To zdlraznuji napt. Bal et al. (2000).
Vyznamny rozdil mezi iponkovym hrachem a ostatnimi typy hrachu byl v obsahu $krobu (v
prvnim odbéru 245 vs. 214, resp. v druhém odbéru 270 vs. 215 g/kg susiny) a obsahu popelovin
(v prvnim odbéru 58 vs. 71, resp. V druhém odbéru 69 vs. 78 g/kg susiny). Rozdil mezi obéma
odbéry byl také v obsahu popelovin a ve stravitelnosti organické hmoty.

Chemické analyzy a vyzivné hodnoty jednotlivych odrid hrachu (tab. 11) v prvnim odbéru jsou
Vv tab. 8 a ve druhém odbéru v tab. 9. Z pohledu vyzivné hodnoty i potencialni produkce mléka
méla nejvyssi NEL nové vySlechténa odriida Atoll, naopak nejméné NEL méla odrida Protin.
Pro vyuziti v bioplynovych stanicich se nejlépe hodi listovy typ odridy Protecta z prvniho
odbéru. Pro zpracovani na silaZ se nejlépe hodi odrtida uponkového hrachu Gambit nejen proto,
7ze ma v dob¢ prvni sklizn€ nejvyssi obsah Skrobu, ale ma ptihodny pomér mezi NDF a ADF,
coz je hemiceluldza, kterd je pii fermentaci sildzovanim lehce rozlozitelna bakteriemi mlé¢ného
kvaseni. Obsahy Skrobu jsou v souladu se studii Dostalova a Horacek (2009).

Kratce po druhém odbéru (29. 6. 2022) byly vynosy (tab. 10) pfi sklizni na zrno v rozmezi 3,86

cv v

hrachu listové odrudy Protecta byly s vynosy Gponkového hrachu srovnatelné.

Tab. 6: Chemické analyzy hrachu a pelusky ve dvou odbérech (Ziviny v g/kg suSiny)
Index HU HLP SEM P-value

2. odbér 1.odbér 2. odbér 1.odbér HU HLP 0] D O DxO
Susina g/lkg  707,8 2965 658,1 2473 20,6 385 21,8 0,131 0,001 0,992
sd 73,9 38,0 2,2 1,3
NL 162,12 133,8 150,9 147,0 5,78 10,81 6,13 0,911 0,084 0,182
sd 21,8 6,0 13,2 6,0
Tuk 18,1 32,5 24,6 30,5 3,40 6,35 3,60 0,664 0,067 0,416
sd 3,8 12,0 1,8 13,5
HV 198,3 221,7 1894 2066 7,68 144 8,15 0,312 0,100 0,793
sd 27,6 8,3 27,9 3,5
NDF 3925 403,1 3859 3824 21,8 40,7 23,1 0,682 0,914 0,833
sd 82,6 24,1 40,0 20,4
ADF 2799 2859 2588 2770 16,1 30,1 17,0 0,543 0,623 0,804
sd 62,1 17,1 9,6 16,8
Skrob 269,7 2446 2147 213,7 99 186 10,6 0,012 0,397 0,435
sd 37,7 13,8 6,6 2,6
Popel 68,9 58,4 77,7 715 162 3,03 1,72 0,001 0,004 0,401
sd 4,62 3,86 4,38 4,45

HU = Hrach uponkovy; HLP = hrach listovy a peluska; D = druh picniny; O = pofadi odbéru;
NL= N-latky; HV = hruba vldknina; ADF = acido detergentni vlaknina; NDF = neutraln¢
detergentni vlaknina; sd = smérodatna odchylka; P-value = vicerozmérna analyza

Tab. 7: Vyzivné hodnoty hrachu a pelusky ve dvou odbérech, véetné obsahu metanu, resp.

informaci pro bioplynové stanice

Index HU HLP SEM P-value
2.odbér 1.odbér 2.odbér 1.odbér HU  HLP 0 D O DxO

SV 458 38,6 41,7 451 3,03 567 321 0,79 0,687 0,268

sd 6,88 747 1422 886

SOH 70,7 64,9 71,2 675 1,10 2,05 1,16 0,37 0,012 0,522

sd 3,17 2,56 4,29 0,06
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NEL 5,71 5,50 5,57 5,63 0,07 0,14 0,08 090 0,504 0,237
sd 0,15 0,19 0,36 0,19

Mléko 1803 1737 1755 1775 231 433 245 0,89 0522 0,231
sd 46,2 61,8 1145 60,5

Metan 398 412 393 413 111 20,8 11,8 0,88 0,338 0,860
sd 29,2 27,9 3,16 48,0

HU = Hrach uponkovy; HLP = hrach listovy a peluska; D = druh picniny; O = pofadi odbéru; SVI24 =

% stravitelnosti vlakniny za 24 hodin inkubace; SOH24 = % stravitelnosti organické hmoty za 24 hodin

inkubace; NEL = netto energie laktace v MJ/kg susiny; Mléko = potencialni produkce mléka v kg/t

suSiny; Metan = zméfend produkce metanu v kg/t suSiny; sd = smérodatna odchylka; P-value =

vicerozmérna analyza

Tab. 8: Chemické analyzy a vyZivné hodnoty odrid hrachu v prvnim odbéru
Index Gambit Impuls Trendy Avatar Saxon Protin Atoll Protecta Turnia
Susina  250,6 2843 3748 2815 2908 3012 292 248,2  246,4

NL 1418 1299 130,2 1332 1424 1269 1322 1512 1427
Tuk 29,5 42 41,1 41,1 179 145 411 40 20,9
HV 210,7 2141 2241 2224 @ 228 235 2177 209 204,1

NDF 382,4 376,11 4173 407  380,4 4399 4185 368 396,8
ADF 266,1 260,3 3104 290,2 2929 290,6 2911 2651 @ 2889
Skrob 268,8  246,7 2439 2242 2384 2383 252,2 211,8 2155
Popel 57,1 63,1 61 57,2 616 574 516 68,3 74,6

SVI24 39,83 304 42,17 39,76 39,1 2842 50,78 51,37 38,84
SOH24 66,84 64,09 6231 6495 6651 612 6836 67,55 6747
NEL 5,59 53 5,55 5,52 55 524 5,83 5,76 5,49

Miéko 1764 1672 1750 1742 1735 1653 1840 1818 1732
Metan 412 430 424 435 386 362 435 446 379

Legenda viz tabulky 6 a 7

Tab. 9: Chemické analyzy a vyZivné hodnoty odriid hrachu ve druhém odbéru
Index Gambit Impuls Trendy Avatar Saxon Protin Atoll Protecta Turnia
Susina 7384 599,0 8046 7186 6590 780,4 6547 6596 6565

NL 193,7 163,2 1564 1300 186,5 152,3 1525 1416 160,2
Tuk 15,2 16,8 17,2 15,9 159 194 26,1 25,9 23,3
HV 182,6  205,7 193,7 157,0 185,7 2400 223,7 209,1 169,6

NDF 329,6 3138 408,3 412,0 3419 5585 3833 4141 357,6
ADF 236,6 221,3 3738 2720 2378 3615 2564 2656 @ 252,0
Skrob 321,7 2729 2921 250,10 2999 2192 231,7 2194  210,0
Popel 61,4 70,1 70,9 73,2 69,7 636 733 74,6 80,8

sVi24 39,77 59,02 486 38,42 46,28 4554 4262 3168 51,79
sOH24 75,04 73,6 69,84 68,11 7291 6648 6896 68,13 74,19
NEL 571 5,97 5,77 5,68 5,76 56 551 531 5,82

MIéko 1800 1884 1820 1793 1818 1768 1738 1674 1836
Metan 431 400 389 339 417 404 409 391 395

Legenda viz tabulky 6 a 7

Tab. 10: Vynosy odriid hrachu (kg/10 m?) po druhém odbéru pii sklizni na zrno
Index Gambit Impuls Trendy Avatar Saxon Protin Atoll Protecta Turnia
Vynos 4,51 3,86 4,93 4,74 5,25 4,83 4,84 4,25 4,91
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Tab. 11: Zakladni charakteristiky pouZitych odrid v Sumperku

Index Gambit  Impuls Trendy Avatar Saxon Protin  Atoll  Protecta Turnia
Rustovy SF SF SF SF SF SF SF LT SF

typ

Barva bila bila bila bila bila bila bila bila fialova
kvétu

Barva zluta zelend  zluta zluta zluta zluta zelena zluta hnéda
semene

Obsah 234 23,2 22,5 23,5 23,0 23,2 224 235 22,7
N-latek

TIA 3,7 4.4 52 2,9 4,5 3,9 3,8 3,2 4,9
(TIU/mg)

SF = semi-leafless uponkovy; LT = listovy; TIA = inhibitor trypsinu

Zavér
V oblasti Sumperska je vhodna doba pro sklizefi na zaGatku Gervence. Z obou pokust
vyplynulo, Ze pro silazovani byl nejvice vhodny hrach iponkovy odridy Gambit zejména proto,

v

byly s tiponkovym hrachem srovnatelné.

Vzhledem Kk problémim s pocasim je nutné pokusy opakovat, zaméfit se na zpracovani
osveédCenych odrid na silaze, eventualné zalozit pokus také na LOS, protoze je-li hrach sklizen
pro sildZovani ve vhodném stadiu, nedosahuje potfebny obsah susiny a dvoufazova sklizei neni
vhodna (obtizné zavadani a vétSinou i vyssi obsah popelovin).
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Vliv vySe vysevku na vynos semen jilku mnohokvétého jednoletého

Effect of Sowing rate on Seed Yield of Annual Ryegrass
Machaé R.%, Petiekova H.?
YOSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o., ?°0SEVA PRO s.r.0.

Abstrakt

V Ceském travnim semenaistvi jsou obecné pouzivané vyss$i vysevni mnozstvi, nez je to
obvyklé v zemich s vysokou Grovni péstovani trav na semeno. Cilem této prace bylo ovéfeni
moznosti snizeni vysevki jilku mnohokvétého jednoletého v podminkach ¢eského zemédélstvi.
V dvouletych polnich pokusech byl sledovdn vliv vySe vysevku na vynos semen jilku
mnohokvétého jednoletého a vynosové parametry. V pruméru byl nejvyssi vynos semen
dosaZen u varianty s vysevkem 6 MKS, coz koresponduje s vysevnim mnozstvim bé&zné
uzivanym v ¢eském travnim semenaistvi. U této varianty byla zaznamenana i nejvyssi HTS. U
poctu plodnych stébel byly v obou vlahové rozdilnych létech u jednotlivych variant
zaznamenany rozdily ve vysledcich jednotlivych pokusnych let. V pokusech se bude dale
pokracovat, aby se ziskaly vysledky z vice let.

Kli¢ova slova: travy, semenarstvi, MKS

Abstract

In the Czech grass seed production are generally used higher seed rates, than is that a usual in
countries with high level of grass seed production. Main goal those work was to verification of
possibilities for reduction of Annual ryegrass sowing rate in Czech agriculture. In two - year
field trials we evaluated influence of sowing rate on Annual ryegrass seed yield and yield
characteristics. On average, the highest seed yield was achieved at variant with seed rate
6 millions of pure live seeds (PLS), which correspond with seed rates currently used in Czech
grass seed practices. The variant with 6 PLS showed also highest Thousand seed weight.
The number of fertile stems were in both humidity different years in some variants different.
Trial will be continued to obtaining more results from different years.

