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Uvodni slovo

Vézené damy, vazeni panové, vazeni U€astnici konference,

Jiz se stalo tradici, ze vzdy v listopadu se setkdvame v Brn€ na mezinarodni konferenci Aktualni
poznatky v péstovani, Slechténi, ochrané rostlin a zpracovani produkti. Letos Vas
Vv konferen¢nich prostorach hotelu Avanti vitdme jiz po pétadvacaté. Stalo se jiz také tradici,
7e v prosincovém ¢&isle Gasopisu Uroda najdete CD, jehoZ obsah tvoii desitky odbornych
prispévkll z riznych oblasti zemédélského vyzkumu. Potfadatelem konference je Vyzkumny
ustav picninaisky, spol. s r.0. Troubsko a jeho dcefind spolecnost Zemédélsky vyzkum, spol.
sr.0. Troubsko. Vyznamnymi spolupoiadateli a partnery této akce jsou Ceskd akademie
zemédélskych véd, Agrarni komora CR, Ceské technologicka platforma rostlinnych
biotechnologii — Rostliny pro budoucnost a medialnim partnerem je vydavatelstvi ProfiPress.
Na konferenci také jiz tradiéné vystoupil zastupce Ministerstva zemédélstvi CR. Pocet
odbornych ptispévki je vice nez 100. VSechny piispévky byly recenzovany ¢leny védeckého
vyboru konference, za coZ jim patii moje velké pod€kovani.

V dob¢ psani tohoto uvodniku byla 21. 10. 2021 Evropskym parlamentem schvalena nova
strategie evropské komise Od vidli po vidlicku. Byl tak zavrSen schvalovaci proces materidlu,
ktery vyraznym zptsobem ovlivni budoucnost evropského i ¢eského zemédelstvi. Cile do roku
2030 kvantifikované v této strategii jsou velmi ambicidézni. Osobné jsem trochu skeptik, Ze jsou
vibec realizovatelné bez predevsim ekonomickych dopadii do ceny potravin i objemu
produkce. Stejnou skepsi vyslovuji i autofi prvni evropské dopadové studie publikované také
v fijnu leto$niho roku. Na druhé strané jsou tyto cile urcit€¢ velkou vyzvou pro vyzkum a
Slechténi. Rychlé inovacéni vstupy, nové technologie ¢i nové odriidy mohou byt alternativou.
Véiim, ze v souboru konferen¢nich ptispévki jsou jiz mnohé, které naznacuji cestu. Precizni
zemédé@lstvi, prvky biologické ochrany, nové technologie kultivace rostlin na orné piidé jsou
malym prikladem. Ve sborniku neni publikovana, ale jako prvni na konferenci zaznéla
prednaska nositele Ceské hlavy profesora DoleZela o vyznamu studia genetiky pro budouci
VyVoj.

Znovu si dovolim na tomto misté zopakovat sviij nazor, Ze kazdy si najde v Sirokém spektru
témat to, které¢ ho nejvice zajima. Autory jednotlivych piispévkl jsou ptedni ¢esti odbornici,
coz je jiz samo o sob¢ garanci kvality.

Neustale hleddme a diskutujeme, jaké formy vysledkii vyzkumu jsou zajimavé pro uZzivatele,
hledame a diskutujeme, jakou maji vahu, jak jsou transferovany, co pfinaSeji praxi. VSichni
autofi budou urcité radi, pokud Vas, Gcastniky konference, jejich vysledky zaujmou a budou
urcité radi za zpétnou vazbu. Inovace a jejich aplikace v zemédélské praxi budou i v budoucnu
nezbytnym piedpokladem pro rozvoj trvale udrzitelného zemédélstvi.

Damy a panové, pieji vam piijemny pobyt v moravské metropoli a jiz nyni se t&§im na pristi
setkani v roce 2022.

Jan Nedélnik
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Markermi asistovana selekcia (MAS) - jednoduchy nastroj na zlepSenie
tolerancie pSenice na sucho

Marker assisted selection (MAS) - a simple tool for improvement
of wheat tolerance to drought

Hauptvogel P.%, Korchanova Z.2, Valarik M., Zahradnikova E.3, Svec M2

INérodné polnohospoddrske a potravindrske centrum — VURV Piestany, SR
2Ustav experimentdlni botaniky AV CR, Centrum regionu Hand, Olomouc
3Prirodovedeckd fakulta Univerzity Komenského v Bratislave, SR

Abstrakt

Sucastou efektivnej a dlhotrvajicej adaptacie polnohospodarstva na klimatické zmeny by malo
byt’ §l'achtenie rastlin na toleranciu voci suchu. Jednym z mechanizmov adaptécie rastlin na
sucho je produkcia dehydrinovych proteinov. V naSich experimentoch na toleranciu na sucho
sme fenotypovali a genotypovali 167 dihaploidnych linii pSenice letnej pochadzajicich
Z krizenia kontrastnych odroéd Venturero (tolerantna) x Aladin (citlivd). TaktieZ sme
sekvenovali dehydrinovy gén u 67 odrdd pSenice letnej. V konzervovanych oblastiach tohto
génu sme nasli tri mutacie asociované s odolnostou na sucho. Tieto mutacie su idedlnym
markerom pre sledovanie pritomnosti génu odolnosti. Introgresia mutantnej alely do novych
odrod pSenice pomocou markermi asistovanej selekcie (MAS) ma velky potencial pre
znizovanie negativneho vplyvu sucha na produkciu pSenice.

Krucové slova: psenica, slachtenie, sucho, dehydriny, mutacia

Abstract

Stable and effective adaptation of agriculture to climate change include plant breeding for
drought tolerance. One of the mechanisms of plant adaptation to drought is the production of
dehydrin proteins. In our experiments, we phenotyped for drought and genotyped A 167
dihaploid lines of bread wheat were genotyped and phenotyped for drought. The dihaploid lines
are originating from the cross of cultivars Venturero (drought tolerant) x Aladin (drought
sensitive). Moreover, a dehydrin gene from 67 selected bread wheat varieties was sequenced.
In the conserved regions of the gene, the three SNPs fully associated with drought tolerance
were identified. Introgression of the mutated allele into new wheat varieties could be facilitated
by marker assisted selection (MAS) what has great potential for reducing of drought negative
impact on wheat production.

Key words: wheat, breeding, drought, dehydrins, marker assisted selection

Uvod

Klimatické zmeny, znizena produkcia potravin, nedostatok vody a populacny rast su najvacsie
hrozby pre l'udstvo, ktorym celi dnesny svet. Stres zo sucha predstavuje neustalu hrozbu pre
pol'nohospodarske plodiny a povazuje sa za vazne obmedzenie globalnej pol'nohospodarske;j
produkcie. Je nesporné, ze sucho ma za nasledok znizovanie trod a celkovej produktivity
plodin. Negativnymi ddsledkami sucha trpi aj pSenica (Triticum L.). Je plodinou, ktora sa
pestuje na najvacSej ploche (223,67 miliona hektarov v roku 2016) aje druha
najproduktivnejsia plodina s globalnou produkciou 735,3 miliona ton (USDA, 2017). Nedavne
Stadie predpovedaju, Ze Uroda pSenice poklesne o 4,1 % az 6,4 %, ak sa v dosledku
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klimatickych zmien zvysi teplota o 1 °C (Liu et al., 2016). Sucho a teplo st dva hlavné abiotické
stresové faktory obmedzujice produktivitu pSenice na celom svete, ktoré sposobuju straty
vynosov az do vysky 86 % alebo 69 % (Fischer a Maurer, 1978). Podl'a najnovsich udajov timu
profesora Trnku publikovanych v Casopise Science Advances (Trnka et al., 2019) do konca
tohto storo¢ia az 60 % ploch na ktorych sa vo svete pestuje pSenica bude postihnutych
dosledkami sucha v porovnani so sticasnymi 15 % plochy. Rastliny v priebehu evolicie
vytvorili rézne adaptacné mechanizmy, aby mohli prezivat v podmienkach sucha. Tieto
adapta¢né mechanizmy predstavuju bud’ ich morfologicku, fyziologick, alebo molekularnu
odpoved'. Adaptaciou rastlin na molekularnej tirovni je zvySend tvorba mnohych molekul, ktoré
v sérii kaskddovych reakcii zabezpecia expresiu transkripénych faktorov ako napr. WRKY,
DREB, ERF a MYB a naslednu transkripciu a expresiu efektorovych proteinov predstavujicich
odpoved’ rastlin na stres (Nadeem et al., 2019). K uvedenym génom podiel'ajicim sa na prenose
signalov v ramci reakcie rastliny na sucho patria aj gény DREB1 a DREB2 (dehydration
responsive element binding, ERA gény (enhanced response to abscisic acid) a 1-FEH (fructan
1 — eco hydrolase, ktoré boli identifikované u pSenice letnej (Edae et al., 2013). Vyznamnu
ulohu v reakecii rastlin na stres hraji dehydriny, ktoré su efektorovymi proteinmi, a ktoré st
charakterizované ako ochrancovia buniek rastlin — ich tlohou je najméd podpora integrity
membran. S to vysoko hydrofilné a termostabilné proteiny, patria ku skupine proteinov
oznacovanych ako Late Embryogenesis Abundant (LEA), akumulovanych v rastline pocas
environmentalneho stresu a Vv §tddiu vyvinu zrna. Expresia dehydrinov moze byt indukovana
vplyvom abiotického stresu, alebo fytohorménov ako je napriklad kyselina abscisova (ABA).
Okrem sucha a ABA, moze byt expresia dehydrinov stimulovana aj kyselinou giberelovou
(GA), salinitou, alebo chladom (Kosova et al., 2014, Graether et Boddington, 2014).

Cielom stadie bolo poskytnat’ sekven¢nu charakteristiku dehydrinového génu DHN3 a jeho
regulacnych oblasti, a zistit’ ¢i polymorfizmus DNA v tejto sekvencii suvisi s toleranciou voci
suchu. Nasim zamerom bolo tiez zistit,, ktoré ¢eské a slovenské odrody nesu mutacie v tomto
géne, aby takéto odrody mohli §lachtitelia vyuzit’ v Sl'achtite'skom procese.

Material a Metody

Modelovymi objektmi pre skrining sekvencie dehydrinovych a DREB génov boli odrody
Venturero, Aladin, Seladon a Dagmar. Odroda Venturero bola prinesena autorom tohto ¢lanku
Z Mexika, kde bola sucastou mnohych experimentov zameranych na toleranciu voc¢i suchu
(Miranda-Dominguez, 2016). Je suc¢astou skupiny tzv. kreolskych psenic, ktoré do Mexika
priviezli Spanielski dobyvatel'mi. Ostatné tri odrody boli vybrané na zaklade trodnosti
v pokusoch UKSUZ-u v suchom roku 2012 v porovnani k normalnemu roku 2013 (Bohatcova
et Horakova, 2012). Mapujica populacia dihaploidnych linii bola ziskand metodou
pelnicovych kultir z F1 generacie krizenia Venturero x Aladin. Populacia bola vytvorena na
objednavku vo firme Saaten-Union Biotec GmbH, Biotechpark Gatersleben, Nemecko.
Sekvencie dehydrinovych génov v genomoch A, B a D u pSenice letnej sme ziskali pomocou
PCR analyzy s nasledovnym protokolom:

Vsetky PCR reakcie sa uskuto¢nili v 48-jamkovom gradientovom termocykléri Bio-Rad MJ
Mini v 30 pl reakénych objemoch. Reakcie obsahovali 1 pul DNA, 200 pmol zmesi
deoxynukleozid trifosfatov (Solis BioDyne, Tartu, Estonsko), 0,3 umol z kazdého primeru, 3
ul 10 x pufra B1, 1,5 mM MgCI2 a 1 U HOT FIREPol® DNA Polymerazy (Solis BioDyne,
Tartu, Estonsko). Standardné podmienky amplifikacie boli 95 © C podas 15 minut pocas 1 cyklu;
95 © C pocas 1 mintty, 54-55 © C pocas 30 sekind a 72 © C poc€as 1 mintty pocas 30 cyklov; a
koneény krok prediZenia pri 72 © C po¢as 5 minut poéas 1 cyklu. V testoch PCR na detekciu
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mutacie vntr/aldn bol pouZity roztok ,,S* pre templat bohaty na GC bazy (Solis BioDyne, Tartu,
Estonsko) a protokol touch down s upravenymi podmienkami hybridizacie - po po¢iatonom
denatura¢nom cykle prebiehalo 8 cyklov pri anelacnej teplote 70 ° C - 62 ° C pocas 25 s
poklesom -1 ° C/cyklus, d’alsich 20 cyklov malo anela¢nt teplotu 62 © C po dobu 25 s.