Keywords: grass, seed production, pure live seed

Uvod

Jilek mnohokvéty jednolety (Lolium multiflorum Lam. var. westervoldicum) je jednim
Z nejéastéji péstovanych travnich druhti v Ceské republice. Jeho vyméra se pohybuje mezi
1.300 az 2.400 ha, pticemz primérna vymera za poslednich 10 let €ini 1.624 ha. Tim se fadi na
druhé misto tésné za jilek mnohokvéty italsky (Cagas, 2022). Osivo jilku mnohokvétého je
vyznamnym exportnim artiklem, v priméru se vyvazi 88 % domaci produkce (Machag, 2021).
Jedna se o tzv. zahraniéni mnozeni, kdy je do Ceské republiky dovezeno osivo vyssich stupiit,
které je pouzito pro zalozeni semenaiskych porostl, z kterych se produkce osiv odveze zpét
k zahrani¢nimu partnerovi. Tito partnefi ¢asto upozorfuji na skute¢nost, ze vysevni mnozstvi
pouzivana v CR vyrazné prevysuji mnoZstvi pouZivana v zahrani¢i na zapad od naich hranic.
Nasi zeméd¢lci se vSak ke snizeni vysevniho mmnoZzstvi stavéji skepticky, prestoze maji
k dispozici kvalitn€jsi techniku na piipravu pidy i seti nez tomu bylo v minulosti. Pouziti
nizsich vysevnich mnoZzstvi by navic sniZilo naklady na zaloZeni semenarskych porostii, nebot’
cena vychoziho osiva vyssich stupiiti nékolikandsobné prevysSuje cenu, za kterou zemédélci
prodavaji sklizenou produkci. Na druhé strané nema péstovani trav na semeno v fadé podniku
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prioritu a nejsou tak pro jejich péstovani vytvoteny optimalni podminky. Casto nejsou dodrzeny
terminy seti a oSetfovani, nebo nejsou pouzity doporucené¢ davky hnojeni, pfipadné nejsou
nekteré doporucované ukony viibec provedeny (napft. oseceni pied zimou). I toto jsou ditvody,
pro¢ se v praxi niz§i vysevni mnozstvi nepouzivaji. Cilem této prace je ovéfit moznosti
snizovani vysevniho mnozstvi jilku mnohokvétého jednolet¢ho v podminkach ceského
zemedelstvi.

Material a metody

Polni maloparcelni pokusy byly provedeny v letech 2021-2022 na pozemcich Vyzkumné
stanice travinafské v Zubfi. Charakteristiky stanovisté: nadmoisk4 vyska: 356 m, primérna
teplota: 7,5 °C, srazkovy normal: 864 mm, pudni typ: luvizem oglejend, padni druh:
pis€itohlinita. Pfed setim bylo provedeno hnojeni NPK v ddvce ekvivalentni 60 kg dusiku na
ha. Pokusné parcely byly sety pfesnym bezezbytkovym parcelnim secim strojem Hege 80,
agregovanym s traktorem vybavenym autopilotem pro piesné seti. Jilek byl vysévan do rfadku
21 cm (6 radkd na parcelu), do hloubky 3 cm. Vysevky ¢inily 3-8 MKS (viz tabulka 1). Pokus
byl vysévan 28.3.2021, resp. 23.3.2022. Skliziiova velikost parcely ¢inila 10 m2 vsechny
varianty byly ve 4 opakovanich. V pokusech byla pouzita tetraploidni odrida Demi. Po vysevu
byl cely pokus ptivalen cambridzskymi vélci. V obdobi odnozovani bylo provedeno ptihnojeni
ledkem amonnym s dolomitem v davce 40 kg dusiku na ha. V obdobi pfed pocatkem
sloupkovani byly pokusy piihnojeny mocovinou v davce 20 kg dusiku na ha. Celkova davka
dusiku ¢inila 120 kg na ha. Na konci odnozovani bylo provedeno oSetieni proti plevelim
piipravkem Mustang (2,4-D + florasulam) v davce 0,6 Lha™t. Vzhledem k nizkym srazkam i
ptisuskiim ve vegetacnim obdobi nebyla provedena ochrana proti poléhani. Na poc¢atku metani
byl aplikovan fungicid Amistar (azoxystrobin) v davce 0,6 1.ha proti rzivostem. Aplikace
pesticidii prob&hla pomoci bezezbytkového piesného parcelniho postiikovace Zems 09/00.
Pted sklizni byly odebrany vzorky plodnych stébel pro stanoveni poctu plodnych stébel. Vymlat
trav byl proveden piimou sklizni maloparcelni sklizeci mlatickou Wintersteiger Elite
(21.7.2021; 12.7.2022). Vymlacené osivo bylo Setrné dosuseno v komorové susarn¢ a nasledné
vycisténo na soustave laboratornich Cisti¢ek Westrup-Kamas. Z vycisténého osiva byl stanoven
vynos semen a odebrany vzorky pro stanoveni kvalitativnich parametrii. Vysledky byly
statisticky analyzovany prostfednictvim programu Statistica 10 (Cochrantv test, ANOVA, post
hoc test dle Tukeye).

Tabulka 1 Pouzité vysevky a HTS osiva

2021 2022

varianta | MKS | kg.ha' | kg.ha'
1 3 10,2 13,7
2 4 13,6 18,2
3 5 17,0 22,8
4 6 20,4 274
5 7 23,8 31,9
6 8 27,2 36,5
HTS (g) 4,18 4,32
MKS (kg) 3,40 4,56
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Graf 1 Pribéh pocasi v dobé vegetace jilku jednoletého (Zubii, 2021-2022)
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Vynosy semen (obilek) jilku mnohokvétého jednoletého byly poznamenany pribéhem pocasi
Vv obou skliziiovych létech. Zatimco v roce 2021 byly pomérné ptiznivé vldhové podminky pro
vzchazeni a také v dob€ odnozovani a sloupkovani, tak v obdobi kveteni a dozravani se projevil
vyrazny nedostatek vlahy, zndsobeny vyssimi teplotami. Naopak v roce 2022 byl zaznamenan
nedostatek vldhy v dobé vzchdzeni az metani, naopak pomérné dobré vldhové podminky byly
v obdobi kveteni a dozravani (viz graf 1). Obecné byly dosaZené vynosy dosti nizké a
neodpovidaly produkéni schopnosti jilku mnohokvétého jednoletého, pii intenzivni
agrotechnice.

V priiméru byl nejvyssi vynos semen dosaZen u varianty s vysevkem 6 MKS. U této varianty
byl nejvyssi vynos dosazen v roce 2021, v roce 2022 to byl druhy nejvyssi vynos. Naopak
nejnizsi vynos byl v obou létech dosazen u varianty s vysevkem 3 MKS. Zajimavé je, ze u
2022 byl zde vynos nejvyssi. U ostatnich variant byl vynos relativné stejny v obou létech.
Rozdily ve vynosu semen byly v obou pokusnych létech statisticky vysoce vyznamné.
Podrobné vysledky jsou uvedeny v tabulce 2.

RovnéZz u hmotnosti tisice semen byly nejvy$si hodnoty dosazeny u varianty s vysevnim
mnozstvim 6 MKS. Statisticky vyznamné rozdily byly zaznamenany pouze v roce 2021, resp.
1 u priméru obou let. U variant se snizenym vysevkem (3-5 MKS) byly zaznamenany vyssi
hodnoty, neZ u variant s vysokymi vysevky (7-8 MKS).

Velké rozdily mezi vysledky obou pokusnych let byly v poctu plodnych stébel. Zatimco v roce
2021 byl nejvyssi pocet plodnych stébel zaznamenan u nejvyssiho vysevku a s klesajicim
poctem MKS klesal i pocet plodnych stébel, tak v roce 2022 byl nejvyssi pocet stébel
zaznamenan u varianty s vysevkem 4 MKS, nasledovanym 3 MKS. Rozdily v po¢tu plodnych
stébel byly statisticky vysoce vyznamné v obou pokusnych létech.

Pocet obilek na kvétenstvi byl v priméru statisticky vyznamné vysSi u variant s vySSim
vysevkem. Nicméné i zde byly zaznamendny rozdily mezi variantami v jednotlivych
pokusnych létech.
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Tabulka 2 Vliv vysevku na vynos semen (obilek), HTS a vynosotvorné prvky

Vynos semen HTS Pocet plodnych stébel | Pocet obilek

Rok MKS kg.ha'l Tos  rel. (%) Tos ks.m-2 Tos ks Tos
3 9279 ¢ 100 3,93 be 1339 ¢ 16,2 ¢
4 945,7 ¢ 102 3,95 b 1345 ¢ 156 ¢
- 5 984,2 b 106 3,89 ¢ 1373 ¢ 18,9 b
§ 6 10789 a 116] 4,00 a 1377 ¢ 196 a
7 9279 c 100 3,83 d 1456 b 17,7 a
8 9749 b 105 3,79 d 1539 a 191 a
ANOVA <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
3 1216,3 ¢ 100 4,85 a 1356 b 225 ¢
4 12175 ¢ 100 4,85 a 1434 a 214 ¢
N 5 1300,9 bc 107 481 a 1230  d 26,8 b
§ 6 1356,8 ab 112 491 a 1313 ¢ 25,7 b
7 14369 a 118 475 a 1260  d 29,3 a
8 1270,4 bc 104 4,71 a 1259 d 262 b
ANOVA <0,001 0,478 <0,001 <0,001
3 10721 d 100 4,39 ab 1113 b 194 b
~ 4 1081,6 cd 101 4,40 ab 1177 a 185 b
§ 5 11425 hc 107 4,35 ab 1009 d 229 a
85) 6 12178 a 114 4,46 a 1077 ¢ 226 a
§ 7 1182,4 ab 110 4,29 b 1034 d 235 a
a 8 11227  bed 105 4,25 b 1033 d 226 a
ANOVA <0,001 0,006 <0,001 0,003

Diskuze

Vyssi vysevky jsou obecné doporucovany u picnich porostii jilku mnohokvétého (napt. Venuto
et al., 2004, Harmer, 2015). OvSem u porostd jilki na semeno se vysevni mnozstvi vyznamné
snizuje. Obecné zahrani¢ni autofi pouzivaji k vyjadfeni vysevniho mnozstvi hmotnostni
veli¢iny, nez pocet milioni kli¢ivych semen. Napt. Mellbye et al. (2011) doporucuji u jilku
jednoletého vysévat 17 1b osiva na akr, coz je 19 kg na hektar. Pfi pfepoctu na MKS osiva
pouzitého v naSich pokusech, by to ¢inilo 5,5 MKS v roce 2021, ale jen 4,1 MKS v roce 2022.
Nicméné jednotky MKS pouzivaji Koeritz et al. (2015) ktefi referuji, Ze u jilku vytrvalého je
dosahovano stejné¢ho vynosu semen u vysevniho mnozstvi 2.6 MKS jakoZto i u vysevku vyssich
(5,2, 7,8 nebo 10,4 MKS). V nasich pokusech byl nejvyssi vynos jilku dosazen u vysevku 6
MKS, coz bylo v priméru o 14 % vice nez u poloviéniho vysevku (3 MKS) a 0 7 % vice nez u
vysevku snizené¢ho o 1 MKS. Dvouleté vysledky vSak nejsou pro tento typ vyzkumu dostacujici
a bude potieba v pokusech pokraCovat. V zddném pokusném roce nebyly pro pestovani jilku
jednoletého optimalni vlhkostni podminky, coz se projevilo i rozdilnymi vysledky, zejména u
poctu plodnych stébel. Zatimco v roce 2021 byly vhodné€j$i podminky pro vzchéazeni a
odnozovani, a v obdobi kveteni a dozravani pfisly piisusky, tak v roce 2022 byly povétrnostni
podminky opac¢né. O vlivu pribéhu pocasi na produkci jilku jednoletého referuji napt. Chastain
etal. (2017), kteti v devitiletém sledovani zjistili, ze nejvyssi vynosy jilku jednoletého byly
dosazeny v letech, kdy byly v obdobi duben-Cerven vyssi pramérné teploty (+1,2 °C) a nizsi
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srazky (o 48 mm). Toto do jisté miry koresponduje s prib&hem pocasi v roce 2022, kdy byly i
na stanovisti v Zubii dosazeny vyss$i vynosy nez v roce pifedchozim, ktery byl v obdobi duben-
cerven chladnéjSi se srdzkami na Grovni normdalu. Nicméné v porovnani srdzek a teplot
v Oregonu (Willamette Valley) spodminkami Zubfii jsme tam hife jak v teplotach, tak
V rocnim uhrnu i pribéhu srazek. I toto mize byt divodem, pro¢ sniZzeni vysevniho mnozstvi
jilku jednoletého neptineslo dobré vysledky.