Vysledky a diskusia

Sekvenovanie DREB génov kontrastnych odrodach neodhalilo Ziadnu zmenu a preto boli
DREB gény z d’alSich pokusov vyradené. Sekvenovanie dehydrinovych génov v gendmoch A,
B a D odhalilo, Ze iba DHN3 gén na 6A chromozéme ma mutaciu v exone 2 v pozicii 495
U tolerantnych odrod Venturero a Seladon. P6vodna baza adeninu je u tolerantnych odrod
zamenena za tyminovu bazu. To, Ze ancestralna je A baza dosvedcuje pritomnost’ kodénu CAT
u predkov pSenice, ked’Zze je pritomny u divorastacich druhov Brachypodium distachyon,
Hordeum spontaneum, Triticum dicoccoides, ale aj u domestikovanej raze Secale cereale.
Mutdacia v tejto bazovej pozicii je nesynonymicka (funkcénd), lebo v jej dosledku je v proteine
dehydrinu zamenena aminokyselina histidin (H) za leucin (L) ato v 129 pozicii proteinu.
Mutacia sa nachadza v oblasti exonu 2, ktord sa nazyva w2 segment a nachadza tesne pred
KIKEKLPG doménou (Ucarli, 2016). Funkcia génu mdze byt tiez ovplyvnena pritomnostou
regulacnych elementov v sekvenciach exénov (Stergachis et al., 2013). V blizkosti mutacie (4
bp) je rozpoznavacie miesto pre DRE element ACCGAC (na ktory nasadd DREB transkripcny
faktor. Blizkost’ SNP a rozpoznavacieho miesta regulatoru ma velky potencidl ovplyviiovat
transkripciu. Interakcie exénov s promoétormi a enhancermi boli preukazané aj v I'udskom
genome (Mercer et al.,, 2013). Sekvencia oblasti génov DHN3 kde sa popisand mutacia
vyskytuje, je uvedend na obr. 1. U génov DHN3 na 6BL a 6DL chromozémoch sa v oblasti w2
segmentu nachadza delécia, ¢o nasvedcuje ich pravdepodobnu funkénu diferenciaciu

Obr. 1: Sekvencia génu DHN3 na chromozémoch 6AL, 6BL a 6DL u 4 testovanych odréd
Venturero, Seladon, Aladin, Dagmar a u Chinese Spring — vzorka Traes CS6A02G350700
(www.gramene.org). Poznamka: ¢islovanie nukleotidovych baz (1. riadok) sa na tomto obrazku
nezacina od Startovacieho kodonu.

T._aestivum DHN3 6AL

Aladin 6AL

Dagmar_6AL

Venturero 6AL

Seladon 6AL

T. aestivum DHN3 6BL 1 {
Aladin 6BBxF CRCCGGEA TGGECA 2 GTGRGARGRARGEGECATC,
Dagmﬂr‘ZSBBxE‘ 5 \CACACCGEAATGEC TGGECA o GTGAGRRGARGEGCATC,
Venturerc 6BExF E] \CACACCGERATGEC TGEGECACCGEE

Seladon 6BBxF CRCCGGL TGEGCRCCEE

T. aestivum DEN3 6DL TAC LCCCCEEACLACACCGERATEEC

Vysledky na obr. 1 naznacili, ze mutacia v exone 2 je U pSenice letnej asociovana s toleranciou
voci suchu. Mutécia bola identifikovand aj u d’al$ich troch odréd zo suboru TaS (tolerantné
a senzitivne k suchu), ktory bol vytvoreny na zaklade vysledkov UKZUZ-u z rokov 2012
a 2013 a takisto na zaklade literarnych udajov (obr. 2). Su to australske odrody Excalibur
a Cranbrook, a mexicka odroda Opata MS85. Odroda Excalibur bola pouzitd ako donor
tolerancie vo¢i suchu v experimentoch s genomickou selekciou (Fleury et al., 2010). V stadii
Nguyena et al. (2019) bola sledovand dynamika rastu nadzemnej biomasy a bolo potvrdeng, Ze
odroda Excalibur mala najvysSie hodnoty urody spomedzi 15 testovanych kultivarov
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pestovanych pri nizkom a optimalnom hnojeni dusikom. To podporuje predpoklad, Ze zvySena
expresia mutantnej alely DHN3 moéze tieZ prispievat’ k vyssej ti¢innosti dusika.

Obr. 2: Vyskyt mutacie v bp 495 exonu 2 v subore tolerantnych a senzitivnych odrod
(TaS) pSenice letnej. Poznamka: ¢islovanie nukleotidovych baz (1. riadok) sa na tomto obrazku
nezacina od Startovacieho kodonu.

T. aestivum DHN3 6AL ACCTACGECCLAGCCOGELCACLCCEGRATEGCCERCACTEGEACGCAT ERCACCEACEEC
Madin - A
= 11
Seladonn. =0 L e i sassasassasessEasssssesss s E s e i
Wenturers = =000 it it e s eaassasaacas e ss e s s s 1
4 1 1
4 Y
CAPELLE-DESFBEZ .t i iiuicsinsussaancasnnnasacassanssasssassannsnsssassssssass
CRANSBEROOE 0000 ittt seicasssassscssnsssassasanassnasncssannns i
DAGMAR

DUNDEE
I
BXCALIBUER 00 ittt tssseasssassscssnsssassrnaasassasncssannns i
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FOTENZIAL = i iiescanannns % ........................................
2 I
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TIGUAN

Mutacia v bp 495 sa nachddza v oblasti exonu 2 bohatej na GC pary. Aj napriek tejto
skuto¢nosti sa ndSmu timu podarilo dizajnovat’ primerové pary pomocou ktorych bude mozné
s vyuzitim PCR analyzy diagnostikovat’ mutaciu, respektive ancestralnu alelu v ktoromkol'vek
genotype pSenice. Primerovy par Vntr identifikuje pritomnost’ mutacie, pretoze forward primer
na 3’ konci ma mutovana bazu T, kym primerovy par Aldn identifikuje pdvodnii nemutovanti
alelu s bazou A na 3" konci (u reverse primer). Sekvencie pouzitych primerov su nasledovné:
vntr  forward- GTGCAAGATGGAGTACCAGGGACAT (Sense), Vntr reverse-
CGGTGCCGTCGGTGCCAA (AntiSense); Aldn forward-
GTGCAAGATGGAGTACCAGGGACAT (Sense), Aldn reverse-
CGGTGCCGTCGGTGCCAT (AntiSense). Pomocou tychto diagnostickych primerov sme
zistili, Ze odroda Seladon zdedila tito mutéciu od stupickej odrody Svitava, ktora ju ziskala od
slovenskej odrody Viginta, POvod mutacie v odrode Viginta sa nam doposial’ nepodarilo zistit,
avSak jej autor Ing. Robert Kabrt ju charakterizoval ako velmi ekostabilnli odrodu (osobné
oznamenie, Kabrt 1984). Pritomnost’ mutacie v DHN3 géne sme identifikovali aj u vybranych
odrdd a novoslachtencov zo SS Stupice (obr. 3). Okrem odrdd Sally a Liseta tito mutaciu nest
aj odrody Svitava, Seladon, Matylda, Elly a Dulina. Mutacia Vntr bola v ramci §l'achtitel'ského
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procesu neuvedomelym sposobom prenesena aj do niektorych odrdd, ktoré maji vo svojom
pedigree odrodu Viginta. St to nasledovné odrody: Astella (reselektovand), Bardotka, Blava,
Solara a Solida.

Obr. 3: Elektroforetogram 8 stupickych vzoriek psSenice u ktorych bola amplifikovana
¢ast’ dehydrinového génu s vyskytom mutacie. Sipka vlavo = amplifikacia s Vntr
primerovym parom, Sipka vpravo = vysledok amplifikacie s primerovym parom Aldn. Schéma
plati pre vietkych 8 vzoriek v 6smich stipcoch. Vysledné reakcie + a — znamenaju pritomnost,
alebo nepritomnost’ mutacie suchovzdornosti. Zo schémy vyplyva, Ze muticiu od odrody
Svitava zdedili odrody Sali a Liseta, ako aj novosl'achtence SG-S614 a SG-G1180-17, ktoré by
mali byt’ tolerantné voc¢i suchu. Odrody Sakura, Estica a Lorien, ako aj nslI'. SG-S604-15 tto
mutaciu nemaju.

SG SG

SG : :
Lorien
s<1524 $614 | 1130 Sakura ' Estica -

157

Sali Liseta

Na pritomnost’ mutacie v DHN3 géne bola testovana aj mapujuca populacia dihaploidnych linii.
Bolo zistené, ze spomedzi 167 analyzovanych DH linii tuto mutaciu nesie 77 z nich a 90 DH
linii ju nema. DH linie s mutaciou vykazovali takmer o 4 % menSiu redukciu znaku hmotnost’
tisic semien vo variante sucho ako DH linie bez muticie. Tuto hodnotu povazujeme za
kvantitativny efekt danej mutacie.

Vybrané DH linie boli pouzité aj v experimente, v ktorom sme sledovali obsah chlorofylu
pomocou parametra SPAD vo variantoch sucho a zavlaha. Z vysledkov v tabul’ke 1 vyplyva,
ze nizsi obsah chlorofylu u DH linii s mutaciou je $tatisticky preukazny.

Tab.1: Analyza rozptylu (ANOVA) parametrov sucha DSI, ESI a obsahu listového
chlorofylu (SPAD) vypocitana pre linie DH s mutaciou vntr+ a bez nej

F dfl df2 P
DSI 2.05 1 19.7 0.168
ESI 7.65 1 11.8 0.017
SPAD 471 1 0.042

Zaujimavé je aj zistenie, ze dve mutacie sme zistili aj v regulacnej oblasti operonu DHN3 génu,
nazyvanu ako enhancer. Jeho ulohou je zosilovat’ expresiu génu a pravdepodobne vplyva aj na
rychlost’ expresie. AvSak iba mutacia v pozicii -942 bp je asociovana s mutaciou v exone 2.
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Zaver

Na zaklade ziskanych vysledkov mdézeme predpokladat’, Ze dehydriny hraji vyznamnu tlohu
Vv adaptacii pSenice na sucho. Dehydrin DHN3 je vSak iba jeden z viac ako 60 dehydrinov, ktoré
sa nachadzaji v bunke. Doterajsie vysledky naznacuji, Zze mutdcia v tomto géne podmienuje
vyssie hodnoty kvantitativneho znaku hmotnosti tisic semien (HTS) a je asociovana s obsahom
chlorofylu. Zatial’ vSak s istotou nemé6zeme povedat’, akym sposobom tato mutacia ovplyviuje
biochemické procesy v bunke, nevieme ¢i ovplyviiuje expresiu tohto génu, alebo ¢i ma aj
nejakt signdlnu ulohu v kaskade reakcii v bunke. RieSenie tejto otazky bude vyzadovat
realizéciu d’al$ich experimentov a to najma sledovania interakcii typu protein — DNA .UZ teraz
je vSak mozné konStatovat’, Ze mutaciu v tomto géne je mozné vyuzit' v Slachtitel'skom procese
pomocou metddy markermi asistovanej selekcie (MAS). Historia pestovania uspesnych odrod
ako napr. Excalibur, Viginta a Seladon naznacuje, Zze mutdcia v DHN3 géne v ich genéme
pravdepodobne vyznamnou mierou prispela k ich znacnému rozsireniu. Na zistenie pritomnosti
tejto mutéacie v hociktorom genotype nebude nutné tento gén sekvenovat’, postaci jednoducha
PCR analyza, vysledky ktorej je mozné vidiet' na agaré6zovom géli. Diagnostické markery
umoznia detegovat’ mutaciu v kazdom genotype, ¢i uz ide o odrodu, Stiepiacu populéciu, a
dokonca umoznia ur€it’ heterozygotny stav individualnej rastliny. Je nutné vSak brat’ do uvahy
fakt, ze kone¢ny efekt mutacie na irodu nemusi byt rovnaky u vSetkych genotypov — to médze
byt podmienené genetickym pozadim, t.j. genetickou informaciou zodpovednou za hodnoty
kvantitativnych znakov.
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Morfologické, genetické a biochemické hodnoceni kolekce
Dasypyrum villosum (L.) P. Candargy

Morphological, genetic and biochemical evaluation of Dasypyrum villosum (L.)
P. Candargy germplasm

Holubec V., Dvoracek V., LeiSova Svobodova L, Matéjovi¢ M.

YWyzkumny vstav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha 6 — Ruzyné

Abstrakt

Kolekce Dasypyrum villosum v genobance byla zhodnocena morfologicky, geneticky, na
resistenci listovym chorobam a na kvalitativni ukazatele semen se zaméfenim na obsah
a polymorfismus proteinti a Skrobu. Shromazdény material representuje témeét celou oblast
rozsifeni druhu ve Stfedomofi. Fenotypovani morfologickych znakii umoznilo identifikaci
klastrii v souhlase s geografickym piivodem materialu. Kolekce vykazala vysokou odolnost
vuci padli travnimu, rzi pSeni¢né, plevové a travni. Analyza mikrosateliti ukazala na vysokou
miru genetické diverzity avsak s neprikaznymi rozdily mezi genotypy z riznych geografickych
oblasti. Biochemicka analyza semen vykazala vysoky obsah hrubého proteinu a prikazny
pomér prolamini a Xglutelinii. SDS-PAGE HMW a LMW glutelinti potvrdily polymorfismus
jednotlivych poloZek a velké rozdily mezi genotypy.