Zavér

Vysledky dvouletych pokust s vyuzitim rozdilnych vysevnich mnozstvi jilku mnohokvétého
jednoletého nepfinesly jednoznacné vysledky. Nejlepsi vysledky byly dosazeny u vysevniho
mnozstvi 6 MKS, coZ je mnoZstvi obecné doporuc¢ované v nasich podminkach, ale je vyznamné
vy$$i, nez je pouzivané v semenaisky vyspélych zemich. Nicméné v obou pokusnych Iétech

nebyly pro péstovani jilku jednoletého optimalni vlhkostni podminky a proto bude vhodné
Vv pokusech pokracovat i v dalSich létech.

Podékovani

Piispévek byl zpracovan v ramci feSeni projektu DKRVO MZE-RO1818
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Vliv riznych technologii zpracovani piidy na emise CO>

Effect of different soil tillage practices on CO,emissions
Miihlbachova G., Riizek P., Kusa H.
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha 6 — Ruzyné

Abstrakt

Emise CO; jsou jednim ze sklenikovych plynt vyznamné ovliviigjicich zménu klimatu.
Omezené postupy zpracovani ptidy mohou ptispét ke snizeni emisi CO2 z ptidy. Vliv zpracovani
pudy s riznym zapracovanim slamy na emise CO byl v letech 2020 a 2022 sledovan v polnich
pokusech po sklizni pSenice ozimé. Varianty pokust byly nasledujici: 1) podmitka do 10-12
cm, 2) mélka podmitka (hloubka 5-6 cm), 3) mulCovani slamou, 4) strnisté. Teplota pidy a
emise COz byly nejvyssi po podmitce do 10-12 cm a dale klesaly v pofadi > mélka podmitka >
strnis$té > mul¢. Podmitka v letnim obdobi mtze vyrazné zvysit emise CO2 z pidy, zejména za
teplého pocasi, kdy priimérné denni teploty piekroc¢i 20°C. Dalsimi diilezitymi faktory kromé
hloubky zpracovani pidy a manipulace s poskliziiovymi zbytky jsou pro emise COz z pudy
aktualni povétrnostni podminky, piedevsim teploty vzduchu a ptidy a srazky.

Kli¢ova slova: Podmitka; Mul¢; Strnisté; Pocasi; Oxid uhlicity

Abstract

CO- emissions represent one of greenhouse gases significantly affecting the climate change.
Reduced tillage practices can contribute to mitigation of CO. emissions from soils. The effect
of tillage practices with different straw incorporation on CO2 emissions was studied in field
experiments in the years 2020 and 2022. Treatments were: 1) chiselling to 10-12 cm, 2) shallow
chiselling (5-6 cm depth), 3) straw mulch, 4) stubble. The soil temperature and CO2 emissions
decreased in following order: chiselling to 10-12 cm > shallow chiselling > stubble > muich.
Chiselling in the summer season significantly increases CO2 emissions from the soil, mainly in
warm weather, when average daily temperatures exceed 20°C. Other important factors for CO;
emissions others as soil tillage and handling of postharvest residues are current weather
conditions, air and soil temperatures and precipitation.

Keywords: Chiselling; Mulch; Stubble; Weather; Carbon dioxide

Uvod

Pokracujici zmény klimatu, ¢astéjsi obdobi sucha, nepravidelné srazky a zvysSujici se teploty
pfinaseji nové problémy pii zpracovani pudy, které by pii spravném pouziti mély zmirfiovat
ztraty organické hmoty v ptdé a udrzovat ptijatelné vynosy plodin. Klasické zpracovani pudy,
jako je orba, hlubsi podmitka nebo diskovani, podporuje ztratu organické hmoty v pudé v
dasledku zna¢ného mnozstvi emisi CO2 do atmosféry a vede k naslednym problémtim, jako je
naruseni pudnich agregatli nebo zvySena eroze pudy (Melero et al. 2009). Emise CO2 z pludy
predstavuji vyznamnou soucast kolobéhu uhliku v suchozemskych ekosystémech a postupy
zpracovani pidy mohou ovlivnit emise CO2 z pidy (Dong et al. 2017). V souvislosti se zménou
klimatu je proto dilezité sledovat vliv zeméd€lskych ¢innosti a ponechani poskliziiovych
zbytkil na poli na obsah uhliku, vlhkost, teplotu a emise CO2 vV pud¢ a jejich vzajemné interakce
(Chietal. 2017; Feiziene et al. 2012; Dong et al. 2017). Vhodné zptisoby zpracovani pady proto
mohou zvysit obsah uhliku v zeméd¢lské pidé a pomoci snizit emise CO». Curtin et al. (1998,
2000) ukazali, ze slama zbyvajici na povrchu piidy snizila asi Skrat emise CO2 ve srovnani se
zapravovanim sldmy pfi konvencnim zpracovani pudy. Zpracovani pady v 1été se provadi pred
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setim plodin vyZadujicich ¢asné seti (napf. fepka olejnd). Teploty piesahujici 20-25 °C v
dennim priméru a 30 °C odpoledne jsou €asto naméfeny v letnim obdobi a podporuji vyssi
emise CO.. V tomto ptipadé mize pouziti mul¢ovacich zbytkli ponechanych na povrchu pidy
pozitivné ovlivnit rizné aspekty osevniho systému, jako je zvySeni infiltrace vody v disledku
snizeni odtoku, sniZeni eroze pidy, zvySeni retence vlhkosti, kontrola a snizeni teploty pudy v
1ét¢ (Mancinelli et al. 2015).

Cilem vyzkumu proto bylo zhodnotit vliv riznych postupli zpracovani pidy provadénych po
sklizni obilovin na teplotu ptdy, vlhkost a emise CO> z ptdy.

Materialy a metody

Polni pokusy, ve kterych byly zjistovany emise CO: pii rizném zpracovani pudy, byly
provedeny ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby v Praze — Ruzyni, Ceska republika
(50,0891708 N, 14,2964372 E, nadmotska vyska = 340 m; typ pady = illimerizovany luvisol,
Corg = 1,25 %; obsah jilnatych castic = 29,3 %). Tticetilety ro¢ni pramér srazek byl 513 mm,
primérna rocni teplota vzduchu 9,0 °C. Na zacatku pokust byly vytvofeny pasy (50 x 6 m) pro
kazdou technologii zpracovani ptidy. Pro méfeni byla zvolena sttedni ¢ast kazdého pasu o délce
25 m. Technologie zpracovani byly nasledujici: hlubsi podmitka (10-12 cm), mélka podmitka
(5-6 cm), mul¢ se slamou na povrchu pudy a strni$té se slamou. Zpracovani pudy nebo
mulcovani bylo provedeno 7.8. 2020 a 29.7. 2022. Veskera sklizend slama byla v pokusu
pouzita podle technologie zpracovani pudy.

Denni teploty vzduchu a srazky byly métfeny meteorologickou stanici Vyzkumného ustavu
rostlinné vyroby. Teploty ptidy byly méteny ve ttech opakovanich pomoci Tinytag Talk 2 Data
Loggers (Chichester, Velka Britanie) v hloubce 5 cm. Objemova vlhkost piidy byla stanovena
do hloubky 12 cm pomoci FieldScout TDR Soil Moisture Meter (Spectrum Technologies, Inc.,
Velka Britanie) na 10 mistech v kazdém pasu. Gravimetrickd vlhkost piidy byla métena v
pudach odebranych v hloubce 0-20 cm suSenim pii 105 °C. Emise CO2 byly méfeny pomoci
automatického analyzatoru CO2 LI-COR 8100 Automated Soil CO2 Flux s multiplexerem 8150
a komorami (L1-8100-104, USA) (pramér 20 cm) pracujicimi v open-closed systému.

Kolmé usecky na histogramech ptedstavuji smérodatné odchylky.

Vysledky a diskuze

Teplota a vlhkost vzduchu a ptudy

Polni pokus v roce 2020 (od 7.8.2020 — podmitka a mul¢ovani sldmy, do 7.9.2020)
charakterizovaly teploty vzduchu mezi 11,5-26,0 °C s primérem 20,8 °C. Uhrn srazek byl 40,7
mm (Obr. 1a). V roce 2022 mezi 28.7., kdy byly provedeny podmitka a mul¢ovani slamy, a
9.9. se pramérné teploty vzduchu pohybovaly mezi 16,2-27,2 °C s pramérem 19,8 °C (Obr.
1b). V roce 2020 tfi étvrtiny celkovych srazek (33 mm) piipadaly na prvni tfi méteni COo. dale
J1Z byly minimalni. Oproti roku 2020 byly v roce 2022 tém¢f trojnasobné srazky, které¢ dosahly
do konce méreni celkem 116,3 mm.

V roce 2022 byly na pocatku pokusu zaznamendny dvoje vyssi thrny srdzek (30.7. celkem 28,3
mm a 6.8. celkem 17,8 mm), v dalSim obdobi prselo vice v druhé poloving srpna, kdy spadlo
celkem 63,2 mm (Obr. 1b). Tyto podminky ovlivnily jak vlhkost pudy, tak i emise CO2 v obou
sledovanych letech.
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Obr 1 a,b: Pribéh pocasi v letech 2020 a 2022 v Praze-Ruzyni

Teploty pudy v letech 2020 a 2022 jsou uvedeny na Obr. 2a-d. V zavislosti na zpracovani pudy
se teplota pudy béhem slunec¢ného dne intenzivné ohfivala a v noci se ochlazovala. Teplota
pudy po podmitce do 10-12 cm v roce 2020 vykazovala teplotni vykyvy béhem 24 hodin
dosahujici az 20 °C. V roce 2022 teplota pudy po hlubsi podmitce (10-12 cm) sice nevykazala
tak vysoké rozdily v prubéhu dne, pfesto dosahla rozdilt az okolo 15 °C v porovnani s ostatnimi
technologiemi ptdy. Pidy u ostatnich technologii ani v jednom ze sledovanych let nedosahly
tak vysokych dennich rozdili. Denni priméry ukazuji, ze v obou sledovanych letech byla vyssi
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v pudé, kde byl na povrchu mul¢ nebo strnisté. SniZeni intenzity zpracovani ptidy vedlo ke
snizeni prohfivani piidy, coz je podstatné pro snizeni vyparu vody z pidy a souc¢asné i pro nizeni
mineralizace organické hmoty. Tyto udaje jsou i v dobrém souladu s Noorem et al. (2021), ktefi
konstatovali, ze mul¢ slamy denni teploty pudy snizil téméf o 2 °C, soucasné zvysil vlhkost

Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

pudy a v konecném dusledku zlepsil 1 vynosy nasledujici plodiny.

Obr.2 a-d: Teplota pudy v hloubce 5 cm v letech 2020 a 2022 — (a,b) denni vykyvy, (c,d) denni

praméry
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Nejnizsi vlhkost v roce 2020 1 2022 byla jak objemové, tak i gravimetricky zjiSténa v piidé€ pii
podmitce do 10-12 cm (obr. 3a-d). Snizeni intenzity zpracovani pidy vlhkost v obou letech
zvysilo. V pripad¢ strnisté duté stonky mohly usnadnit hlavné v sussim roce 2020 vypar pudy,
proto byla objemova vlhkost ptidy nizsi v porovnani s mélkou podmitkou a mul¢em. Naopak u
gravimetrické vlhkosti, kde byla ptida odebrana do 20 cm, podstatny rozdil ve vlhkosti pidy
mezi strnistém a mulc¢em nebyl zjistén. Zvlasté v suchych letech by proto predevsim mul¢ mél
byt pokud mozno ponechéan na pudé delsi dobu, aby se zabranilo nadmérnému vyparu vody a
zbyte¢nému prohiivani ptdy. Pidni vlhkost a teplota obecné souvisi s emisemi CO2 z pud
(Dong et al. 2017). Wang et al. (2019) uvedli, ze emise CO2 rostou s rostouci teplotou pudy.