Kli¢ova slova: genetické zdroje; fenotypovani; genotypovani; SDS Page; HMW-LMW-Glu

Abstract

The Dasypyrum villosum gene bank collection was characterized morphologically and
genetically for resistance to leaf diseases and for quality parameters of seeds with specific
accent to protein polymorphism and protein and starch composition. The collected material
represented nearly the whole distribution area in the Mediterranean. Morphological
phenotyping allowed distinguishing of clusters tracing the geographical origin of accessions.
The collection showed a high resistance to powdery mildew, brown, stripe and stem rusts.
Genetic diversity studied by SSR markers showed high diversity but without significant
differences between regions of origin. Biochemical analyses of seeds in selected populations
showed a high content of crude proteins with a significant proportion of prolamins and
Xglutelins. The SDS-PAGE of HMW and LMW glutelins confirmed both the high population
polymorphism and the intra-population differences.

Keywords: genetic resources; phenotyping; genotyping; SDS Page; HMW-LMW-Glu

Uvod

Plané ptibuzné druhy kulturnim plodinam (CWR) jsou velmi vyznamné genetické zdroje pro
Slechténi rostlin. Jejich pfirozeny vyskyt v exterémnich podminkach a jejich odolnost vici
biotickym a abiotickym faktoriim je ptedurcuje jako potencialni donory vyznamnych genti pro
Slechténi. CWR obilnin obsahuji znaky resistence chorobam a sktidctim a tolerance abiotickym
stresiim jako sucho, vysoké teploty zaplaveni (Hodgkin a Hajjar, 2008). Tyto znaky mohou byt
a byly vyuzity ve Slechténi ke zlepSeni plodin, zvySeni vynost, nutri¢ni kvality, a dalSich
hospodaiskych znakl ke kompenzaci klimatickych zmén nebo pozadavki trhu (Maxted et al.,
2007).

Rodu Dasypyrum (Coss. and Dur.) T. Dur. (Poaceae, tribus Triticeae) dosud Slechtitelé
nevénovali dostatecnou pozornost, kterou by si zaslouzil. Dasypyrum villosum je jednolety
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diploid s genomem VV odvozenym Searsem (1953) s vyskytem ve Stfedomoti po Kavkaz
(Gradzielewska 2006).

Dasypyrum villosum nese vysokou odolnost vii¢i dilezitym rzim a vir6zam pSenice (WSSMV,
Zhang et al. 2010), geny odolnosti k padli travnimu Pm21 (Chen et al. 1995). Geny odolnosti
padli v dospélosti Pm62 byly ptfeneseny do pSenice jako Robertsonianska translokace
T2BS.2VL#5 (Zhang et al. 2018). Odolnost viici rzi plevové zalozena genem Yr26 byla vlozena
do psenice (Yildirim a Jones 2000). Liu (2020) sumarizoval geny ziskan¢ z CWR: 17 genli
resistence vaci rzi plevové, 35 vici rzi pSeni¢né, 30 rzi travni, 41 padli travnimu, 3 Fusarium,
2 Septoria a fada gend odolnosti vici virozam. Soucasné Dasypyrum obsahuje geny, které
mohou zvySit mnozstvi zasobnich proteint, lysinu a kvalitu lepku (De Pace et al., 2001).
Na chromosomu 1V jsou geny kodujici vysokomolekularni prolaminy (Glu-V1)
a nizkomolekularni prolaminy (Glu-V3) (Montebove et al., 1987; Shewry et al., 1987). Kozub
et al. (2020) identifikoval osm alel Glu-V1 a ¢tyfti alely Gli-V1 koédujici o-gliadin v krymskych
populacich D. villosum.

Cilem prace bylo charakterizovat kolekci Dasypyrum villosum v Genové bance v Praze, zjistit
genetickou a fenotypovou variabilitu, otestovat odolnost vii€i listovym chorobam, a ziskat
podrobné informace o vybranych parametrech kvality semen se zaméfenim na polymorfismus
proteinu a na obsah a slozeni proteini a Skrobu.

Material a metody

Kolekce Dasypyrum villosum v Genové bance zahrnuje 32 polozek, pasportni data jsou
dopliiovéana do informacniho systému GRIN Czech (GRIN Czech Release 1.10.3 (vurv.cz)).
Vsechny polozky byly sebrany ve Stiedomoii v letech 1988-2019 (obr. 1). 29 polozek bylo
zhodnoceno morfologicky, otestovano na odolnost listovym chorobam a 21 polozek bylo
zahrnuto do genotypovani. Vybranych 18 vitalnich polozek bylo uzito na studium proteinu.
Hodnoceni bylo provadéno béhem regenerace v tadkovych parcelkiach v izolaci dalSich
nepiibuznych druhii Triticeae opakované¢ po 3 nebo vice let v obdobi 2008-2020. Pro
morfologickou charakterizaci byl vyuzit Klasifikator Aegilops (Holubec a Matéjovi¢ 2020) a
data byla zhodnocena pomoci Principal Component Analysis (PCA).

DNA byla extrahovana pomoci CTAB dle optimalizovaného protokolu Saghai-Maroof et al.
(1984). Pro SSR analyzu byla pouzita sada 40 SSR markerti pro pSenici (Réder et al. 1998).
Produkty PCR reakci byly separovany pomoci kapilarni elektroforézy (ABI 3130). Shlukova
analyzy byla provedena v programu DARwin.

Kolekce byla hodnocena na polni odolnost listovym chorobam na pozemku hraniciciho s
infek¢im polem, kde je pfesah umélé infekce. Rostliny na infekénim poli byly inokulovany
smési spor nejvirulentngjsich ras sebranych v Ceské republice. Byly testovana odolnost vii¢i
rzem (Puccinia recondita Rob. ex Desn., P. striiformis Westend, P. graminis f. sp. tritici Erikss.
& Henn) a padli travnimu (Blumeria graminis (DC.) Speer f. sp. tritici (DC.) Marchal).
Hodnoceni bylo provadéno dle klasifikatoru Aegilops.

Polymorfismus zéasobnich bilkovin byl zkouSen na vybranych 8 vzorcich. Modifikovana
metoda SDS-PAGE (Singh et al. 1991) s interpretaci HMW-GS a LMW-GS byla uzita na 18
vzorkti Dasypyrum. Vzhledem k tomu, Ze neexistuje katalog pro Glu alely u Dasypyrum,
detekované HMW- a LMW-Glu proteiny byly numericky oznaceny (HMW-Glu-V1: 1) a
charakterizovany jejich relativni mobilitou a molekularni hmotnosti v polyacrylamidovém
gelu. Vzorky semen byly analyzovany na obsah hrubého proteinu dle Kjeldahlovy metody
(CSN EN ISO 20483), obsah skrobu dle Ewersovy polarimetrické metody (CSN EN
1SO10520), a Micro-SDS sedimentaéni test (dle Axforda 1978). Upravena metoda dle Osborna
(Dvoracek et al. 2001) byla uzita pro hodnocenti tii proteinovych frakci: albumini a globulinti
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(Alb + Glo), prolaminit (Pro) a Sumu glutelini (£Glu). Obsah amylosy byl stanoven
enzymaticky (K-AMYL). Statistica 7.0 CZ byla pouzita pro hodnoceni. Dendrogram zaloZeny
na posici HMW- a LMW glutelint byl vytvofen pomoci Jaccard’s dissimilarity index.

Vysledky

3.1. Charakterizace sbérovych lokalit

Polozky Dasypyrum byly sebrany z geograficky velkého tzemi SV Stftedomoii mezi 36°40° -
45°14" a 12°50" - 27°30" (obr. 1). Lokality byly rozdéleny na pfirozené a ptirod¢ blizké
stanovisté s vice mén¢ ptivodni vegetaci (primarni P) a sekundéarni (S) ptfedstavujici stanoviste
sruderalni a segetalni vegetaci. Primarni nalezisté pfedtavovaly stepi na mélké pidé na
véapencich, vapencové vychozy s mélkymi plidnimi kapsami, védpencové Stérkové pobiezni
lemy a ptrechod do Stfedomotiské tvrdolisté vegetace (garrigue a macchie). Sekundarni
stanovisteé byly lemy silnic, pastvin, okraje poli a mé&stské disturbované habitaty. Nejseverné;jsi
lokality byly krasové travniky a pobiezni stalezelené kioviny s Quercus ilex v okoli Premantura
na Istrii, coZ povazujeme za severni hranici rozsifeni tohoto druhu.

Obr. 1: Mapa testovanych poloZek kolekce Dasypyrum villosum

3.2. Fenotypovani kolekce Dasypyrum

Fenotypovani 20 morfologickych znaki ukdzalo velkou diverzitu mezi polozkami.
Z morfologickych znakt je oddéni plev velmi typické pro rod Dasypyrum; vétvené trichomy
usporadané ve svazeccich vychazejici z kylu plevy bylo mozné rozdélit do dvou typt: 1. hrubé,
Stétinovité, v oddalenych svazeccich, 2. mekci trichomy, obvylke propojené mezi sebou. Toto
oddéni bylo hrubé u 14 polozek a mekké u 12 polozek. Vysledky PCA zalozené na
morfologickach znacich umoznily oddélit Ctyii klastry odpovidajici geografii (Obr. 2). Nejvetsi
klastr ptedstavuje centralni Balkdn. Nejsevernéjsi polozky ze severniho Chorvatska byly
odd€lené jako zamostatny shluk. Dalsi klastr zahrnoval jizni Balkan a evropské Turecko.
Samostatny klastr separoval Pelopones.

3.3. Genotypovani kolekce Dasypyrum

Z celkovych 40 SSR lokust jich pouze 28 (70%) bylo polymorfnich. Hodnota genové
diverzity (Nei, 1973) byla 0.457 a Shannonova indexu 0.980 (Shannon and Weaver, 1949),
coz jsou pomérné vysoké hodnoty. Popula¢ni analyza ukédzala na nevyraznou strukturu
studovanych genotypt (Obr. 3).
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Obr. 2: Principal component analysis kolekce Dasypyrum villosum zaloZena na morfologickém hodnoceni
(fialova - severni Balkan, ¢ervena — Centralni Balkan, zelena - jiZni Balkan, modra - Peloponés).
Obr. 3: Dendrogram shlukové analyzy zaloZeny na hodnoceni mikrosateliti Dasypyrum villosum
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3.4. Testovani odolnosti Dasypyrum villosum vuci listovym chorobam

Vsechny testované polozky vykazovaly polni odolnost padli travnimu a rzi pSeni¢né 1 pfi
vysokém infekénim tlaku. Tti polozky byly nachylné na infekci rzi plevové, lese byly
obklopeny mirnou hypersensitivni reakci. Procento napadené plochy listu bylo 10 - 60%.
Napadeni rzi travni bylo detekovdno pouze u dvou polozek, napadeni predstavovalo pouze
jednotlivé 1éze na listové plose pod 1%.

3.5. Biochemické hodnoceni kolekce Dasypyrum
Vsechny testované vzorky Dasypyrum mély prikazné nizsi podil HMW glutelinti a vyssi podil
LMW glutelinid (45-66 kDa) ve srovnani s kultivary pSenice. Celkem bylo identifikovano 52
glutelinovych peptidi u 18 polozek Dasypyrum.

Tab 2: Polni odolnost poloZzek Dasypyrum villosum k padli ntravnimu, rzi plevové,
pSenicné a travni

ECN Poc. roki Padli Rez Rez Rez
hodnoceni  travni* plevova* pSeni¢na* travni*
01C2300004 7 9 9 9 9
01C2300005 9 9 9 9 9
01C2300006 9 9 3 (2/50) ** 9 9
01C2300007 2 9 9 9 9
01C2300008 1 - - 9 9
01C2300009 1 - - 9 9
01C2300010 5 9 2 (2/60)** 9 9
01C2300011 6 9 9 9 9
01C2300013 1 9 9 9 9
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01C2300014 7 9 9 9 9
01C2300015 7 9 9 9 9
01C2300016 3 9 9 9 9
01C2300017 2 9 9 9 9
01C2300018 7 9 9 9 9
01C2300019 3 9 9 9 9
01C2300020 7 9 6 (2/10)** 9 9
01C2300021 5 9 9 9 9
01C2300026 4 9 9 9 9
01C2300027 4 9 9 9 8 (2/1)**
01C2300028 4 9 9 9 9
01C2300029 5 9 9 9 7 (2/1)**
01C2300030 1 9 9 9 9
01C2300031 1 9 9 9 9

* stupnice 9-1, 9—resistentni, Klasifikator (Holubec and Matejovi¢, 2020); ** stupnice 04, % napadeného
povrchu listu (Stakman et al. 1962).

Pouze 6 glutelinovych kombinaci bylo detekovano v kategorii HMW -gluteninti s molekulovou
hmotnosti 80-93 kDa. Naopak 46 LMW-glutelini m¢lo molekulovou hmotnost 24-63 kDa.
Shlukové analyza charakterizovala individualni variabilitu 18 testovanych polozek Dasypyrum
vilosum na zaklade¢ jejich slozeni glutelinti (Obr. 4). Umoznila vy¢lenit dvé odlisné geografické
z6ny: Z1: central Balkan (Chorvatsko, Albanie, Bulharsko a Z2: jizni Balkan (Recko, evropské
Turecko). Nejcetnéjsi bulharské polozky se vyskytovaly ve vsech klastrech jako nositelé
nejvetsi variability ve sloZeni glutelini. Extremni glutelinova variabilita byla zjiSténa u srbské
polozky 01C2300027.