Emise CO2

Nejvyssi emise CO2 v obou letech 2020 a 2022 byly naméteny po podmitce do 10-12 cm. Emise
CO2 po hlubsi podmitce do 10-12 cm byly v roce 2020 v n¢€kterych dnech aZ dvojnasobné
V porovnani s dalSimi zptisoby zpracovani pudy (Obr. 4a). Mezi ostatnimi variantami nebyly
vyznamné rozdily. V roce 2022 nebylo dosazeno tak vysokého rozdilu v emisich COz jako
v roce 2020, ale na poc¢atku pokusu byly emise CO2 po mélké podmitce nizsi o tietinu a pfi
ponechaném strnisti a mul¢i az o 60 % ve srovnani s podmitkou do 10-12 cm. Na rozdil od roku
2020 byly ale zjiStény vétsi rozdily 1 mezi mélkou podmitkou a muléem nebo strnistém. |
Vv dal$im obdobi byly emise CO2 u mélké podmitky nizsi o 5-18 % a u strnisté¢ o 10-36 % a u
mulce o 30-50 %. Tyto vysledky jsou srovnatelné s Curtinem et al. (2000), ktefi zaznamenali
emise CO; asi 0 20-25 % nizsi u nezpracované pudy ve srovnani s konven¢nim zpracovanim
pudy. Toto zjisténi také naznacuje, ze dalSim vyznamnym faktorem ovliviiujicim emise CO>
bylo pocasi a srazky, které¢ byly rozdilné v obou letech, které nasledné ovlivnily teplotu a
vlhkost pudy. Podobné Mancinelli et al. (2015) zjistili, Ze letni obdobi s nejvyssimi teplotami
pudy ovlivnilo obsah vody v pidé a emise CO2 a Gutticres et al. (2021) uvedli, ze zvyseni
teploty z 15 na 20 °C zvysilo bazalni mineralizaci ptidni organické hmoty o 38 %, coZ ptispélo
k vys$sim emisim CO2. Naopak strnisté i mul¢ nejvice snizovaly nadmérné prohfivani pudy a
ztratu pudni vihkosti (Obr. 2,3) i emise CO2, coz svéd¢i o nizsi mineralizaci organické hmoty.
Slama ponechana na povrchu ptidy mize byt proto dobrou metodou ke snizeni emisi CO2 z
pudy. Snizeni hloubky podmitky nicméné ukazuje, ze 1 snizeni hloubky o né€kolik centimetrii
muze emise CO; snizit. Vysledky jsou v souladu naptiklad i s Langeroodi et al. (2019), ktefi
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Obr. 3a-d: Vlhkost pidy po rizném zpracovani pudy v letech 2020 a 2022 (a,b) objemova;

(c,d) gravimetricka

a)
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Obr. 4a,b: Emise CO2 po rizném zpracovani pudy v letech 2020 (a) a 2022 (b)
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Zavér

Vysledky polnich pokusi s riiznym zpracovanim piidy ukéazaly, Ze pro zvyseni emisi CO2 z pad
na stanovisti v Praze — Ruzyni je rozhodujici hloubka zpracovani pudy, teplota pidy a vlihkost.
Podmitka do 10-12 cm brzy po sklizni obilovin v teplém suchém letnim obdobi muze zvysit
emise CO2 z pud az dvojnasobn¢ ve srovnani s jinymi pouzivanymi postupy zpracovani pudy.
Proto by po sklizni obilovin mé¢lo byt upfednostiiovano ponechani strnisté se slamou nebo mul¢,
ktery v teplych letnich dnech pifiméfené zakryje puadu a slamu zapravovat pozdéji
v chladnéjsich dnech. Podmitka se ¢asto provadi v 1ét€ pred setim fepky olejky. Podle naSich
vysledkit miize podmitka v tomto obdobi vyrazné zvysit emise CO2 z pidy, zejména za teplého
pocasi, kdy primérné denni teploty piekro¢i 20°C. Zpracovani pidy by mélo byt provadéno
pozd¢ji pii nizSich teplotach, protoze mize snizit ztraty CO2 ve srovnani se zpracovanim
bezprostiedné po sklizni v 1ét€¢. Mul¢ nebo ponechané strnist¢ mize byt vhodné pro snizeni
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emisi COz v letnim obdobi (az o 50 %), kdy mlZe udrzovat vlhkost pidy po sklizni plodin a
pfedchazet piehfivani pudy.
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Vynos pSenice jarni péstované spolecné s riznymi leguminézami
v systému intercropping

Yield of spring wheat grown together with different legumes
in an intercropping system

Miihlbachova G., Janovska D., Hlasna Cepkové P., Vavera R., Kas M.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha 6 — Ruzyné
Abstrakt

Ve ttiletém polnim pokusu na ekologickém pozemku v Praze-Ruzyni byla v letech 2020-2022
péstovana psenice jarni v systému intercropping s hrachem a bobem. V pokusu byly sou¢asné
oveéfovany celkem tifi odridy pSenice jarni s rtiznymi charakteristikami, jejich vzdjemné
kombinace a soucasné i kombinace s leguminozami. V pruméru vyssi vynos byl zjistén u
pSenice péstované samostatné. Varianty péstovani pSenic s hrachem nebo bobem daly
V pruméru mirné niz§i vynos. Z nich se v pfiznivéjsich letech 2020 a 2022 1épe projevila
kombinace odriid Alicia a Toccata spolu s hrachem. Vynos v jednotlivych letech byl ovlivnén
prubéhem pocasi, kdy v roce 2021 bylo chladné jaro s vysokymi srazkami v kvétnu, coz
zpozdilo rist a vyvoj rostlin. Nejvyssi celkovy vynos zrna byl zjistén v roce 2022, kdy bylo
pfiznivé pocasi a pfedplodinou byl hrach, po kterém v pid€ zlstalo vice dusiku.
Klicova slova: Odridy pSenice; Pocasi; Hrach; Bob

Abstract

The three-year field trial (2020-2022) on an organic plot in Prague-Ruzyn¢ with spring wheat
was grown in an intercropping system with peas and beans. Three spring wheat varieties with
different characteristics, their mutual combinations and at the same time combinations with
legumes were checked simultaneously. On average, a higher yield was found for separately
grown wheat. Variants of wheat cultivated with peas or beans gave a lower yield on average.
Of these higher yields were obtained in the combination of the varieties Alicia and Toccata
together with pea in the more favourable years 2020 and 2022. The yield in each year was
affected by weather conditions, when, especially in 2021, there was a cold spring with abundant
rainfall in May, which delayed the growth and development of the plants. The highest total
grain yield was found in 2022, when the weather was favourable and the pre-crop
was peas, as a result of which more nitrogen remained in the soil.
Keywords: Wheat cultivar; Weather; Pea; Bean

Uvod

Intercropping je péstebni systém, ktery vyuziva vzajemném vztahu dvou druhu plodin nebo
odrid. Zakladnim cilem péstovani plodin v systému intercropping je zlepSeni kvality produkce,
snizeni rizika eroze, zlepseni ptidnich charakteristik, ale 1 snizeni rizika znec€isténi podzemnich
vod nitraty. V péstebnich systémech intercroppingu jsou vyuzivany rizné druhy legumin6z a
obilnin (Sarunaite et al. 2010, Tsialtas et al. 2018, Jensen et al. 2020, Zang et al. 2015,
Chapagain 2014. Tortorela et al. 2013). Zejména v ekologickém zemédélstvi muze piipadna
interakce mezi leguminézami a obilninami zlepSit a stabilizovat vynosy obilnin. Vynosy
pSenice v systému ekologického zemedélstvi bézné vykazuji velkou variabilitu predevsim kviili
omezenym zdrojum dusiku (Vrignon-Brenas et al. 2018, Poudel et al. 2002, Doltra et al. 2011),
kdy nejsou do pudy aplikovana zadna mineralni dusikata hnojiva. Spole¢né péstovani psenice
S leguminozami tak miZe biologickou fixaci dusiku luSténinami a jeho vyuzitim obilninami
zlepsit vynos, ptipadné kvalitu produkce (Liu et al. 2022). Biologickou fixaci dusiku je vyuzity

337



OBSAH Uroda 12/2022, védeckd priloha casopisu

N2 z atmosféry a tento mechanismus je povaZovan za mozny zpisob rozvoje udrzitelného
ekologického zeméd¢lstvi (Yao et al. 2019) a péstovani obilnin (Zang et al 2015; Tsialtas et al.
2018). Leguminézy produkujici vétsi semena také akumuluji zna¢né mnozstvi dusiku
ziskaného z ptdy a lze je pouzit k v&tsi variabilité osevnich sledi a jako zlepSujici plodinu diky
vysSimu vyuziti dusiku (Jensen et al. 2020). Obilniny maji niz§i G¢innost ve vyuziti zdroju
dusiku nez luskoviny. Publikované udaje z meziplodinovych pokust S legumindézami a
obilninami ukazaly, ze diky konkuren¢nim interakcim a komplementarnimu ziskavani dusiku
mohou obilniny ziskat vice nez proporcionalni podil pidnich zdroji dusiku (Jensen et al. 2020).
Kromé toho muze kofen luskoviny stimulovat mikrobidlni mineralizaci a zvySit mnozstvi
dostupného dusiku v pudé (Tortorella et al. 2013).

Cilem pokusu bylo ovéfit vliv sou¢asného péstovani vybranych odrid pSenice jarni samostatné
nebo v kombinaci spole¢né s hrachem nebo bobem na vynos zrna.

Material a metody

Psenice jarni (Triticum aestivum L.), odridy Alicia, Toccata a Hystrix byly péstovany v
systému intercropping s hrachem nebo bobem. Polni pokus byl realizovan v letech 2020-2022
ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby v.v.i. na certifikovaném ekologickém pozemku. Pidni
typ je Cernozem, hlinito-jilovita pida. Primérny ro¢ni thrn srazek = 513 mm; pramérna ro¢ni
teplota vzduchu = 8,4 °C. Pfedplodinou byla v letech 2020 a 2021 pSenice dvouzrnka, v roce
2022 hrach. Primérné mésicni teploty, srazky a dlouhodobé mésicni priméry jsou uvedeny na
Obr. 1. Pro péstovani pSenice jarni byly vybrany nasledujici odridy: pSenice jarni typu E —
Alicia, typu B — Toccata a typu C - Hystrix. Odrudy pSenice byly péstovany samostatné, ve
vzajemnych kombinacich odrid a v kombinaci s legumin6zou — hrach (odriida Eso) a bob
(odrida Merkur). Vysevek pSenice byl 4 mil. kli¢ivych semen, u hrachu a bobu vysevek
predstavoval 30 % bézného vysevku z diivodu snizeni konkurence proti jarni pSenici, kterd byla
hlavni plodinou v pokusu. Pfed po¢atkem pokusu byla ptida na podzim zorana do 20 cm a pred
setim pfipravena kombinatorem do hloubky 3-4 cm. kombindtorem. Seti pokusu probéhlo 6.
4.2020,31.3.2021 a 30.3.2022. Jarni pSenice a luskoviny byly sklizeny 18.7. 2020, 16.8. 2021
a27.7.2022. Ptedplodinou pro roky 2020 a 2021 byla pSenice dvouzrnka, pro rok 2022 hrach.
Obsah NOs-N pied poc¢atkem pokusu v padach ve vrstvé 0-30 cm byl 23,3 kg N/ha v roce 2020,
12,6 kg N/ha v roce 2021 a 79.0 kg N/ha v roce 2022.

Vysledky a diskuze

Prubéh pocasi v letech 2020 a 2021

Pocasi v roce 2020 bylo charakterizovano suchym a teplym dubnem, kdy primérna teplota byla
11 °C a srazky 9 mm. Nésledoval srazkové primérny, ale chladné;si kvéten, primérny cerven
a nasledoval sussi ¢ervenec. Rok 2021 byl charakteristicky suchym, ale chladnym dubnem, kdy
nasledoval srdzkové nadprimérny (104 mm) chladng;si kvéten (oba mésice v prioméru o 2-4 °C
mén¢ v porovnani s viceletym primérem), nadprimérné teploty v ¢ervnu a nizsi teploty a vyssi
srazky na pocatku srpna. V roce 2022 byl chladny duben s nadprimérnymi srazkami, naopak
kvéten byl sraZkoveé podprimérny s vysokymi teplotami. Zvlasté tieti dekdda Cervna byla
srazkoveé nadprimérna, kdy naprselo celkem 114 mm (Obr. 1). Tyto podminky mély vliv na
vynos pSenice jarni v kazdém sledovaném roce.
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Obr. 1: Teploty a srazky ve vegetacnim obdobi v letech 2020-2022 v Praze-Ruzyni.
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VysSich vynost dosahly v roce 2020 samostatné peéstované odridy, a to 4,75 t/ha u odrady
Hystrix, 4,98 t/ha u odridy Alicia a 5,08 t/ha u odridy Toccata, nez pii péstovani v kombinaci
s legumin6ézami. Kombinace odriid psSenice s hrachem dosdhly v priméru vyssi vynos nez
s bobem. Kombinace odriid Toccata a Hystrix s hrachem nebo bobem dosahly vzdy nizsi vynos
V porovnani s kombinaci s odridou Alicia. Vynos pSenic at’ jiz ve smési dvou pSenic nebo
pouze jedné odriidy ve smési v hrachem nebo bobem vétSinou pfili§ nelisil. Vzhledem k urcité
variabilit¢ vysledkt Ize ale konstatovat, Ze smési s hrachem nebo bobem snizovaly vynos
pSenice zhruba o 0,7-0,8 t/ha v porovnani s péstovanim psenice bez legumindz.

Obr. 2: Vynos zrna odrid psenice jarni péstované v kombinaci s legumin6zami v roce 2020

E = Alicia, B = Toccata, C = Hystrix 2020
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sledovanych let. Vynos byl ovlivnén chladnym jarem, kdy na po¢atku rastu rostlin byly v dubnu
nizké srazky, které pak naopak byly vystiidany nadprimérnymi srazkami v kvétnu. Rist rostlin
byl opozdén a sklizeii prob&hla az 16.8. 2021. V téchto podminkach se vice osvédcila
kombinace odrid pSenic s bobem, ktera dala v priméru srovnatelny vynos (3,25 t/ha) jako
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samostatné péstované odridy pSenic (3,20 t/ha). Kombinace s hrachem snizila vynos zrna
Vv priméru o 0,4-0,6 t/ha.
Obr. 3: Vynos zrna odrud psenice jarni péstované v kombinaci s leguminézami v roce 2021
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Vynos v roce 2022 byl v praiméru nejvyssi ze vSech sledovanych let, kdy celkovy primérny
vynos dosahl 5,4 t/ha. Samostatné péstované pSenice dosahly vynos mezi 5,4-5,9 t/ha,
kombinace odrad s hrachem 5,3 t/haa s bobem 5,3-5.4 t/ha. Celkovy trend se vynosové podobal
roku 2020, kdy zvlasté kombinace spole¢né péstované odridy Toccata, Hystrix a hrachu dala
nejnizsi vynos. Celkoveé byly vynosy pSenice ovlivnény jak pocasim, tak i obsahem dusiku
v pudé, kdy v prvnich dvou letech byl pfed pocatkem pokusu obsah nitratd v padé 21,3,
respektive 12,6 kg N/ha, zatimco po piedplodiné hrachu byl obsah nitrati vysoky (79 kg N/ha).
V kombinaci s pfiznivym prib&hem pocasi pak v roce 2022 mohly byt dosazeny nejvyssi
vynosy odrud psenice. Celkové ale soucasné péstovani pSenice s leguminozami dalo mirn€ nizsi
vynos v porovnani se samostatné péstovanou psenici. Neni vylouceno, Ze i pies snizené
vysevky hrach a bob do urcité miry ristu pSenice konkurovaly. V pokusu byla hodnocena také
kvalita ziskané produkce, vzhledem k nedokoncenym laboratornim analyzdm za rok 2022
nejsou tyto vysledky zahrnuty do tohoto piispévku.

Vynos psenice v jednotlivych letech byl variabilni, kdy byl ovlivnén omezenymi zdroji dusiku,
coz konstatovali naptiklad Vrignon-Brenas et al. (2018), Poudel et al. (2002) nebo Doltra et al.
(2011). Do pudy nebyla aplikovana zadna mineralni dusikata hnojiva, pouze v roce 2022 byl
ptedplodinou hrach, coz vedlo k celkové nejvysSim vynosiim. Soucasné byl ovlivnén i
pfiznivéjSim a méné piiznivym pocasim. Vysledky zatim nepotvrdily mozné vyuziti dusiku
pochazejiciho z biologické fixace N, jak uvadi Liu et al. (2022). Pfitom dusik biologicky
fixovany zatmosféry by pro systém intercroppingu mohl byt povazovan za moZzZny
mechanismus ziskavani dusiku pro péstovani obilnin v ekologickém zemédé€lstvi (Zang et al.
2015, Tsialtas et al. 2018).
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Obr. 4: Vynos zrna odrud psenice jarni péstované v kombinaci s leguminézami v roce 2022

E = Alicia, B = Toccata, C = Hystrix 2022
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Zavér

Ve ttiletém polnim pokusu byla péstovana pSenice jarni v systému intercropping s hrachem a
bobem. V priméru vyssi vynos byl zjistén u pSenice péstované samostatné. Varianty péstovani
riznych kombinaci odriid pSenice jarni s hrachem nebo bobem daly mirn¢ niz$i vynos. Na
vynosech se projevil i vliv ro¢niku, kdy v ptiznivéjsich letech 2020 a 2022 byly dosazeny
celkové vyssi vynosy, vroce 2022 pravdépodobné i1 diky zlepSujici predploding (hrach).
Z kombinaci odrid pSenice jarni s legumindzami se V piiznivéjSich letech 2020 a 2022 1épe
projevila kombinace odriid Alicia a Toccata spolu s hrachem. Vynos v jednotlivych letech byl
ovlivnén pocasim, kdy zvlasté v roce 2021 bylo chladné jaro s vysokymi srazkami v kvétnu,
coz zpozdilo rust a vyvoj rostlin. Nejvyssi celkovy vynos zrna byl zjistén v roce 2022, kdy bylo
ptiznivé pocasi a pifedplodinou byl hrach, po kterém v piidé€ zlstalo vice dusiku.
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Vyuziti nano¢astic v primingu osiva zeli hlavkového
The use of nanoparticles in the priming of cabbage seeds

Hakalova E.%, Petenka J.%, Tekielska D.}, Cechova J.}, Eichmeier A.%, Aust R.2,
Bytesnikova Z.!, Richtera L.}, Baranek M.!

1Mendelova univerzita v Brné
2MORAVOSEED CZ, a.s.

Abstrakt

Cilem predkladané studie bylo ovéfit ucinek nanomateriali (NMs) s antimikrobialni aktivitou
na vybrané charakteristiky osiva zeli hlavkového metodou primingu. Celkem bylo hodnoceno 5 druhi
NMs, 4 z nich byly NMs s nosi¢em na bazi uhliku, patym byly médéné nanocastice. Vliv NMs byl
testovan na 3 Sarzich osiva s vysokou (93%), stiedni (73%) a snizenou (69%) kli¢ivosti. Osivo bylo
primovano NMs o koncentracich odpovidajicich 50 mg kovu na litr primovaciho roztoku. U oSetieného
osiva byly sledovany parametry procenta kli¢ivosti, energie a rychlosti kliceni, u kli¢nich rostlin byla
méfena délka kofenti, stonki a hmotnost rostlin. Pozitivni vliv nanoprimingu byl vyhodnocen pro
aplikaci materidlu rGO_Cu2 na osivo s vysokym procentem klicovosti, tGO_Zn3 u osiv se stfedni
kli¢ivosti a nanocastic Cu_NPs_57 u osiva se snizenou kli¢ivosti.

Klicova slova: nanomaterialy, kli¢ivost, méd’, zinek

Abstract

The aim of the present study was to evaluate the effect of nanomaterials (NMs) on cabbage seed using
the priming method. A total of 5 types of NMs were evaluated. The effect of NMs was tested on 3
batches of seeds with high (93%), medium (73%) and reduced (69%) germination level. The seeds were
primed with NMs at concentrations corresponding to 50 mg of metal per litre of priming solution. For
the treated seed, parameters of germination percentage, energy and germination rate were monitored,
the length of roots, stems and plant weight were measured for germinated plants. The positive effect of
nanopriming was evaluated for rGO_Cu2, rGO_2Zn3 and Cu_NPs_57 and material to seeds with a high
percentage, medium and rediced germination respectively.

Keywords: nanomaterials, germination, copper, zinc

Uvod

Kvalitni osivo predstavuje zékladni faktor ovlivilujici tvorbu vynosu zemédélskych plodin.
Rychlé kliceni semen a vzejiti embrya je zasadni pro vyvoj rostliny a je povazovano za dulezity
agronomicky znak. Obecné¢ plati, Ze semena skladovana po delsi dobu v suchych podminkach
na vzduchu trpi urcitym stupném znehodnoceni a jsou nachylna k oxidativnimu poskozeni v
disledku kumulativniho narGstu reaktivnich forem kysliku (ROS) a poklesu antioxida¢niho
potencidlu bun€k, coz vede ke starnuti semen a ztrat€¢ schopnosti kliceni v dusledku
biochemického poskozeni (Guha et al., 2018; Kumar et al., 2015; Dragicevic et al., 2013). S
nizkou kli¢ivosti se vSak mohou potykat také osiva z Cerstvych sklizni. Ke zlepSeni kli¢ivosti
osiva a rustu kli¢nich rostlin je pouzivan pfedev§$im priming osiva s piipadnou aplikaci
podplrnych latek. Primingem se rozumi fizeny piijem vody osivem vedouci ke zvySené
kli¢ivosti, vyrovnangj$i vzchazivosti, vy§§imu vynosu nebo zlepSeni odolnosti vii¢i abiotickym
a biotickym stresorim (George, 2009).

Spojenim primingu a nanocastic, zejména esencialnich mikroprvki jako mangan, méd’, zinek,
zelezo €1 riznych forem uhliku, byla vytvofena inovativni technologie, kterd pomaha zlepsit
kliceni semen, jejich rlst a vynos plodin tim, Ze poskytuje rostlindm vyss§i odolnost vii¢i riznym
typim stresorti (Guha et al., 2018; Mahakham et al., 2017). Pouziti nanomateriali umozinuje
rozvoj elektronové vymény, a tim lepsi schopnost povrchové reakce spojené s riznymi
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slozkami rostlinnych bun€k a pletiv. Jedna se napiiklad o indukci tvorby nanopdri ve
vyhoncich zvySujici schopnost vstfebavani vody, aktivaci genli zapojenych do obrannych
reakci rostlin nebo indukci hydrolyzy Skrobu stimulaci amylazy, coZ vede k pferuSeni dormance
semen a podpofte kliceni osiva (Nile et al., 2022). Metody nanoprimingu nabizi moznost vyuziti
mensiho mnozstvi u¢inné latky, coz v kone¢ném diisledku vede ke snizovani nakladi, a také
k nizsi zatézi zivotniho prostfedi. Vzhledem k téméf neomezenym moznostem syntézy
nanomateriali v ohledu na obsaZené prvky, jejich koncentraci, tvar ¢i pouzity nosic predstavuje
pouziti nanoprimingu v osivarstvi perspektivni nastroj k dosazeni pozadovanych semenaiskych
i biologickych hodnot osiva. Uginky jednotlivych materialti se viak mohou lisit v zavislosti na
pouzité ploding, stafi a kvalité osiva ¢i samotné metod¢ aplikace.

Cilem této studie bylo vyhodnotit potencidl méd’natych a zine¢natych nanomaterialt se silnou
antimikrobialni aktivitou pro pouziti v nanoprimingu osiva a urcit jejich vliv na vybrané
parametry osiva s vysokym, stfednim a snizenym procentem kli¢ivosti.

Material a metody

Rostlinny material

Piinosy pouziti nanoprimingu v osivaistvi byly hodnoceny pro tii kategorie osiva s rozdilnym
procentem kli¢ivosti. Na zakladé tohoto pozadavku byly spole¢nosti MORAVOSEED CZ, a.s.
dodany tfi odrudy zeli, zahrnujici Sarze s vysokou (93 %), stiedni (73 %) a snizenou (69 %)
klicivosti. Osivo bylo povrchové desinfikovano ponofenim do roztoku 1% chlornanu sodného
po dobu 2 min, tfikrat oplachnuto sterilni vodou a ususeno na filtracnim papiru pfi pokojové
teploté¢ v odtahovém boxu. Vychozi kli¢ivost pouzitého osiva byla na za¢atku experimentu
ovétena na suchém osivu dle metodiky ISTA (2014).