Hodnoceni slozeni zrna u 7 vybranych polozek representovalo populace z Bulharska, Albanie,
a Makedonie. U polozek Dasypyrum byl shledan vyssi podil proteind, frakci prolamint a
Yglutelinii a vys$i Micro-SDS test ve srovnani se standardnim kultivarem jarni pSenice T.
aestivum L. "Granny’. Naopak obsah Skrobu a amylézy byl nizsi.

datt -

a“%
3

3

Triticum

a im

Hmotnostni
marke

villosum

Obr. 4. Priklad elektroforetické charakteristiky (SDS-PAGE) sloZeni vysokomolekularnich (HMW)
a nizkomolerkularnich (LMW) glutelinti u pSenice seté¢ a druhu Dasypyrum villosum s naslednou klastrovou
analyzou zobrazujici genetické vztahy mezi jednotlivymi vzorky D. villosum na podkladg této analyzy. Jednotlivé
iimské &islice (I-VI) definuji vice vzajemné podobné skupiny testovanych vzorkt. Cervéné oznatené sbérové
polozky byly dale pouzity pro hodnoceni kvalitativnich parametrd zrna.
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Diskuze

Presentovana kolekce Dasypyrum villosum ¢eské Genobanky zahrnuje asi 80% znamého
roz§ifeni druhu mimo S Afriku a Kavkaz (Tutin et al. 1980, Gradzielewska 2006). V Italii a
Recku Dasypyrum villosum dominuje v minimalng 5 asociacich (napt. Vulpio-Dasypyretum
Fanelli 1998, Laguro-Dasypyretum Fanelli 1998 (Fanelli 2011). Diverzita morfologickych
znakt byla v nasich pokusech vyssi nez u Cabi et al. (2009), protoZe nas material byl z mnohem
vétsiho geografického arealu a z lokalit s vyssi ekologickou amplitudou. Na rozdil od
fenotypovych dat geneticka diverzita studovaného souboru genotypu je sice vysoka, ale
vykazuje jen nevyraznou strukturu, které svédci o znacném genovém toku mezi jednotlivymi
populacemi. AvSak pro testovani této hypotézy by bylo tieba analyzovat vétsi pocet jedincti
z kazdé lokalni populace.

Vysoka mira odolnosti testovanych polozek Dasypyrum villosum viéi listovym chorobam je
v souladu s mnohymi autory, geny resistence vuci alespon jedné psenicné chorobé jsou
lokalizovany na chromosomech 1V, 4V a 6V (sumarizovano Gradzielewska 2006).
Polymorfismus zasobnich bilkovin je siln€¢ genotypové vazany, proto zasobni peptidy jsou
vhodné markery pro studium genetické diverzity populaci D. villosum (Gradzielewska et al.
2006). Na druhé¢ stran¢ podil studovaného genomu zodpovédného za polymorfismus proteinti
je prukazné nizsi ve srovnani s poctem gent fidici pozorované morfologické znaky. Zhong a
Qualset (1993) detekovali 14 alel HMW Glu-V1, v nasich pokusech to bylo pouze 6 kombinaci
HMW glutelinii. Polymorfismus LMW -glutelinti v nasich populacich byl vyssi a ukazal velkou
variabilitu (plasticitu) téchto druhli. Vnitrodruhova variabilita glutelinii je pravdépodobné
vysledkem nékolika faktort odrazejicich vyvoj populace na dané lokalit¢, mozny geneticky
drift mensich populaci a ptipadny kontakt s jinou populaci stejného druhu. Uniformni albanska
populace 01C2300017 mohla mit nizkou genetickou variabilitu na pocatku svého vyvoje
podpofenou ndaslednou izolaci od okolnich populaci. Naopak vysoky polymorfismus
bulharskych polozek Dasypyrum miize byt spojen s ¢astymi kontakty rtiznych populaci, napf.
prostfednictvim lidské ¢innosti. Pro podporu téchto hypotéz by bylo zapotiebi analyzovat velké
mnozstvi materialu z riznych blizkych i vzdalenych populaci.

D. villosum muize byt povazovan za zdroj zlepSovani kvality pSeni¢ného zrna. Nicméné
nezaznamenali jsme zadné podrobnéjsi studie obsahového slozeni zrna. V tomto ohledu nasSe
tiiletd studie analyzy slozeni zrna se zd4 byt jedinecna. Vysoké hodnoty obsahu proteinu a
Micro-SDS test potvrzuji vysledky slechtitelt, ze vloZeni genovych segmentti v Glu V1 lokusu
z D. villosum prikazné zvysilo obsah proteinu a pekatskou kvalitu pSeni¢ného zrna (Vaccino
et al. 2010).

Navzdory vyzkumu a §lechtitelskému vyuziti CWR, Dasypyrum villosum je podhodnocenym
druhem v kolekcich genetickych zdroju i ve Slechténi.

Dedikace
Vyzkum byl provadén za podpory projektu MZE RO0418 a Narodniho programu konzervace
a vyuzivani genetickych zdroju rostlin a agrobiodiverzity 51834/2017-MZE-17253/6.2.14.
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Karpatska rezistencia — nadejny geneticky zdroj pre biologicku ochranu
pSenice vo¢i mucnatke travovej

Carpathian resistance - a hope genetic resource for the biological protection of
wheat against powdery mildew

Svec M. %, Korchanova Z.2,Valarik M.?, Zahradnikova E.!, Hauptvogel P.

! Prirodovedeckej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave, SR
2 Ustav experimentdlni botaniky AV CR, Centrum regionu Hand pro biotechnologicky
a zemédelsky vyzkum, Olomouc, CR
3NPPC — Vyskumny tistav rastlinnej vyroby Piestany, SR

Abstrakt
Na zaklade realizovaného skriningu vzoriek pSenice patriacich k divorasticim aj
domestikovanym druhom tetraploidnych a hexaploidnych psenic, bol identifikovany geneticky
zdroj pSenice vyznacujuci sa totdlnou rezistenciou vo¢i mucnatke travovej. Tento geneticky
zdroj patri do druhu Triticum dicoccum Schrank ex Schiibl., a pochadza z tzemia Slovenska.
Pomocou fenotypovania a DArT genotypovania dvoch mapujicich populacii zlozenych
Z rekombinantnych linii bola zostrojend genetickd mapa. Prvé vysledky naznacili, Ze tento typ
rezistencie je podmieneny interakciou dvoch génov lokalizovanych na r6znych chromozémoch
A gendmu pSenice. Vzhl'adom k tomu, Ze tento typ rezistencie bol zozbierany v podhori
Malych Karpat, rezistencia bola nazvana ako karpatskad rezistencia. Po transfere génov
rezistencie do sucasnych odrdd pSenice tvrdej a pSenice letnej bude karpatskd rezistencia
predstavovat’ vyznamny prinos v ochrane zivotného prostredia a takisto aj ekonomicky prinos
pre farmarov pestujtcich odrody s tymito génmi rezistencie.
KPuacové slova: pSenica, Slachtenie, mucnatka travova, padli, biologické ochrana, gény
rezistencie, DArT polymorfizmus

Abstract
Based on the screening of wheat samples belonging to wild and domesticated species of
tetraploid and hexaploid wheat, a genetic source of wheat characterized by total resistance to
powdery mildew was identified. This genetic source belongs to the species Triticum dicoccum
Schiibler and comes from Slovakia. A genetic map was constructed by phenotyping and DArT
genotyping of two mapping populations composed of recombinant lines. The first results
indicated that this type of resistance is conditioned by the interaction of two genes located on
different chromosomes of the wheat A genome. Because this type of resistance was collected
in the foothills of the Little Carpathians, the resistance was called as Carpathian resistance.
Following the transfer of resistance genes into current durum wheat and bread wheat varieties,
Carpathian resistance will make a significant contribution to environmental protection as well
as an economic benefit to farmers growing varieties with these resistance genes.
Key words: wheat, breeding, powdery mildew, biological protection, resistance genes,

DarT polymorphism
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Uvod

Psenica (Triticum L.) je plodinou, ktora sa pestuje na najvacsej ploche (223.67 miliona hektarov
v roku 2016) a je druha najproduktivnejsia plodina s globalnou produkciou 735.3 miliéna ton
(USDA, 2017). Jej ekonomicky prinos a doleZitost’ vo vyzive cloveka a hospodarskych zvierat
si nespochybnitelné. PSenice je =zékladnou potravinou pre 40% ludskej populacie
(http://mwww.CIMMYT.org/). Vynos psenice je ovplyvneny mnohymi biotickymi a abiotickymi
faktormi (stresmi). V sucasnosti je vynos ohrozeny hlavne nedostatkom vlahy, ale aj
epidémiami sposobenymi réznymi bakteridlnymi a hubovymi patogénmi. K najvyznamne;jSim
hubovym patogénom psenice patri mic¢natka travova (Blumeria graminis f.sp. tritici DC Speer
). Mti¢natka travova moze redukovat’ az o 60 % (Singh et al., 2016). Farmari mézu v boji proti
tejto chorobe pouzivat’ bud’ chemickt ochranu vo forme postrekovania rastlin fungicidmi, alebo
pestovat’ odolné odrody (biologicka ochrana). Produkcia rezistentnych komerénych kultivarov
pomocou introdukcie t€¢innych génov rezistencie je ekonomicky a ekologicky najefektivnejsim
pristupom, pretoZe redukuje pocet nutnych postrekov fungicidmi €o Setri ndklady farmarov
a zaroven znizuje ekologickl zataz prostredia mechanizaciou a hlavne pouzivanim fungicidov.
(Alam et al., 2013). Dosial’ bolo identifikovanych viac ako 66 génov Specifickej rezistencie
vo¢i mucnatke trdvovej na pSenici (Huigai et al., 2018), ktoré sa vyznacuju réznou efektivitou.
St oznacované symbolmi Pm 1 —Pm66 ak st lokalizované na chromozomy, alebo M, ak dosial’
neboli zmapované. Polnohospodarsky najpouZivanejsie gény rezistencie v Eurépe, Azii a
Stredomori su Pm5a, Pm5b, Pm2, Pm6 a Pm8 (Alam, 2011). Vo Velkej Britanii bola zistena
dobra ucinnost’ i génov Pm17 a Ml Sh (Hubbard et al.,2019). V strednej Eurdpe bola efektivita
génov Pm5, Pm6, Pm8 a Mli uz prekonana a virulencia vo¢i nim dosahuje 100 %. Na
Slovensku boli ako najefektivnejSie gény oznacené Pm3b, Pm2 + MId a kombinacia Pm1 +
Pm2 + Pm9 (Svec et Miklovi¢ova, 1998). Tieto sa viak nevyskytuja v Ziadnej zo slovenskych
odrod. NajcastejSimi donormi génov rezistencie su linie z primarneho okruhu zdrojov, ¢o su
sicasné odrody, alebo v minulosti pestované krajové odrody z druhov Triticum aestivum
(Hysing, 2007). Donormi spomedzi sekundarnych zdrojov boli Triticum durum, Triticum
spelta, T. carthlicum, T. dicoccoides, T. dicoccum, T. timopheevii, Secale cereale a druhy z rodu
Aegilops, ako napr. Ae. tauschii, Ae. speltoides, Ae. longissima, Ae. ovata. Z terciarneho okruhu
genetickych zdrojov boli ako donory Pm génov pouzité druhy Haynaldia villosa a Thinopyrum
intermedium. Donory zo sekundarneho a terciarneho okruhu vSak v ramci transgresivnej
hybridizécie asto prendsaju do pSenice letnej aj viaceré negativne vlastnosti. Aj napriek Siroke;j
Skale genetickych zdrojov rezistencie vo¢i mucnatke travovej neexistuje dosial’ taky zdroj,
ktory by zabezpecoval uplna rezistenciu a pritom neprenasal negativne vlastnosti. Z tychto
dovodov neexistuje ziadna registrovand odroda pSenice letnej, ktord by bola tplne rezistentna
voCi vSetkym izoladtom mucnatky travovej. Aj napriek znacnému poctu lokalizovanych
a zmapovanych génov rezistencie, dosial’ bolo klonovanych iba 8 z nich: Pm2, Pm3, Pm8,
Pm21, Pm 38, Pm41, Pm46 a Pm60 (Xing et al., 2017; Zou et al., 2018; Chen et al., 2019).
Cielom naSho vyskumu je fenotypova charakteristika interakcii medzi hostitel'skymi
genotypmi (rezistentnymi a citlivymi) pSenice a patogéna, a takisto klonovanie dvoch génov
u genetického zdroja zabezpeéujucich totalnu rezistencie voéi mucnatke travovej. Uloha je
rieSena v ramci projektu CARPATHIA (APVV-20-0246).