Nanopriming

K oSetfeni osiva byly vybrany Ctyii nanomaterialy (NMs) na bazi médi liSici se v pouzitém
nosici a jeden na bazi zinku (Tabulka 1). Syntéza NMs prob&hla na Ustavu chemie a biochemie
Mendelovy univerzity v Brné. NMs byly pfed pouzitim nafedény sterilni vodou na hodnotu 50
mg.I" k dosazeni shodné koncentrace prvkil V testovanych roztocich. Vliv pouziti NMs
na vybrané parametry osiva a kli¢nich rostlin byl srovnavan s oSetfenim osiva sterilni vodou.
Nanopriming osiva prob¢hl formou maceni navazek osiva za stalého michani (150 rpm) pfi
teploté 22 °C v disperzich jednotlivych NMs nebo vodé po dobu 2,5 h. K osetfeni byl pouzit
objemovy pomér osiva k primovacimu roztoku 1:4. PO oSetieni bylo osivo osuseno
na filtraénim papite, umisténo do nakli¢ovacich boxt a péstovano pii 22 °C a osmi-hodinové
svételné periodé. Jednotlivé varianty byly zalozeny po 50 semenech ve tfech opakovanich.

Tabulka 1: Charakteristika pouZzitych nanomaterialti

Oznaceni nosic Vychozi obsah prvku
nanomaterialu

GO Cul Oxid grafenu Méd 521 mg.I?
rGO_Cu2 Redukovany oxid grafenu Meéd 2828 mg.I*
Biochar_Cul Aktivni uhli Méd 1166 mg.I*

Cu NPs 57 Bez nosice Med’ 746 mg.I™
rGO_Zn3 Redukovany oxid grafenu | Zinek 2240 mg.I*
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Hodnocené parametry

Vhodnost vybranych NMs k oSetfeni osiva zeli hlavkového byla posuzovana z hlediska jejich
vlivu na kli¢ivost osiva, energii a rychlost kliceni, délku kofene a stonku kli¢nich rostlin a vahu
semenacku. Zpracovani ziskanych dat prob&hlo v programu Statistica v. 14.0.0.15 (TIBCO
Software Inc., Palo Alto, Kalifornie, USA).

Vysledky

Vliv nanoprimingu na parametry osiva

Vhodnost pouziti nanoprimingu z hlediska vlivu na osivo byla hodnocena prostfednictvim
parametr procenta klicivosti, energie kli¢eni a rychlosti kliceni. Statisticky prikazné vyssi
procento kli¢ivosti v porovndni se suchou a macenou kontrolou nebylo vyhodnoceno pro
zadnou testovanou skupinu. U kategorie osiva s vysokou vstupni kli¢ivosti (93%), bylo oproti
macené kontrole pozorovano mirné zvySeni procenta kli¢ivosti pfi pouziti vSech NMs, ovSem
pouze Vv desetinach az jednotkach procent (Tabulka 2). Ptekvapivych vysledkl bylo dosazeno
U osiva se snizenou vstupni klic¢ivosti (69 %), kdy samotné pouziti sterilni vody snizilo kli¢ivost
testované odriidy oproti kontrole bez pouZiti primingu o témét 20 %. Mirné zvyseni procenta
kli¢ivosti bylo pozorovano jen u varianty oSetfeni materidlem rGO _Zn3, kdy z pramérné
hodnoty 66 % u neoSetiené kontroly doslo k navySeni na 67,33 %. Tato varianta vykazovala
také vysSi energii kli¢eni (50,67 %) a rychlost kliceni (76 %) v porovnani s kontrolnimi
variantami. U osiva se stfedni hodnotou kli¢ivosti (73 %) byl jako u jediné skupiny pozorovan
pozitivni vliv primingu na procento kliCivosti pfi pouziti sterilni vody. Pouzitim NMs vSak
k navyseni tohoto efektu nedoslo. Mirné zvyseni hodnot v porovnani s mac¢enou kontrolou bylo
zaznamenano jen u rychlosti kliceni pfi aplikaci Biochar Cul, a to o 2,1 %.

Tabulka 2: Primémé hodnoty vybranych charakteristik osiva zeli po aplikaci nanoprimingu

varianta oSeti‘eni

V’svt.upni kontrol
kli¢ivost kontrol a rGO _Cu | GO _Cu | Biochar Cu | rGO_Zn | Cu_NPs_5
a sucha | macena 2 1 1 3 7

klicivost [%]

vysoka (93 %) 96,67 95,33 98,67 98,00 96,00 96,00 96,67
stredni (73 %) 84,67 93,33 87,33 87,33 88,00 88,00 85,33
snizena (69 %) 66,00 46,67 58,00 66,00 56,67 67,33 62,00
energie kli¢eni [%

vysoka (93 %) 94,67 90,00 94,67 96,67 95,33 94,67 92,67
stredni (73 %) 83,33 90,67 83,33 83,33 87,33 84,00 82,67
sniZena (69 %) 48,00 32,00 24,00 40,67 33,33 50,67 40,67
rychlost kli¢eni [%]

vysoka (93 %) 97,93 94,41 96,60 98,64 99,31 98,61 97,20
sttedni (73 %) 98,42 97,14 93,98 95,42 99,24 96,18 96,88
snizena (69 %) 72,72 70,59 41,86 64,89 60,24 76,00 66,30

Vliv nanoprimingu na parametry klicnich rostlin
V piipadé klicnich rostlin zeli nebyl u osiva s vysokou vstupni kli¢ivosti prokdzan rozdil mezi
kontrolami a variantami oSetfeni NMs u délky kotene ani délky stonku (Tabulka 3). Nejvyssi

cvwr

u GO _Cul (41,33 mm). Naproti tomu u parametru délky stonku varianta rGO_Cu2 zahrnovala
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nejniz$i hodnoty (7,01 mm). Nejdelsi stonky byly naméfeny u suché kontroly a oSetfeni
Cu_NPs_57 (primérna hodnota 8,85 mm).

Tabulka 3: Primérné hodnoty vybranych charakteristik klicnich rostlin zeli po aplikaci nanoprimingu

varianta oSetfeni

Vstupni kontrol
klicivost kontrol a rGO_Cu | GO_Cu | Biochar Cu | rGO_Zn | Cu_NPs_ 5
asucha | macena 2 1 1 3 7

délka koiene semenacku [mm]

vysoka (93 %) 46,93 45,12 54,23 41,33 49,58 46,23 46,93
stredni (73 %) 23,67 28,04 25,99 26,98 27,61 20,40 25,67
sniZena (69 %) 19,69 4,55 6,65 11,69 13,05 8,13 17,27
délka stonku semenacku [mm]

vysoka (93 %) 8,85 8,49 7,01 7,33 8,47 8,25 8,85
stredni (73 %) 9,99 11,21 12,27 11,39 12,44 11,43 8,68
snizena (69 %) 6,71 3,14 3,95 4,65 4,19 5,42 5,56
vaha semenacku [g]

vysoka (93 %) 0,0301 0,0298 0,0701 0,0408 0,0548 0,0466 0,0540
sttedni (73 %) 0,0535 0,0536 0,0571 0,0585 0,0545 0,0615 0,0567
sniZena (69 %) 0,0352 0,0199 0,0282 0,0296 0,0368 0,0252 0,0367

Prestoze osetfeni rGO Cu2 ptredstavovalo variantu s nejkratSimi stonky, primérnd véha
semenacku u tohoto osetieni (0,0701 g) byla pritkazné vyssi nez vaha suché a macené kontroly
i osetieni GO _Cul arGO_Zn3 (Graf 1).
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Graf 1: Primérna vaha semenacku z osiva zeli hlavkového osetfeného NMs a kontrol v kategorii vysoké
vstupni kli¢ivosti.

Efekt pouziti NMs byl pozorovan pouze u osiva se stifedni hodnotou kli¢ivosti (Graf 2). Pfi
pouziti Cu_NPs_57 byly naméteny pritkazné kratsi stonky klicnich rostlin (primérna hodnota
8,68 mm) nez u variant rGO_Cu2 (12,27 mm) a Biochar _Cul (12,44 mm). Na délku kotene ani
vahu semenacktl vSak aplikace zddného z NMs prukazny vliv neméla. Prestoze varianta
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rGO_Zn3 dosahovala nejnizsi primérnou délku kofentl (20,4 mm) a stonky o primérné délce
11,43 mm, byla u tohoto osetfeni zjiSténa nejvyssi primérnd hmotnost semenacka (0,0615 g,

Tabulka 3).
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Graf 2: Délky kotene a stonku kli¢nich rostlin zeli hlavkového se vstupni kli¢ivosti 73 %

V kategorii osiva se snizenou kli¢ivosti byly naméfeny nejdelsi kofeny u varianty suché
kontroly (primérna hodnota 19,69 mm) a Cu NPs 57 (primérnd hodnota 17,27 mm).
Nejmensi primérné délky kotfene byly zaznamenany u primingu osiva za pouziti Cisté sterilni
vody (4,55 mm) a aplikace rGO_Cu2 (6,65 mm). Primérné délky stonku kli¢nich rostlin se
pohybovaly v rozmezi 3,14 — 6,71 mm, kdy nejkratsi stonky byly naméfeny u macené kontroly
a nejdelsi stonky u varianty suché kontroly. Z variant oSetieni NMs byly nejdelSi stonky
zaznamenany pii pouziti Cu_NPs 57 (5,56 mm) a nejkratsi u rGO_Cu2 (3,95 mm). Pritkkazné
rozdilné hodnoty délky kotfene a stonku byly vyhodnoceny jen mezi sledovanymi kontrolami.
Témto vysledkim odpovidala 1 vaha semenacki, kdy nejniz§i primérna hmotnost nalezela
varianté macené kontroly (0,0199 g) a nejvyssi oSetfeni Biochar Cul (0,0368 g) a Cu_NPs_57
(0,0367 g).

Diskuze

Nanotechnologie je prezentovana jako perspektivni ndstroj doddvani mikroprvkl pro zlepseni
kli¢ivosti, ristu a vynosu polnich plodin ¢i jejich ochrany ptfed abiotickymi a biotickymi
stresory. Nanomaterialy spojujici antimikrobidlni vlastnosti s podporou ristu rostlin tak
piedstavuji ekonomicky zajimavy piistup v pfedsetovém osSetieni osiva. Vysledky dosazené
Vv této studii bohuzel neprokazaly benefitni G¢inek pouzitych antimikrobidlnich NMs u osiva
zeli hlavkového v ohledu dosazeni vysSiho procenta kliCivosti. Vzhledem k pozitivnim
vysledkiim metody nanoprimingu uvadénym pro velké mnozstvi zeleninovych druhii véetné
brukvovitych rostlin (Nile et al., 2022), mohl byt nizky vliv pouzitych NMs na procento
kli¢ivosti zplisoben pouzitymi prvky NMs, jejich koncentraci v primovacim roztoku,
kombinaci s nosi¢em nebo zvolenou dobou oSetieni.

Med’ i zinek predstavuji mikroprvky nezbytné pro spravny vyvoj rostlin a jsou v nanoprimingu
osiva zelenin uspésné pouzivany (Hong et al., 2016; Nair a Chung, 2015; Patlolla et al., 2012).
Jejich koncentrace 50 mg.I" byla zvolena na zikladé pozitivnich vysledki dosaZenych pro
médnaté a zineCnaté nanomateridly ve studii Bayat et al. (2022) testované na osivu pSenice a
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Inu, kdy vy3§i koncentrace téchto prvkd (100 a 150 mg.I™) v NMs vedly k niz§imu procentu
kli¢ivosti u obou plodin. Negativni vliv vysokych koncentraci NMs uvadi také Maity et al.
(2018) u nanoprimingu ¢iroku a cizrny, kdy aplikace davky 1000 mg médi i zinku na kilogram
osiva prikazné snizila jejich kli¢ivost. Na druhou stranu aktivita NMs je spojovana nejen
s koncentraci jejich kovovych ¢asti, ale 1 s formou vychozich prekurzort, velikosti vytvofenych
nanocastic a jejich uvolfiovanim z nosice. Stejné koncentrované roztoky obsahujici rizné typy
NMs tak mohou vést k odlisSnym G¢inkim.