Material a Metody

Na skrining odolnosti vo¢i muénatke travovej sme pouzili 483 vzoriek druhov Triticum
dicoccoides (Korn. ex Asch.&Graebn.)Schweinf.) a Triticum dicoccum Schrank ex Schiibl.,
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ako aj 25 vzoriek hexaploidného druhu Triticum aestivum subsp. spelta ((L.) Thell.). Spomedzi
nich iba vzorka zo Slovenska, ktorti sme pracovne oznacili ako GZ1, bola tGplne rezistentna
vo¢i mucnatke trdvovej. Vzorku GZ1 sme pouzili ako donora rezistencie do krizenia
s nachylnymi vzorkami DIM 25 a EBL, za uc¢elom vytvorenia mapujticej populécie. Rastliny
F2 generacie sme genotypovali s vyuZitim DArT DNA polymorfizmu. Potomstva F2 rastlin sme
v F3 generacii fenotypovali na odolnost voéi trom izoldtom mucnatky travovej. Tri
najagresivnejsie izolaty muénatky travovej boli vybrané zo zbierky izolatov na VURV
v PieStanoch. Fenotypovanie F3 rodin sme wuskuto€nili v sklenenych Petritho miskach
0 priemere 8 cm obsahujlcich agarova podu (5g/1 L vody) s pridavkom 50 mg . L ™
benzimidazolu. Z kazdej rodiny sme na agarovii podu umiestnili 15 rastlin s dvomi segmentami
dlhymi 1.2 cm. Na tieto listové segmenty sme v inokulovacej vezi sfukli spory mucénatky
namnozené na listovych segmentoch dlhych 2 cm. Z kazdého izolatu sme sfukli do jednej PM
po 2 listové segmenty so sporami. Petriho misky s nainokulovanymi listovymi segmentami sme
umiestnili na 12 dni do klimatizovanej miestnosti so stalou tepltou 18 °C pri kontinudlnom
osvetleni 850 luxov. Po uplynuti tejto doby sme vyhodnocovali vysledné fenotypové reakcie.
DArT DNA polymorfizmus sme ziskali formou objednavky u firmy Diversity Array
Technology, Ltd., Australia. Genetickd vizbova mapa bola zostrojend s pouzitim softvéru
MultiPoint, verzia UltraDense v4.1 multigtl.com (Ronin et al., 2017).

Vysledky a diskusia

Geneticky zdroj GZ1 bol ndjdeny v podhori Malych Karpat v ramci zberovej expedicie
organizovanej P. Hauptvogelom, S. Masarom z Vyskumného ustavu rastlinnej vyroby
Vv Piestanoch, F. Kithnom z Mendelovej Univerzity v Brne a V. Holubcom z VURV Praha-
Ruzyné v roku 1990. Je pravdepodobné, Ze tuto vzorku priniesli na Slovensko okolo roku 7 500
pred sucasnostou prvi farmari patriaci ku kultire LBK (Linear Band Keramik). PSenica
dvojrnova (emmer), ku ktorej patri aj vzorka GZ1, bola pestované na uzemi Slovenska, Moravy
a Ciech uz v skorom neolite (early LBK) (Hajnalovd, 2007; Hajnalova et Dreslerova,
2010).VSeobecne akceptovanym faktom je, ze pSenica dvojzrnovd bola domestikovana
V juhovychodnom Turecku, na upédti pohoria Karacadag, odkial’ by mali pochadzat’ aj prvi
farmari migrujici do Eurdpy. Slovenské vzorky domestikovanej dvojzrnky DIM 140 (GZ1)
a DIM 183 vsak vykazuju vaésiu geneticku pribuznost’ s divorasticou dvojzrnkou DCS 58
z okolia irackého mesta Dohuk ako so vzorkami divorasticej dvojzrnky z juhovychodu
Turecka (napr. DCS 41, DCS 45). Este vacsiu podobnost’ s populaciou DCS 58 vykazuje
domestikovana dvojzrnka DIM 114 z byvalej Juhoslavie (Tab. 1). Z okolia Belehradu je znama
neolitickd kultara Star€evo, pre ktort bolo typické pestovanie jednozrnky, dvojzrnky
a Sestradoveho ja¢mena (Budja, 2005). Kultara Star¢evo predchadzala kultire LBK. Geneticka
pribuznost’ analyzovanych dvojzrniek naznacuje, Ze obe kultiry pestovali rovnaké plodiny
a zrejme maju aj rovnaky povod. Rezistencia vo¢i mucnatke trdvovej mohla byt’ do vzorky GZ1
(DIM 140 — kod vzorky v databaze Univerzity Komenského) prenesena formou génového toku
zo vzorky DCS 58, ktoré sa vyznacuje relativne vysokym podielom DArT markerov typickych
pre divorasticu pSenicu Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. subsp. armeniacum (Jakubz.) van
Slageren (genom GGAA), ktora je znamym donorom rezistencie vo¢i mucnatke aj ostatnym
hubovym chorobam pSenice.
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Tab.1: Matica genetickych vzdialenosti podl'a Jaccarda medzi vzorkami divorasticich
populacii dvojzrnky (DCS) a domestikovanymi dvojzrnkami (DIM).

Vzorky DIM 114 (byv. Juhoslavia) a DIM 140 (GZ1 - Slovensko) vykazuju najvacsiu
podobnost’ so vzorkou DCS 58 z okolia mesta Dohuk, Irak.

2
3 DCS10 DCS111 DCS18 DCS19 DCS29 DCS3  DCS30 DCS31 DCS34 DCS35 DCSA1 DCS4S DCSS  DCSS8 DCS59 DCS60 DCS61 DCS63 DCSE4  DCS65
4 |DCS10 | 0,0000

5 |DCS111 | 0,5609 0,0000

5 |DCS308  0,4731 0,4087 0,4098 0,3896 0,4209 0,4032 0,4027 0,4124 0,4294 0,4090 0,4350 0,4292 0,4016 0,3782 0,3679 0,4007 0,4565 0,4550 0,4375 0,630
7 |DIM114  0,4731 0,5461 0,5661 0,5325 0,5322 0,5321 0,5366 0,5175 0,5763 0,5601 0,4942 0,4917 0,5304 0,4298 0,5076 0,5328 0,4969 0,4713 0,4813 0,4801
3 [DIM132  0,5255 0,5617 0,5598 0,5196 0,5271 0,5339 0,5189 0,5435 0,5784 0,5504 0,5165 0,4763 0,5344 0,662 0,5065 0,5450 0,4747 0,4692 0,4374 0,4696
9 |DIM140  0,5061 0,5721 0,5835 0,5165 0,5302 0,5349 0,5140 0,5297 0,5760 0,5579 0,5101 0,4898 0,5340 0,4396 0,5020 0,5460 0,5050 0,4861 0,598 0,496
10 [DIM182  0,4799 0,5363 0,5580 0,5250 0,5258 0,5358 0,5223 0,5260 0,5466 0,5586 0,4685 0,4575 0,5325 0,4456 0,5088 0,5442 0,4753 0,4618 0,4575 0,4764
11|DIM183  0,4938 0,5545 0,5783 0,5265 0,5296 0,5464 0,5320 0,5437 0,5742 0,5601 0,5086 0,4752 0,5451 0,4442 0,5124 0,5342 0,5050 0,4782 0,4621 0,5040
12 |DIM198  0,4926 0,5565 0,5666 0,4949 0,5041 0,5058 0,4834 0,5113 05278 0,5349 0,4387 0,4240 0,5948 0,4691 0,5444 0,5055 0,5093 0,4974 0,4951 0,4361
13 [DIM200  0,4699 0,5298 0,5346 0,4836 0,4970 0,5469 0,4916 0,5164 05478 0,5454 0,4326 0,4440 0,5446 0,4597 0,5271 0,5213 0,4955 0,5020 0,949 0,676
14 |DIM202  0,4853 0,5372 0,5390 0,5149 0,5236 0,5600 0,5000 0,4778 05320 0,5292 0,4156 0,4389 0,5618 0,4661 0,5188 0,4722 0,4904 0,4968 0,5011 0,477
15 [DIM210  0,5009 0,5333 0,5250 0,5081 0,5146 0,5635 0,4942 0,4838 055272 0,5299 0,4219 0,4372 0,5658 0,4326 0,5315 0,4859 0,5112 0,5083 0,5084 0,626
16 [DIM211  0,4952 0,5294 0,5225 0,956 0,5273 0,5532 0,4921 0,4911 055286 0,5315 0,4203 0,4267 0,5536 0,4787 0,5239 0,4788 0,5036 0,5008 0,4996 0,4569
17 |DIM220Q,  0,6085 0,621 0,6340 0,6129 0,5932 0,6297 0,6065 0,6393 0,6260 0,6117 0,6088 0,5798 0,6266 0,5597 0,6082 0,6370 0,5794 0,5891 0,5576 0,5757
18 |DIM220q  0,4868 0,5774 0,5720 0,5240 0,5393 0,5667 0,5217 0,5182 0,5770 0,5524 0,4702 0,4849 0,5642 0,4714 0,5293 0,5359 0,5045 0,5045 0,5105 0,4790
10 |DIM233 | 0,4844 0,5361 0,5357 0,4872 0,4949 0,5675 0,4885 0,5043 05306 0,5258 0,4222 0,4352 0,5687 0,4643 0,5232 0,5130 0,4996 0,4965 0,5053 0,4446
20 |DIM237 | 0,5562 0,5440 0,5418 0,4964 0,5000 0,5591 0,4902 0,5213 0,5515 0,5351 0,4968 0,4615 0,5585 0,5026 0,5371 0,5188 0,5155 0,5048 0,4887 0,4413
21|DIM272  0,5159 0,5266 0,5213 0,4880 0,4688 0,5458 0,4758 0,5030 0,5398 0,5203 04655 0,4306 0,5452 0,4544 0,5061 0,5004 0,5020 0,4821 0,4620 0,4631

22 |DIM&4 0,4824 0,5323 0,5319 0,4805 04974 0,5610 0,4835 0,5043 c 0,42E§ 0,4381 0,5637 0,4594 0,5159 0,5004 0,4964 0,4872 0,5065 0,4433
23 |DIM89 0,4820 0,5262 0,5477 0,5195 0,5075 0,5262 0,5030 0,5123 0,5443 0,5656 0,4730 04464 0,5288 0,4387 0,5140 0,5376 0,4635 0,4831 0,4414 04740
24

Pri fenotypovani mapujucich populacii sme zaznamenali viaceré fenotypové reakcie, poc¢nuc
uplnou reakciou nachylnosti s velkymi koloniami, nachylnostou s typickymi malymi
koléniami, cez miernu nachylnost’ az po Uplnt rezistenciu (Obr. 1).

Obr. 1: Fenotypové reakcie F3rodin v mapujicich populaciach

Obrazok vlavo: Fazrodina €.222 z mapujucej populacie GZ1 x DIM 25. V rodine sa vyskytuja
rastliny s vel’kymi aj malymi koloniami. V hornom riadku vl’avo je nachylna kontrola DIM 25,
vpravo donor rezistencie GZ1. Obrazok vpravo: Fzrodina ¢.46 z mapujicej populacie GZ1 x
EBL. Vrodine sa vyskytuju iba rezistentné rastliny. V hornom riadku vlavo je donor
rezistencie GZ1, vpravo nachylna kontrola EBL.

F3-222 S2A,H7A
F3—46 R-R OMK

V kazdej mapujucej populacii bolo identifikovanych viac ako 23 000 markérov. Pre mapujicu
populaciu GZ1 x EBL mé mapa genetickt dizku 2865 cM, s priemernou vzdialenostou medzi
markérmi 3.73 cM. QTL analyza lokusov pomocou metédy MIM odhalila dva lokusy spojené
s odolnost'ou proti mucnatke lokalizované na chromozém 2A (QTL oznacené ako QPm.GZ1-
2A) a chromozom 7A (QTL oznacené ako QPm.GZ1-7A). Efekt QPm.GZ1-2A QTL vysvetluje
31% z celkovej fenotypovej variancie pozorovanej u rezistencie vo¢i mucénatke. QTL
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QPm.GZ1-7A na chromozome vysvetluje 20 % celkovej fenotypovej variancie. Lokus
QPmM.GZ1-2A je dlhy 7,9 cM a pozostava zo 4 markérov - 1101086-26, 1147248-18, 41420734-
12, 1053641-64. Zarovnanie s referencnou sekvenciou cv. Zavitan (Avni et al., 2017) odhalil
synténiu s oblastou dlhou 1,65 Mbp. Region v cv. Zavitan obsahoval 18 génov, z ktorych iba
jeden suvisel s reakciou na odolnost’ rastlin. Lokus detegovany na chromozdéme 7A pokryval
oblast’ 28,3 ¢M. Tato oblast’ obsahuje 14 markérov . Markéry 1011397-23, 2282553-59,
1043460-61, 1129987-36 ohranic¢uju vrchol QTL. V genéme Zavitanu (Avni et al., 2017) to
zodpoveda synténnej oblasti 2 Mbp. Tato oblast’ obsahuje 21 génov, z ktorych osem génov ma
vzt'ah odolnosti rastlin vo¢i patogénom (Korchanova, 2020).

Oblast DNA vymedzujica markery asociované s rezistenciou na chromozéme 2A ukazuje
obrazok 2.