Prekvapivy vysledek byl obdrZen u osiva se sniZzenou kli¢ivosti, kdy pouziti vody ve varianté
macené kontroly vedlo ke sniZeni procenta klicivosti o 20 %. Vysledky studii hydroprimingu
uvadéji pouze pozitivni vliv na procento kli¢ivosti, a to 1 u rok starého osiva fepky (Day, 2022).
Za snizenou kli¢ivost mohly pravdépodobné péstebni podminky pokusu, kdy vysoka vlhkost a
umisténi ve skladaném filtra¢nim papiru zplsobily uhniti osiva nebo radikuly kli¢ni rostliny.
Pouziti testovanych NMs nevedlo sice k zdsadnimu zlepSeni kli¢nich vlastnosti u Zadné ze ti
skupin osiva, ovSem jejich vliv byl nasledn¢ pozorovan u kli¢nich rostlin. Z hlediska délky
kofent, které mohou rostlinam poskytovat vyhodu v obdobi sucha, byl u osiva s vysokou
kli¢ivosti vyhodnocen pozitivni vliv aplikace tGO Cu2. Tento efekt mohl byt zpiisoben
schopnosti oxidu grafenu proniknout semennymi obaly a zlepsit tak pfijem vody semenem
(Kim et al., 2020). Podobné¢ho vysledku prodlouzeni kotent kli¢nich rostlin po pouziti NMs
s oxidem grafenu dosahli naptiklad Zhang et al. (2015) a Jiao et al. (2016) u rostlin rajcat
a tabaku. Weng et al. (2020) vSak upozoriiuje, ze materialy na bazi grafenu maji odlisSny ucinek
Vv z&vislosti na jeho koncentraci, fyzikalné-chemickych parametrech a na druhu testovanych
rostlin. Rozdilnost v reakci rostlin byla pozorovana i v nasi studii, kdy u osiva se stfedni
kli¢ivosti vedla aplikace ¢astic rGO_Cu2 ke krat$im kofentim.

Z vysledki této studie Ize jako benefitni faktor pouziti NMs na osivo zeli uvést spise samotny
mikroprvek, nez jeho zpiisob navazani na uhlikovy nosi¢. Obsah médi v rostliné je obecné
zminovan zejména s jejim vyskytem v nadzemnich ¢astech rostliny a v chloroplastech (Richter,
2004), pti katalyze enzymatickych procesti rostlin a syntéze RNA (Verma et al., 2011). ZvySeni
enzymatické aktivity a fotosyntetické Cinnosti rostliny prostiednictvim pfijmu médi jako
mikronutrientu z méd’natych NMs tak muze mit v kone¢ném disledku vliv na vyssi tvorbu
nadzemni biomasy. Obdobné jako méd’ je i vyznam zinku popisovan ve spojitosti s katalytickou
funkci metabolickych procesti v rostling, fotosyntézou, integritou bunéénych membran a
vlivem na obsah chlorofylu v pletivech (Rudani et al., 2018).

Vliv pouzitého nosice médnatych NMs byl pozorovan jen u osiva se sniZzenou vstupni
kli¢ivosti. V ramci 10 denniho experimentu byl rist kofenti a stonkt zeli pravdépodobné
stimulovan Cistymi ¢asticemi médi (Cu_NPs_57), které nebyly navazany na zadny uhlikovy
nosi€. Jejich rychlejsi dostupnost mohla hrat roli v podpofte riistu klicnich rostlin u osiva se
snizenou klicivosti. V pfipadé odhaleni pfi¢iny snizené kli¢ivosti osiv z Cerstvych sklizni se
metoda nanoprimingu jevi jako jedna z perspektivnich cest feSeni tohoto problému, a to cilenou
aplikaci podptrného mikroprvku u fyziologickych pti¢in poklesu kli¢ivosti nebo aplikaci prvku
s antimikrobidlnim uc¢inkem u biotickych stresord.

Z hlediska biotickych stresort je jako vyhodnéjsi prezentovano pouziti NMs s uhlikovymi
nosi¢éi nez volné castice médi. Postupné uvoliovani médi z téchto materidld vede
k vyraznéjsimu antimikrobialnimu ucinku a jejich pouziti v osivaistvi mize mit v dobé
vysokého tlaku chorob véEtsi pfinosy pro kli¢ni rostliny nez ¢isté méd’naté nanocastice. Volné
nanocastice maji také tendenci se shlukovat a aglomerace volnych nanocastic je jednou z pficin
snizovani jejich biologického t¢inku, jak popisuji Alswat et al. (2017), Li et al. (2017), Ocsoy
et al. (2013) nebo Sarkar et al. (2012).

Vysledky této studie poukazuji na perspektivu pouziti NMs v osivarstvi pro dosazeni
kvalitnéjSich kli¢nich rostlin, ale také upozoriiuji na problematiku volby u¢inného
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nanomateridlu s ohledem na charakteristiku vstupniho osiva a nizkou dostupnost referenci
V literatuie vzhledem k téméef neomezenym moznostem syntézy riznych typt NMs.

Zavér

Na zéklad¢ zjisténych vysledkt Ize pro aplikaci zvolenych nanomaterialll v osivarstvi vyvodit
nasledujici doporuceni:

a) U osiva s vysokym procentem vstupni kli¢ivosti, kde neni pozadavek na jeho dalsi zvySovani,
se jevi jako perspektivni oSetfeni nanomateridlem rGO_Cu2, které vedlo k vytvoteni kli¢nich
rostlin s dlouhymi koteny, kratkymi stonky a vysokou hmotnosti.

b) Aplikaci nanoprimingu na osivo se stfedni kli¢ivosti se procento kli¢ivosti osiva pritkazné
nezvysilo, ale pfi oSetfeni nanomateridlem rGO_Zn3 lze dosédhnout rostlin sice s krat$imi
kofeny, ale pravdépodobné pevnéjSimi pletivy vzhledem ke kratkym stonkim a vysoké
hmotnosti semenacka.

c¢) U osiva se snizenou kli¢ivosti se jevi jako vhodné pouziti nanomaterialu rGO_Zn3, ¢imz se
procento klic¢ivosti mirn€ zvysi. S ohledem na kli¢ni rostliny 1ze doporucit osetfeni Cu_NPs_57,
které vedlo k vétsim semendCktim z hlediska délky koteni, stonki 1 celkové hmotnosti.

Podékovani

Prispévek vznikl za podpory projektu CZ.02.1.01/0.0/0.0/16 017/0002334 Vyzkumna
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Vliv vodni eroze na piidni respiraci a obsah mikrobialni biomasy

Effect of water erosion on soil respiration and microbial biomass content
Pliskova, J.1%, Boturova, K., Pospisilova, L.}, Mensik, L.

IMendelova univerzita v Brné
2 Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, VS Jevicko

Abstrakt

V katastralnim uzemi BoSovice (2019-2022) byly sledovany zmény biologickych parametri
pudy na eroznich, akumula¢nich a kontrolnich plochach. Hodnocena byla bazalni respirace
pudy, mnozstvi mikrobidlni biomasy a obsah a kvalita piidni organické hmoty. Transformace
pudnich vlastnosti vlivem eroze a korelacni vztahy byly hodnoceny pomoci vice faktorové
analyzy ANOVA v transektu: kontrola — eroze — akumulace. Klasifikace pud v sledovaném
transektu byla provedena dle platného Taxonomického systému piid CR. MnoZstvi mikrobialni
biomasy bylo stanoveno fumigaéné-extrakéni metodou. Bazalni respirace pidy byla stanovena
dle ISO 16072. Zakladni ptidni vlastnosti byly stanoveny standardnimi metodami. Zjisténé
vysledky dokladaji zna¢nou heterogenitu pudy a variabilitu sledovanych parametri — obsah
organického uhliku, mikrobialni biomasa a bazalni respirace pidy ve vybraném transektu.
Statisticky prukazné rozdily (p=0,05) u sledovanych parametr nebyly zjistény.

Klic¢ova slova: biologické parametry pudy; eroze; ¢ernozem

Abstract

In the cadastre BoSovice (2019-2022) we followed changes in soil biological parameters such
as basal soil respiration, microbial biomass content, and content and quality of soil organic
matter. Eroded, accumulated and control sites were compared. The transformation of soil
properties was evaluated using multifactorial analysis. Soils were classified according to the
Taxonomic classification system of the Czech Republic. Microbial biomass was determined by
the fumigation-extraction method. Basal soil respiration was determined according to 1SO
16072. Basic soil properties were determined by standard analytical methods. Obtained results
showed no statistically significant differences (p=0,05) within the studied transect (control,
erosion, accumulation sites). In conclusion, soil organic matter content and quality, basal soil
respiration and amount of microbial biomass are highly variable.

Keywords: soil biological parameters; erosion; Chernozem

Uvod

Vodni a vétrna eroze redistribuje ptdni ¢astice z hornich svahi do nizsich poloh v krajing a
predstavuje vazny environmenalni problém nejen v Evropg, ale i ve svété (Zizala et al., 2021;
Pimentel et al., 1995). Je to spojeno zejmenéna S udrzitelnosti zemé&délstvi (ekologickou
funkénosti) a produkéni kapacitou zemédelstvi (schopnost produkce)(Svoray & Atkinson,
2013; Wang et al., 2016). V potaz se musi brat i dalsi faktory jako je klimaticka zména, vyuziti
pudy, intenzita obdélavani a mnoho dalsich (Svoray & Atkinson, 2013; Vanmaercke et al.,
2011). V 90. létech 20.stoleti byla problematika redistribuce (eroze a akumulace) podrobné
studovana a bylo zjisténo, Ze pfi smyvu pudy, mize byt kazdoro€né nenavratné ztraceno az 10
miliont ha svétové zemédelské pidy, coz ¢ini zhruba jednu jejich téetinu (Lindstrom et al.,
1992; LOBB et al., 1995; Zizala et al., 2021; Ellerbrock et al., 2016; Pimentel et al, 1995).
Padam, které jsou intenzivné obdélavany se proto vénuje velkd pozornost a jsou doporuceny
postupy hospodafteni, které zamezuji erozi a chrani pudu (Ellerbrock et al., 2016; Li et al.,
2017; Wright et al., 2007). Jednim z negativnim dusledku eroze je transport zna¢ného mnozstvi
materialu, tj. 0dnos z horni ¢asti svahu (konvexni plocha) a jeho akumulace v nizsich polohach
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svahu (konkavni svah) v topologicky slozitych krajinach (Lindstrom et al., 1992; Papiernik et
al., 2007; J. H. Zhang et al., 2009). S tim jsou tzce spojeny i zmé&ny pudnich vlastnosti. Je
snahou zamezit vysoké erozi a akumulaci riznymi agrotechnickymi zpisoby, napf. pomoci
interakce sklontl a zpracovanim pudy, smérem orby, zatravnénim (Wang et al., 2015, 2016;
Wildemeersch et al., 2014). V disledku smyvu rovnéz klesa mocnost ornice (humusového
horizontu), obsah a zasoba organického uhliku, coz zasadné ovliviiuje produktivitu pudy.
Dalsim problémem je ovliviiovani biogeochemickych cyklu latek a zivota v pudé (Doetterl et
al., 2016; Quinton et al., 2010; Van Oost et al., 2007; Zizala et al., 2021). Cilem vyzkumu je
Stanovit a porovnat vlastnosti plidy na edorovanych, akumulovanych a kontrole a poukézat na
jejich transformaci.

Material a metody

Vyzkumna plocha se nachéazi v katastralnim Gzemi BoSovice (okres Vyskov). Monitoring byl
provadén v letech 2019 az 2022. Klimaticka oblast pro tuto lokality byla uréena jako T2 —tepla,
mirn€ suchd. Primérné hodnoty sraZek se pohybuji mezi 500 az 600 mm, primérna ro¢ni
teplota vzduchu je 8,8°C (Quitt, 1972). Piidni typ u kontroly byl klasifikovan jako ¢ernozem
karbonatova, antropickd. Na erodované plose byla klasifikovana regozem karbonatova a na
akumulované plose byla klasifikovana koluvizem karbonatova (Némecek a kol., 2011). Pidni
vzorky byly odebrany zorni¢niho Ap horizontu 0-10 cm. Padni reakce byla stanovena
potenciometrickou metodou: 50 ml 0,2 mol KCI (InoLab pH 730, WTW, Némecko). Obsah
organického uhliku (Cox) byl stanoven oxidimetrickou titraci podle (Nelson, Sommers 1996).
Frakcionace humusovych latek byla provedena kratkou frakcionaci (Kononova, 1963). Postup:
obsah HK a FK (= soucet HL) byl extrahovan z 5 g vzorku ptdy se 100 m1 0,1 M roztoku NaOH
a 0,1 M Na4P207 (1:1, obj./obj.). Uhlik v HL, HK byl stanoven metodou oxidimetrické titrace.
Obsah FK byl vypocten jako rozdil mezi HL a HK. Celkovy obsah dusiku (Nt) byl stanoven
dle Kjeldahla (Zbiral a kol., 2022). MnoZstvi mikrobidlni biomasy bylo stanoveno fumigacné-
extrakéni metodou dle Vance et al. (1987). Bazalni respirace pudy byla stanovena dle ISO
16072. Statistické analyzy (popisna statistika, t-test, ANOVA) vcetné grafickych vystupti
budou zpracovany v programu STATISTICA 14 (TIBCO Software Inc.).

Vysledky

Na eroznich, akumula¢nich a kontrolnich plochach jsou hodnoceny a porovnany tyto parametry
— obsah organického uhliku (Cox), celkovy dusik (Nt), obsah humusovych latek (HL) a pomér
fulkovyselin a huminokyselin (HK/FK), bazalni respirace pudy (BRP) a mnozstvi mikrobialni
biomasy (Cmic). U vsech sledovanych parametrii byla zjisténa vysoka/velka variabilita.
Celkovy obsah organického uhliku je vyssi u variant kontrola a akumulace v porovnani s erozi.
Rozdily nejsou statisticky vyznamné — viz graf 1. Varianta eroze je tak diky odnosu
degradovdna a poSkozena. Varianta kontrola s nejvy$Sim obsahem celkového uhliku se
statisticky vyznamné nelisi od ostatnich variant. U obsahu dusiku (Nt) nebyly zjistény priikkazné
rozdily mezi variantami — viz graf 1.
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Graf 1 Primeérny obsah Cox (%) a Nt (%) ve variantdach kontrola, akumulace a eroze v letech 2019 az 2022

Podobna situace je u obsahu HL, kdy na erodované ptudé klesa celkovy obsah HL. Rozdily jsou
statisticky nevyznamné. Rovnéz pomér HK/FK je staticky neprikazny u téchto variant — viz
graf 2.
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Graf 2 Obsah HL a pomér HK/FK ve variantdch kontrola, akumulace a eroze v letech 2019 az 2022

Na grafu 3 je dokumentovana bazalni respirace pudy. Vysoka variabilita je na varianté
akumulace (znaci ji usecky). Mezi sledovanymi variantami neni vyznamny rozdil, pfes to, ze
varianta kontrola je vyS$$i nez ostatni varianty (akumulace, eroze).
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Graf 3 Obsah BRP (ug CO2 . g -1 . h-1) ve variantach kontrola, akumulace a eroze v letech 2019 az 2022

Na grafu 4 je uveden obsah mikrobialniho uhliku (Cmic). Nejvyssi obsah byl zaznamenan
u varianty akumulace. Varianta eroze je diky odnosu piidy ochuzena o mikrobidlni uhlik.
Varianta akumulace ma vyssi obsah Cmic v porovnani s ostatnimi variantami (kontrola a eroze)
avSak se nejednd o vyznamny rozdil mezi variantami.
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Graf 4 Obsah Cmic (ug C . g -1) ve variantdch kontrola, akumulace a eroze v letech 2019 az 2022

Diskuze

Ctyileté sledovani vlivu vodni eroze na vlastnosti ¢ernozemi na lokalité Bosovice (okres
Vyskov) mélo za cil porovnat erodované a akumulované plochy s kontrolou. Byly zjistény
zmény v mnozstvi a kvalité¢ HL, u mnozstvi mikrobialni biomasy a v ptidni respiraci. Erodovana
puda je tak zna¢n¢ biologicky poSkozena a ochuzena. Akumulovana plocha se 1isi od kontroly
hlavné€ niz§im obsahem mikrobidlni biomasy. Lze tedy konstatovat, Ze vodni eroze negativné
ovlivituje mikrobialni biomasu a pudni respiraci. Rovnéz Zhang et al. (2019) uvadégji, ze
erodované pudy maji niz8i obsah organického uhliku v porovnani s kontrolou a akumulaci, coz
potvrzuje i nase sledovani. Dle Xiao et al. (2017) je mikrobialni aktivita ptimo zavisla na
obsahu pfistupného dusiku. Dale uvadéji, Ze mnozstvi mikrobialni biomasy nemusi vzdy
souviset s intenzitou mikrobialni respirace. Rovnéz konstatuji, Zze na konvexni ¢asti svahu je
nejveétsi mnozstvi mikrobidlni biomasy a nejméné biomasy je v misté silného projevu eroze,
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coz potvrzuje i nas vyzkum. De Ploey a Poesona (1985) uvadéji, Ze s ¢innosti mikroorganismi
souvisi 1 stabilita pidnich agregatii dal$i pudni vlastnosti. Tyto mohou byt negativné
ovlivnénayerozi (De Ploey a Poesona ,1985 in: Cantén a kol., 2009). Dle nich jsou tak
agronomicky cenné agregaty, S vysokym obsahem pudni organické hmoty, rozplaveny a
organicky uhliku rychleji mineralizuje (Canton a kol., 2009).

Zavér

Vysledky vyzkumu ukazuji vysokou variabilitu sledovanych parametri na danych variantach.
Negativni dopad eroze na biologické parametry plidy jsou vSak patrné. Bez dodrzovani
protieroznich opatfeni neni mozné intenzivné/trvale hospodafit na erodovanych ptidach. Eroze
dale narusuji zemédé€lskou jistotu - vynos. Ochuzeni pidy je zdsadni a je dilezité tuto
skute¢nost dale sledovat. I ptes to, Ze nebyla prokdzana zadna statisticky vyznamna ztrata, je
dilezité si uvédomit, Ze vodni eroze napomaha ke ztraté produktivity piid 1 jeji schopnosti plnit
svoji funkci v ekosystému, ktera je v diskuzi potvrzena. Z tohoto diitvodu jsou v ramci pravidel
DZES doporuceny takové agrotechnické postupy, které¢ plidy chrani pfed erozi (napf.
zatravnéni, seti po vrstevnici, dilkovani apod.).
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Porovnani kvantitativnich a kvalitativnich ukazateli vybranych odrid
¢iroku pro silazni ucely péstovanych na dvou ptidné odliSnych stanovistich

Comparison of quantitative and qualitative indicators of selected varieties of
sorghum for silage purposes grown on two soil-different localities

Poréova L., Rabek M., Riha¢ek M., Frantova N., Elzner P., Smutny V.
Mendelova univerzita v Brné

Abstrakt

Tento ptispévek porovnava produkci nadzemni biomasy v suché hmot¢ a nutri¢ni ukazatele
vybranych odrtd ¢iroku se suchovzdornym hybridem kukutice z pohledu silazni vyuzitelnosti
ve vyziveé skotu. Experiment probihal v hospodaiskych letech 2021 a 2022 na dvou pidné
odlisnych lokalitach s rozdilnou dostupnosti pidni vldhy. V roce 2021 dosédhla kukufice na
sledovanych stanovistich primérného vynosu suché nadzemni biomasy 19,22 t.hal, odridy
giroku dosahovaly primérnych vynosi suché nadzemni biomasy v rozmezi 14,48-31,49 t.ha’.
Obdobny nebo vyssi vynos suché hmoty vic¢i kukufici dosahlo na jedné z lokalit vSech 7
testovanych odrad ¢iroku. V roce 2022 byl priimérny vynos suché hmoty u kukutice 20,06 t.ha’
! u giroku se pohyboval primémy vynos suché hmoty v rozmezi 7,87-21,80 t.ha. Srovnatelny
vynos s kukufici byl v roce 2022 zaznamenan pouze u jedné odridy ¢iroku.

Klicova slova: ¢irok, kukufice, silaz, vynos suché nadzemni biomasy, nutri¢ni hodnota

Abstract

This contribution compares the aboveground biomass production in dry matter and the
nutritional indicators of selected varieties of sorghum with a drought-resistant maize hybrid
from the perspective of silage applicability in cattle nutrition. The experiment was conducted
at two localities with different soil types and different availability of soil moisture in the years
2021 and 2022. Maize achieved an average yield of dry above-ground biomass (DAGB) of
19.22 t.ha* at the experimental localities; sorghum varieties achieved average yields of DAGB
in the range of 14.48-31.49 t.ha™! in year 2021. All 7 tested varieties of sorghum achieved a
similar or higher yield of DAGB compared to maize at one of the locality. In 2022, the yield of
DAGB for maize was 20.06 t.ha™, and the yield of DAGB of sorghum was 7.87-21.80 t.ha™.
A comparable yield with maize was recorded for only one variety of sorghum in year 2022.
Keywords: sorghum, maize, silage, yield of dry above-ground biomass, quality of yield

Uvod

Nedilnou souc¢ésti krmné davky pro skot v intenzivni Zivo€isné vyrobé je kukuticna silaz. Diky
mnozstvi hybridi s rozmanitym FAO je mozné dnes uz vybrat vhodny hybrid prakticky pro
kazdou vyrobni oblast Ceské republiky. Nicméné, srazkové i teplotni poméry patii k zakladnim
faktorim tvorby vynosu polnich plodin. V poslednich letech se stale castéji vyskytuje
meteorologické i piidni sucho, které ptisobi na vynos plodin velmi negativné. Cirok jakoZ to
subtropickd plodina se ve velké mife péstuje v zemich se suchym klimatem, ale jeho obliba
bude pravdépodobné¢ vzhledem k ménicimu se klimatu stoupat i u ¢eskych zeméde€lcu. Proto je
uz nyni potieba vénovat pozornost vybéru odrid c¢iroku, které by byly po kvantitativni i
kvalitativni strdnce vhodné k vyrobé ¢irokové silaze, kterd by mohla doplnit krmnou davku a
castecné nahradit kukufi¢nou sildz, zejména v suchych letech, kdy nebude mozné vyrobit
dostatecné mnozstvi kvalitni kukuiiéné silaze. Tento pfispévek hodnoti produkci nadzemni
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biomasy v suchém stavu a nutriéni ukazatele u 7 odrud ¢iroku a jednoho suchovzdorného
hybridu kukutice péstovanych na padné odlisSnych pozemcich Polni pokusné stanice Zabcice,
Mendelovy univerzity v Brng, které se nachazeji ve velmi suché a teplé klimatické oblasti jizni
Moravy.

Material a metody

Charakteristika zajmové oblasti

Z4jmova oblast lezi v oblasti jizni Moravy, v okrese Brno-venkov. Areal spada do Dyjsko-
svrateckého ivalu. Jedna se o kukufi¢nou vyrobni oblast s primérnym ro€nim thrnem srazek
491 mm a prumérnou ro¢ni teplotou 10,3 °C. Suchost klimatu zvySuji ¢asté vétry. Do oblasti
zasahuje srazkovy stin. Pozemky jsou rovinaté, bez ohroZeni vodni erozi, s nadmotskou vySkou
cca 190 mn. m.

Charakteristika stanovist

Pro porovnani vynosu suché nadzemni biomasy raznych odriid ¢iroku vhodnych k sildzovani a
silazni kukutice byly v letech 2021 a 2022 zalozeny maloparcelni p