Obr. 2: QTL lokus QPm.GZ1-2A QTL na chromozéme 2A

Modal: GZ1xEBL Che
Loo

Zaver

Biologicka ochrana rastlin pSenice voc¢i hubovych chorobdm je vyznamnym ndastrojom
Slachtitelov aj farmdrov zabezpecujucim zvySenu efektivitu produkcie tejto plodiny.
V patosystéme pSenica — mucnatka travova vSak neexistuje ziadny geneticky zdroj s tiplnou
rezistenciou voci tomuto patogénovi, ktory by vyznamne neredukoval hospodarsky cenné
vlastnosti asociované s rezistenciou. Na&§ geneticky zdroj GZ1 pochadzajici z tzemia
Slovenska takymto zdrojom je. Dosial’ sme nenasli ani jeden izoldt mic¢natky travovej, ktory
by prekonaval tuto rezistenciu. Ked'ze donorom rezistencie je domestikovana pSenica, je
pravdepodobné, ze spolu s génmi rezistencie sa do sucasnych odrdd psenice tvrdej a pSenice
letnej neprenesie vel'a negativnych vlastnosti. Vyhodou tohto genetického zdroja je aj to, Ze
rezistencia je podmienend dvomi génmi na roéznych chromozomoch. To znamend, Ze
pravdepodobnost’ vzniku novych mutécii v populécii patogéna pomocou ktorych by prekonal
rezistenciu vo¢i dvom génom sucasne, je vel'mi mala. Aj ked’ na klonovanie oboch génov bude
nutné vykonat’ eSte vel'a experimentov, je realny predpoklad pre to, ze ndjdeme diagnostické
markery pre oba gény, ktoré bude mozné vyuzivat v Slachteni pSenice na odolnost’” voci
mucnatke travovej pomocou markermi asistovanej selekcie (MAS). Nasim ciel'om preto je, aby
sa na poliach pestovala pSenica s karpatskou rezistenciou, vysledkom ¢oho bude znizeny napor
na zivotné prostredie a nizSie néklady pestovatel'ov pSenice v dosledku aplikacie mensSieho
mnozstva fungicidov.
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Asocia¢ni analyza (GWAS) odrid a klonti mezirodového kFiZence
xFestulolium a identifikace SNP markeri pro genomickou selekci
hospodarsky vyznamnych znaku

Association Analysis (GWAS) of xFestulolium and Identification of SNP
Markers for Genomic Selection of Economically Important Traits

Drapalova L1, Trnény 0.2, Matouskova M.%, Macha¢ R.!

LY OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o0, Zubri
2 Zemédélsky vyzkum, spol. s r. o., Troubsko

Abstrakt

U odrid a klont mezirodového kiizence xFestulolium byla provedena asociacni analyza
(GWAS) za ucelem vzniku sady asociovanych SNP markerti s vybranymi specifickymi
agronomicky vyznamnymi kvantitativnimi a kvalitativnimi znaky. Ve Vyzkumné stanici
travinaiské Roznov-Zubii bylo v letech 2019 a 2020 hodnoceno 47 polozek odrid a klont
mezirodového kiizence xFestulolium. Vysledkem je sada o poc¢tu 88 SNP markeri, které byly
vybrany na zakladé analyzy referencni populace 47 genotypu xFestulolium (38 unikatnich
polozek + 9 biologickych replik — klonil). Pozice SNP markert v jednotlivych kontizich
referencni sekvence jilku a v uvedenych SNP pftiléhajicich okolnich sekvencich je jednoznacné
urcena. Tato informace slouzi pro potfeby navrhu metody detekce téchto SNP markerti a maze
byt vyuzita pro vSechny znamé technologické postupy detekce markert typu SNP (napf.
hybridizacné€, enzymaticky, sekvenacné i fyzikaln¢ zalozené metody detekce SNP).

Klic¢ova slova: Festulolium, agronomické znaky, kvalitativni znaky, asociani analyza
(GWAS), SNP markery, genomicka selekce, jilek, kostfava

Abstract

Varieties and clones of the interbreed xFestulolium were subjected to an association analysis
(GWAS) to generate a set of associated SNP markers with selected specific agronomically
significant traits and qualitative features. In 2019 and 2020, 47 items of varieties and clones of
the intergeneric hybrid xFestulolium were evaluated at the Grassland Research Station Roznov-
Zubfi. The result is a set of 88 SNP markers, which were selected on the basis of the analysis
of the reference population of 47 genotypes xFestulolium (38 unique items + 9 biological
replicas - clones). The position of the SNP markers in the individual contours of the rye
reference sequence and in the said SNP-adjacent surrounding sequences is unambiguously
determined. This information is used for the design of a method for the detection of these SNP
markers and can be used for all known technological procedures for the detection of SNP-type
markers (eg hybridization, enzymatically, sequentially and physically based methods of SNP
detection).

Keywords: Festulolium, agronomic traits, qualitative traits, association analysis (GWAS), SNP
markers, genomic selection, ryegrass, fescue
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Uvod

Kostravy a jilky se navzajem pomérne snadno kiizi. V prubéhu meidzy se jejich homeologni
chromozomy paruji a dochdzi k castym homeolognim rekombinacim, coZ umoziiuje kombinaci
komplementarnich znakt v jednom genotypu (KOSMALA et al. 2003). Mezirodovi kiiZenci
jsou bud’ amfiploidni (rovhomérné zastoupeni genomu rodicli) nebo introgresni (pfevaha
genomu jednoho z rodi¢l) (YAMADA 2005) K#izenci xFestulolium tak kombinuji vynosovy
potencial a kvalitu pice jilka s odolnosti kostfav vii€i abiotickym a biotickym strestim. KfiZenci
rodu xFestulolium se vyskytuji spontanné v ptirod¢. Vyslechténé odridy pochazeji zejména z
tetraploidnich genotypt vytvorenych reciprokym kiizenim druht Lolium multiflorum (2n = 4x
= 28) x Festuca pratensis (2n = 4x = 28) a Festuca arundinacea (2n = 6x = 42) x Lolium
multiflorum (2n = 4x = 28) (CAGAS et al. 2010). Kostiava luéni nalezi mezi nejhodnotn&jsi
picni druhy trav. Je odolnd k mraziim a chladnému klimatu. Nevyhodou je mala vytrvalost a
slaba konkuren¢ni schopnost. Je diploidni (2n = 2x =14). Velikost genomu kostfavy lu¢ni je
3,175 Gbp. Kosttava rakosovita je vysoce produkeni picni trava, ovSem jeji picnindiska hodnota
je niz8i z divodu drsnosti stébel a listl. Ve Slechténi trav se pro svou vysokou produktivitu a
odolnost vii¢i stresiim uplatiiuje pti tvorbé mezirodovych hybrida s rodem jilku. Je hexaploidni
(2n= 2x = 42). Velikost genomu kostfavy rakosovité se pohybuje od 5,27 do 5,83 Gbp
(YANHONG et al., 2015). Jilek vytrvaly je jednou z nejvyznamnéjSich picnich trav. Pice jilku
vytrvalého je velmi kvalitni, s vysokym obsahem vodorozpustnych cukrd. Jilek vytrvaly je
diploidni (2n = 2x = 14), jsou vsak vyslechtény i tetraploidni odriidy (2n = 4x = 28). Velikost
genomu jilku vytrvalého je 2,623 Gbp. Jilek mnohokvéty je rovnéz velmi vyznamny picni druh
vyuzivany zejména v doc¢asnych travnich porostech na orné pid¢ a pti zakladani nebo ptisevech
intenzivné obhospodatovanych travnich porostl. Poskytuje velmi vysoké vynosy kvalitni pice.
Je napadan snéznou plisiovitosti (Seda, svétlerizova), Castéji korunkatou rzivosti trav,
namelovitosti nebo virovymi chorobami (RGMYV). Jilek mnohokvéty je diploidni (2n = 2x =
14), jsou vsak vySlechtény 1 tetraploidni odridy (2n = 4x = 28). Velikost genomu jilku
mnohokvétého je 2,567 Gbp. Uvedené druhy casto obsahuji toxické alkaloidy produkované
endofytnimi houbami rodu Neotyphodium. (KOPECKY etal., 2013) Druhy hybridnich
ktizenc xFestulolium jsou dalezité druhy picnin a travnikd a jako takové byly intenzivné
studovany. Omezena dostupnost molekularnich markert ztézuji genetické studie. Metody
detekce SNP se v poslednich letech vyznamné rozvijeji. Pro identifikaci jednotlivych
jednonukleotidovych polymorfismi Ize pouzit protokoly zalozené na hybridizaci, kdy je dana
varianta polymorfni alely detekovana pomoci specifické sondy s navazanym fluorescenénim
barvivem, nebo protokoly vyuZivajici enzymy, napft. restrikéni endonukleazy pii CAPS, nebo
polymerazy pii PCR, anebo lze vyuzit metody zaloZzené na sekvenovani genomu souboru
zkoumanych jedinct. Pro druhy s vyssi velikosti genomu, kam se fadi i hybridy kostfavy s
jilkem, se v soucasnosti nejvice pouziva metoda celogenomového sekvenovani genomu s
redukovanou komplexitou (ddRADseq, GBS, DArTseq atd.), kdy jsou knihovny genomickych
fragmentl pripraveny pomoci vybéru jen konkrétni ¢asti genomu ziskané na zékladé Stépeni
restrikénimi endonukledzami a omezenim velikosti fragmentl. Pravé metoda DArTseq byla
pouzita pro detekci SNP celogenomového genotypu rostlin xFestulolium, které byly dale
pouzity pro celogenomovou asociacni analyzu. Metoda DArTseq vyuziva masivniho
sekvenovani nové generace (NGS). Pro tento Ucel je vytvofena sekvenacni knihovna, kterd
pokryva pouze vybranou ¢ast genomu rostlin. Ta je nasledné sekvenovana v rezimu vysokého
pokryti genomu. K redukci komplexity je vyuzivan systém kombinace dvou restrikénich
enzyml, z nichZ jeden je navic 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 jsou bioinformaticky
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zpracovany, pricemz jsou detekovany zejména jednonukleotidové polymorfismy naptic¢ celym
genomem. Vysoké pokryti sekvenace navic umoziuje spravné odhalit i alelické stavy u
polyploidnich nebo hybridnich jedincti. Vysledky celogenomového genotypovani jsou nasledné
propojeny s pozorovanymi fenotypovymi daty pii celogenomové asociacni studii (GWAS),
jejimz vysledkem je identifikace konkrétnich SNP markerti asociovanych s danymi
fenotypovymi projevy (BARTOS et al. 2011). Cilem préace bylo vytvofit knihovnu, ve které by
byly vybrané fenotypové projevy sparovany s urcitou genetickou sekvenci. A dopomoci tak
moderni metodou k rychlejSimu a efektivnéjSimu Slechténi.

Material a metody

Referenc¢ni populace genotypt xFestulolium pochazi z Genové banky VURV Praha-Ruzyné
a z klonové $kolky Ing. Hany Jake$ové v Hladkych Zivoticich. Vybér byl proveden tak, aby
pokryval fenotypovou rozmanitost hybridi xFestulolium a zahrnoval tetraploidni i hexaploidni
polozky. Genotypy pro analyzu DNA byly pfedpéstovany ve sklenikli a poté i S klonovymi
polozkami vysazeny do netkané textilie na pozemcich Vyzkumné stanice travinaiské Roznov-
Zubfti. Fenologicka méteni v roce 2019 byla provadéna v letnich mésicich ¢ervenci a srpnu a
hodnocena podle Klasifikatoru Travy (SEVCIKOVA 2002). Pro hodnoceni genotypu rostlin
byl vytvofen celogenomovy SNP profil poloZzek za pouziti metody DArTseq analyzy, ktera
vyuziva sekvenovani knihoven DNA s redukovanou komplexitou. Pro vlastni izolaci DNA byl
pouzit NucleoSpin Plant II kit (Macherey-Nagel). Byla zkontrolovana kvalita DNA a poté
vzorky nafedény na pozadovanou koncentraci. Izolovana DNA byla zaslana do Diversity
Arrays Technology Pty Ltd, Canberra, Australie k vlastni analyze genotypu pomoci DArTSeq
analyzy. Vysledky genotypového a fenotypového hodnoceni byly pouzity pro celogenomovou
asociacni analyzu. GWAS analyza SNP genotypovych a fenotypovych dat byla provedena
statistickym modelem BLINK (Bayesian-information and Linkage-disequilibrium Iteratively
Nested Keyway) zabudovaného v softwaru GAPIT v3 (TANG et al. 2016). Vybér statisticky
vyznamnych SNP markerd pro vybrané znaky byl uren dle asociace vyjadiené P hodnotou
mensi nez <0,05 korigovanou na mnohonasobné testovani FDR (false-discovery rate) metodou
Benjamini-Hochberg.

Obrazek 1 ZalozZeni klonové $§kolky duben 2019 Obrazek 2 Vzesly porost kvéten 2020

Vysledky a diskuse

OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. se vramci projektu Narodniho Centra Kompetence
Biotechnologického centra pro genotypovani rostlin zabyva od roku 2019 sbérem fenotypovych
dat, které slouzi k naslednému propojeni testovaci sady asociovanych SNP markera s
vybranymi specifickymi agronomicky vyznamnymi znaky u odrad xFestulolium. Ve
dvouletém pokusu bylo na lokalité¢ Zubii fenotypové hodnoceno 52 polozek xFestulolium ve
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ttech opakovanich. Sekvenovano bylo 282 vzorkt rostlin. Ze 150 670 SNP bylo pro analyzu
vybrano 36 815 SNP, u nichZ bylo mezi vyvolanymi variantami alel mén¢ nez 30 % chybéjicich
hodnot. Vysledkem je sada o poc¢tu 88 SNP markerti, které byly vybrany na zaklad€ analyzy
referencni populace 47 genotypt xFestulolium (38 unikatnich polozek + 9 biologickych replik
—klonti). Pozice SNP markert v jednotlivych kontizich referen¢ni sekvence jilku a v uvedenych
SNP ptiléhajicich okolnich sekvencich je jednozna¢né uréena. Tato informace slouzi pro
potfeby navrhu metody detekce téchto SNP markerti a miize byt vyuZita pro vSechny zndmé
technologické postupy detekce markerdt typu SNP (napf. hybridiza¢né, enzymaticky,
sekvenacné i fyzikalné zalozené metody detekce SNP). Protoze genomy kosttavy a jilku nejsou
dostupné ve formé& chromozomi, ale pouze kontigli, byly SNP pro ucely nasi analyzy seskupeny
na 2 uméle vytvoiené pseudochromozomy — pseudochoromozom 1 (ktery obsahuje SNP
mapované na kontigy referenéni sekvence jilku — v manhattan plots zbarveny razove) a
pseudochromozom 2 (obsahujici SNP nemapované na kontigy — v manhattan plots zluty). Pro
analyzu byla pouzita metoda BLINK (Bayesian-information and Linkage-disequilibrium
Iteratively Nested Keyway) v programu Gapit v 3.

Tabulka 1 Pozorované znaky s piifazenym po¢tem markeri

Znak Pocet identiﬁokovanyCh Pseudochromozom
SNP markeri

Odolnost viéi suchu 2 1,2
Siika listd vegetativnich odnozi 3 1
Odolnost vici vyzimovani 5 1,2
Odolnost vii¢i mrazu 7 1
Zacatek sloupkovani 17 1,2
Zadcatek metani 13 1,2
Tvar trsu ve vegetativnim stavu 9 1,2
Odolnost vici palickovici nachové 1 2
Odolnost vuci rzi 31 1,2

Vzorky jsou rozdéleny do dvou hlavnich skupin, které jsou piibuzné vzdalenéji. V ramci kazdé
skupiny se nachazi subpopulace blizce ptibuznych jedincti viz Obr 3 Analyza ptibuznosti
jedinct.
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Obrazek 3 Analyza piibuznosti jedinci Rez korunkata (Puccinia coronata Corda var.
coronata) napada hlavné listy. Jeji vyskyt ma
vliv na kvalitu pice. Pfi Castém vyskytu muze
negativné ovlivnit kvalitu osiva (snizeni
hmotnosti tisice semen, kliivosti a energie
Lo kli¢ivosti). Rez travni (Puccinia graminis subsp.
graminicola) se vyskytuje na stéblech travnich
druhti. Silny vyskyt vede k pfedCasnému
usychani listl i stébel. Pfi intenzivnim vyskytu v
raném stadiu (napf. pfed metanim) mize
zplisobit nedostate€nou vyZzivu semen a tim i
jejich zhorSenou kvalitu (sniZzeni hmotnosti tisice
semen, klicivosti a energie kli¢ivosti).
Pali¢kovice nachova (Claviceps purpurea Tul.)
je nejvyznamnéjsi parazit houbového pivodu v
semenaistvi trav. Napada vSechny druhy trav.
Hodnoceni jednotlivych znaki se provadélo na
zaklad¢ Klasifikatoru pro travy na stupnici 1-3-
5-7-9, kde pro odolnost viici patogenu (rzi, palickovici nachové) znamena 1 — velmi nizka, 3 —
nizka, 5 —sttedni, 7 — vysoka, a 9 — velmi vysoka odolnost.

T L At e b TR

Obrazek 4  Kvantil-kvantil  graf Obrazek 5 Kvantil-kvantil  graf
ziskanych a  ocekavanych hodnot ziskanych a oéekavanych hodnot log10 P
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Kvantil-kvantil grafy ziskanych a o¢ekavanych hodnot asociace (Obrazky 4 a 5) jsou dukazem,
ze nejlépe asociované SNP jsou vysledkem asociace, a ne pouze vysledkem rezidudlni ndhodné
distribuce ziskanych hodnot. AvSak 1 zde miizeme pozorovat rozdil mezi vysledky pro dva
pozorované druhy rezistence. Asociace SNP k rezistenci ke rzi (Obrazek 5) dosahuje oproti
druhému vice prikaznych vysledki, coz znaci vysledek, ktery dobie odpovidd genotypovému
zaloZeni projevu znaku.
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Obrazek 6 Manhattan graf asociace rezistence vici

palickovici nachové s vyuZitim BLINK modelu

Obrazek 7 Manhattan graf asociace SNP k rezistenci vici rzi

~logyo(p)
4

Plna zelena ¢ara znadi Uroven
FDR upravené P hodnoty

asociace 0,01, pferuSovana

s vyuzitim BLINK modelu

~logyq(p)

2

zelend Cara znaci trovenn FDR
upravené¢ P hodnoty asociace
0,05. Vysledky asociace
k vybranym znakim prokazaly
desitky statisticky vyznamnych
SNP na urovni korigované P
hodnoty mensi nez 0,05
(Obrazky 4. — 7.). Navic u znaku
rezistence k palickovici nachové

7 10 13 16 19 22

byl jeden SNP (Tabulka 2) a u
znaku odolnosti ke rzi 31 SNP

4

1

(Tabulka 3) oznacenych za
asociované na hranici
vyznamnosti  korigované P

hodnoty mensi nez 0,01. Plna

zelena cara zna¢i uroven FDR
upravené¢ P hodnoty asociace

0,01, pferusovana zelena ¢ara znaci trovenn FDR upravené P hodnoty asociace 0,05.

Tabulka 2 Identifikované SNP lokusy vykazujici vyznamnou asociaci s rezistenci vici
pali¢kovici nachové (Claviceps purpurea Tul)

Pozice Alely
na FDR  |(referen Pozice

SNP ID Kontig . ladjusted ¢ni/ Prilehla sekvence

kontig . | SNP

u p-value alternati
vni)
12196308|F|0- TGCAGTGGTTGAGATAGGCCAGGAATTCAAGGAGGGGACGG
‘ ; NA NA 0,0025 GIA 7

7:G>A-T:G>A CGGCGCACGACGCGACACTGCGATGAGA

Tabulka 3 Identifikované SNP lokusy vykazujici vyznamnou asociaci s rezistenci vici

rzi

SNP ID Kontig Pozi | FDR Alely Pozice | Prilehla sekvence

cena | adjust | (refere | SNP

kont | ed p- | néni/

igu value alterna

tivni)

41559227|F|0- MEHO01025 | 764 0 AIG 38 TGCAGGGGCTGGAAGACGAGGTGCAGCACGTCGGGCCGACG
38:A>G-38:A>G 380.1 TTCAGCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAG
12194738|F|0- MEHO001036 | 715 0 TIC 11 TGCAGCATCTATGCATGTCTGCCTCATACGTCCTCGGCGAAT
11:T>C-11:T>C 804.1 CTCGCGCTGTTGGTCGTGTTGTCGTCC
8913228|F|0- MEHO01018 | 2654 | O AIG 43 TGCAGTACATTGCAGTTTTTTCTTGTGAAAAGTAAATGATCA
43:A>G-43:A>G 778.1 AAATACAACTGCAAAGTCAATAGCCGA
12211399|F|0- NA NA 0 GIA 13 TGCAGCGTCACAGGTAGATATGCCGAGATCGGAAGAGCGGT
13:G>A-13:G>A TCAGCAGGAATGCCGAGACCGATCTCGT
12057718|F|0- MEHO01026 | 732 0 GIT 26 TGCAGCCCCATGTCGGTCAAAGGATCGCCCTGCCAACGGCAT
26:G>T-26:G>T 126.1 CACGTTGCCCTCGATGCTCCTGTCTCC
12120126|F|0- NA NA 0 GIC 33 TGCAGACGCTGACACGGTGGCTTCGCGCGGGTAGCTTCGCCG
33:G>C-33:G>C AGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAAT
50456803|F|0- NA NA 0 GIA 66 TGCAGAGGCGGATGAGCTACGGTGGTGGAGGCCTATGGTCG

66:G>A-66:G>A

TCCGAGCAGAAGACGGATAGCTCAGGGC
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12184700[F|0- MEHO01281 | 463 | 0 AIG 66 TGCAGGCAGGTTGTTTTTGAGGGGCGGCACGGATGAATCGG

66:A>G-66:A>G | 308.1 ATTGGTCAGTTGAGTACACGAGAACAGG

8917084[F[0- MEHO01431 | 169 | 0 GIA 66 TGCAGGGCAGTCCAAGGCCGTTCTTTCGAAGCAATCGGTGCG
B6:G>A-B6:G>A | 447.1 CACGCTCCAGCTCGTTTCGTGAGAGGA

8911605]F0- MEHO01000 | 605 | 0 GIT 29 TGCAGTGGGAGCCGCCCGAGTTCGCGCGCGCGCCGAGATCG

20:G>T-29.G>T | 295.1 GAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGA

12274563[F|0- MEHO01064 | 1019 | 0 CIA 51 TGCAGTCAGTGGACGTCAAGAAGTCGTCTTCTTCGCTCAACA
51.C>ABLC>A | 619.1 TGTCTACGTCTTCTCTCAGGAGCATCA

12179614|F|0- MEHO01127 | 492 | 0 GIC 61 TGCAGAGAGTGCTGAGGTACTCCTGTTCTTCTTTCGTCAAAA

6L:G>C-6L:G>C | 297.1 CAGCGCCAGTCTGCATCACGGAAGAAT

50471121[F0- MEHO01006 | 303 | 0 GIT 29 TGCAGTAGGTGAGCTGCGGCGGGGATGGAGGCTGGTGTCGT

29:G>T-29:G>T | 607.1 CGCCGAGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAG

9074837[F0- NA NA [0 AIG 23 TGCAGGTCGTGGCAGTCCGTGCTATGTCACCCGAGATCGGAA
23:A>G-23:A>G GAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACC

12173421|F|0- NA NA [0 crT 17 TGCAGTTCCTAAATTTCCTTCTTAATCATTCGTCAGTCCGAGA
17:C>T-17:C>T TCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGC

8916452|F[0- MEHO01002 | 2849 | 0 GIA 64 TGCAGCATGTTTCTTGTTCTIGTTTGCTACTCTTGTCATTTTTA
64:G>A-64G>A | 552.1 TGGCATCTCATCAGTCCATAGGAGG

12267515/F|0- MEH001004 | 1571 | 0 GIC 32 TGCAGAACTTCCCCACCTCCCCTCGCGGATTCGTATGGGAGA
32:G>C-32:G>C | 269.1 GTGTTCAGCACCTTCACCCGAGATCGG

8916139|F|0- MEHO01162 | 512 | 0 AIT 35 TGCAGAGATTGCACTCCTCCGTCCAACTCCAACGAATGAGAG
35:AST-35:A>T | 196.1 AAGAGATGCTCGTTGGTCTTTATGGCA

8917250|F0- NA NA [0 GIC 42 TGCAGGTGGTTGGCGGGAGGAGGTGGCGCCGTAGAGAGTGT
42:6>C-42:G>C CGGAGCGGGCAGGGATCGGAGCGCGCAC

8920653[F0- MEHO01012 | 2755 | 0 CIA 23 TGCAGATTATGCATCTGCCGCTGCTCGTGGCTGTCACATGAG
23.C>A23:.C>A | 057.1 CGTATCATGTTCATCTGCCGATTGGTC

12183110F[0- MEHO01274 | 398 | 0 GIC 54 TGCAGGAGCTGGCTCGCGTAGCCGGGGTTGGAGCGGCGGAA
54:G>C-54:G>C | 233. CACGAGCGACGCCGCCGCCATTGCGGCC

50481034F|0- MEHO01003 | 1653 | 0 GIC 36 TGCAGCAGCGACCACCACCACCAGCGCCGGCGCTCGGCTCC

36:6>C-36:G>C | 728.1 ACCGCACGTACATCCTCCTCTCCTCCTC

12249568/F|0- MEHO01567 | 64 0 TIC 20 TGCAGGTTCAGGATACGGCGTGGCTGCTTGTTGCCGAGATCG
20:T>C20:T>C | 583.1 GAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAG

12217021|F|0- MEHO01140 | 289 | 0 crT 1 TGCAGCGCGTACGCCATGCGGATGAGGTGCCGCCGGGAGTG

1L:C>T-ALC>T | 1461 CTTCTTGGCCATCGTGTGCACGCCGACG

12202182|F|0- NA NA [ 00004 | GIA 28 TGCAGGGACGTTGTCAGGCTCACGGTGCGATGAGCCGAGAT

28:G>A-28:G>A CGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGA

50473405[F|0- NA NA [ 00005 | TIC 61 TGCAGGCGCCTCCCAGCCGCACGCTCCCGATCGGACGGAGG

6L:T>C-61:T>C AGCACTCGGTCAGCAGGCCGTGACGAAC

12136812|F|0- NA NA [ 00021 | AT 23 TGCAGCCTAATCGCTGAACAGATAGCACAACTCAATGGCTTC
23AST-23.A>T AGCCTTGTGTGGTTTCAGTGCTGGAAG

12165726|F|0- MEHO01029 | 1014 | 00101 | GIC 39 TGCAGGTATTTGCTACTAGCATGCACACCCTTTGTCTCTGGTT
39:G>C-39:G>C | 795.1 AATTACCAACGGAGAACGTAAAATGT

12198013[F|0- MEHO01009 | 2664 | 00132 | C/G 23 TGCAGGGACCTCTCGAACAACGACCTCTGCGGCACCATCCCG
23.C>G-23:.C>G | 5111 ACATCTGGAGCGTTTCAGAACCTTCCT

50480616(F|0- MEHO01101 | 95 00153 | CIA 58 TGCAGAAATGCAGGCTACACACGCGGCGAGCATCCGACAGC
58.C>A58:C>A | 4431 GATCGGCAGTAGCAGCCCGCCGGCGTGT

12198013/F|0- MEHO01009 | 2664 | 00353 | C/T 20 TGCAGGGACCTCTCGAACAACGACCTCTGCGGCACCATCCCG
20:.C>T20:C>T | 5111 ACATCTGGAGCGTTTCAGAACCTTCCT

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 misté v genomu. V kddujicich nebo regulacnich sekvencich DNA mohou
ovlivnit vysledny fenotyp dané¢ho jedince, avSak jejich Cast&j$i vyskyt je zaznamendn v
nekodujicich oblastech DNA, kde v§ak mohou byt ve vazbé s geny ovliviiujicimi fenotypovy
projev zkoumaného znaku. S pfichodem moznosti sledovani velkého poctu DNA markert
napii¢ genomy velkého mnoZstvi jedinci mohou byt vyuZity i metody asocianiho mapovani
bez nutnosti tvorby mapovaci populace. Celogenomové asociacni mapovani (GWAS, Genome-
Wide Association Study) je zaloZeno na statistickém hledani asociace ve velkém mnoZstvi

A4 84

markerti s vyS$$i hustotou napii¢ celym genomem. Navic jsou pro vypocet asociace SNP s
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fenotypovym znakem uzplsobeny statistické modely, které dokazou odfiltrovat zavadejici
vlivy, jako je struktura populace nebo pifibuznost jedincii. Vyvoj statistickych modeli pro
celogenomovou asociaci proSel v posledni dob& rychlym vyvojem, kdy pouZity statisticky
model BLINK je jednim z vypocetné nejefektivnéjSich modeld, ktery vykazuje nizkou miru
falesné pozitivnich vysledkti (HUANG et al. 2019).

SNP markery oznacené za asociované jsou vhodné k vyuziti v procesu markery asistované
selekce na sledované znaky. SNP markery detekovatelné jednim z mnoha moznych piistupt
(CAPS, microarray, SBE, aj.) jsou vhodnym nastrojem pro sledovani prostupu benefitnich
genotypl napfi¢ generacemi od rodic¢l k potomkim a nasledném zafixovani ve vychozim
materidlu pro piihlaSeni nové odriidy. Cilem Slechtitele je mit co nejvice benefitnich alel
asociovanych SNP markert v nové odradé. I kdyz Slechtitel nemize plné nahradit proces
sledovani fenotypu rostlin u selektovanych znakd markery. Asistovanou selekci, lze
ve Slechtitelskych populacich selektovat jedince, kteti disponuji vysokym genotypovym
potencidlem pro dosazeni Zadanych trovni vybranych znakt. Timto pfistupem lze zefektivnit
selekci 1 urychlit vznik novych odrid.

Zavér

GWAS analyzou byla stanovena sada 88 SNP markert, které byly vybrany na zdklad¢ analyzy
referencni populace 47 genotypt xFestulolium. Pozice SNP markerti v jednotlivych kontizich
referencni sekvence jilku a v uvedenych SNP pftiléhajicich okolnich sekvencich je jednoznacné
ur¢ena. Tato informace slouzi pro potfeby navrhu metody detekce téchto SNP markerti a mize
byt vyuzita pro vSechny znamé technologické postupy detekce markert typu SNP (napf.
hybridiza¢né€, enzymaticky, sekvenaéné i fyzikalné zalozené metody detekce SNP). Znalosti
markerii pro odolnosti vii¢i patogenim se v budoucnu Slechtitel vyhne pfedevsim financni
ume. Zaroven je metoda vyuzitelna pro vybér vychozich slechtitelskych materialti vhodnych
ve Slechténi novych odriid se zvysenou odolnosti vic¢i patogenim, nepiiznivym podminkam
prostiedi, obsahem N-latek nebo vhodnou volbou ranéjsich odrtd.
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Vysledky desikacnich pokust u Stirovniku rizkatého: hodnoceni acinnosti
zkouSenych ucinnych latek a jejich kombinaci

The results of desiccation experiments in birdsfoot trefoil: evaluation of efficacy
of the tested active substances and their combinations

Kubikova Z.!, Smejkalova H.!, Hutyrova H.%, Safaf J.2

1Zemédélsky vyzkum, spol. s r. 0.
2Vyzkumny tistav picnindisky, spol. s 1. 0.

Abstrakt

V roce 2020 a 2021 byly u Stirovniku razkatého (Lotus corniculatus L.) provedeny pokusy
zaméfené na nové moznosti desikace semennych porostii. Byla srovnavéana ucinnost dikvatu,
pyraflufen-ethylu, flumioxazinu, fluroxypyru, karfentrazon-ethylu, kys. pelargonové a hnojiva
DAM a jejich kombinaci. Byla hodnocena mira zasychani listové plochy, stonkli a plodi,
pukani luskti, obriistani rostlin a G¢innost na nejcastejsi plevele. Ve srovnani s neosetfenou
kontrolou dochézelo na oSetfenych variantach ke zlepSeni zaschnuti rostlin Stirovniku, ale
celkové zasychani stirovniku bylo silné ovlivnéno ro¢nikem a zadnad ze zkoumanych latek
nedosahovala G¢innosti dikvatu. U ostatnich zkousenych latek byla také niz§i uc¢innost na
plevele.

Kli¢ova slova: desikace, Stirovnik rtizkaty, Lotus corniculatus, semenné porosty

Abstract

The desiccation experiments with birdsfoot trefoil (Lotus corniculatus L.) were carrying out in
the years 2020 and 2021. The efficacy of diquat, pyraflufen-ethyl, flumioxazine, fluroxypyr,
carfentrazone-ethyl, pelargonic acid, DAM fertilizer and their combinations was compared.
Efficacy on weeds, crop regrowth, cracking pods, and the drying of leaves, stems, and fruits
were evaluated. In comparison with the untreated control, the drying of the birdsfoot trefoil
plants improved on the treated variants. The overall drying of the birdsfoot trefoil was strongly
influenced by the year and none of the tested substances reached the effectiveness of the diquat.
Other tested substances also had lower weed efficacy.

Key words: desiccations, birdsfoot trefoil, Lotus corniculatus, seed stands

Uvod

Stirovnik riizkaty je vytrvala jetelovina, ktera se v Gistych kulturdch péstuje pom&rné malo.
Vétsinou se pestuje ve smesich s travami. Vyuziva se do pastevnich porostl, protoze je odolny
pastvé a je schopen se pfirozené¢ vysemenovat. Jako Cisté kultury se péstuji hlavné porosty
urcené k produkci osiva. Na rozdil od jetelti nevytvaii vrcholové kvétenstvi, ale v zlabi listh
se u n¢j postupné vyviji nékolik kvétenstvi (obvykle 2 az 6) od spodnéjsich nodli smérem
nahoru. Nakvétani Stirovniku miize trvat 3 az 8 tydnt a postupné je také dozravani. Sklizen
osiva §tirovniku je silné¢ komplikovana nejen postupnym dozravanim, ale také pukavymi lusky,
které po zaschnuti praskaji a vystieluji seminka do okoli. Pied sklizni Stirovnikli na semeno se
doporucuje desikace porostu. K desikacim u jetelovin se vyuzivala G¢inna latka dikvat. Jeji
vyhodu je univerzalnost, rychlost ptisobeni a Siroké spektrum uc¢inku. Také nezplisobuje trvalé
poskozeni rostlin a neovliviiuje kvalitu osiva (Comendant a Davies 2018). Nevyhodou je
pomérné vysoka toxicita.
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Nafizenim Komise EU 2018/1532 ze dne 12. fijna 2018 konci registrace této €inné latky a tim
1 moznost jejiho pouzivani. S jejim zruSenim vyvstava otazka jeji ndhrady. K desikaci byly u
jinych druhit bobovitych plodin zkouseny w0¢inné latky bromoxynil, karfentrazon-ethyl,
flumioxazin, pyraflufen-ethyl, fluroxypyr, glyfosdt a dicamba (Moyer a kol. 1996, Soltani a kol.
2013, McNaughton a kol. 2015, Pereira a kol. 2015a, Pereira a kol. 2015b, Tavares a kol. 2016,
Kirk a kol. 2017, Subedi a kol. 2017, Raisse a kol. 2020). K desikaci bramborové naté se
vyuziva také kyselina pelargonova, ndzory riznych autort na u€innost se rozchéazeji (Zoltarelli
a kol. 2020, Hutchinson a Stall 2007, Fabbri a kol. 2018, Kardasz a kol. 2019). Bylo zkouseno
také pouziti minerdlnich hnojiv, zejména DAM. Ve srovnani s dikvdtem je ucinek ostatnich
latek pomalej$i a méné univerzalni. Navic informaci o moznostech vyuZiti téchto latek
k desikacim porosti Stirovnikl je stale pomérné malo.

V této praci byly k desikaci $tirovniku rtizkatého zkouseny uéinné latky karfentrazon-ethyl,
flumioxazin, pyraflufen-ethyl, fluroxypyr, flumioxazin a kys. pelargonova v kombinaci se
smacedlem Dash HC, lepidlem Flexi a hnojivem DAM. Cilem této prace bylo zjistit u€innost
vybranych ucinnych latek na dozravajici rostliny Stirovniku rtzkatého a také jejich vliv na
nejcastéji zastoupené plevele. Také byly zkoumany moznosti vyuziti vysokych davek hnojiva
DAM.

Material a metody

Pokusy probihaly v letech 2020 a 2021 na pokusnych plochach na lokalit¢ pobliz obce
Troubsko. Primérné teploty a srazky naméfené v Troubsku v letech 2020 a 2021 jsou uvedeny

v tabulce 1.

Tabulka 1: Pramérné mési¢ni teploty a uhrny srazek v letech 2020 a 2021

Mésic | & ] 2. [ 3 | 4 | 5 [ 6 | 7] 8 [ o [ 10 |11 [ 12
Rok 2020

Primérné mésiéni teploty (°C) | -0,2 4.6 5,3 9,9 12,6 18,0 19,1 20,7 15,0 10,1 45 2,4
Sumy srazek (mm) 85 | 271 | 257 | 20,3 | 63,9 | 87,2 | 68,0 | 1045 | 81,6 | 130,01 | 234 | 368
Rok 2021

Priimérné mésicni teploty (°C) | 0,1 | 46 [ 53 [ 99 [ 126 | 180 [ 191 | 207 | 15,0

Sumy srazek (mm) 36,0 31,0 21,0 16,0 58,0 67,0 | 100,0 | 130,0 | 15,0

Jednalo se o maloparcelkové pokusy s velikosti parcel 12,5 m? ve tfech opakovanich
s nahodnym usporadanim. K zalozeni pokust bylo pouzito osivo odridy Lotar. Pfezimovani
porostu bylo v obou letech dobré a porosty Stirovniku byly dobie zapojené. V obou letech se
Vv porostu Stirovniku vyskytovaly plevele, zejména hefmankovec, locika a pchéace (pchac
obecny v roce 2020 a pchac oset v roce 2021). V roce 2021 bylo zapleveleni vyssi nez v roce
2020. Oba roky byly ve srovnani s pfedchozimi roéniky mirn¢ chladnéjsi a srdzkové pomérné
vydatné, zejména pak v roce 2021 v mésicich Cervenci a srpnu, kdy probihalo dozravani a
sklizen.

Prvni pokusnou variantou byla kontrola bez oSetieni, dal§i kontrolni varianta byla oSetiena
ucinnou latkou dikvar v kombinaci s ucinnou latkou Flexi. ZkouSeny byly ucinné latky
pyraflufen-ethyl, fluroxypyr, karfentrazon-ethyl, flumioxazin a kys. pelargonovd. Uginna latka
fluroxypyr byla zkouSena pouze vroce 2020 a byla kombinovana s pyraflufen-ethylem,
smacedlem Dash HC a s hnojivem DAM. V roce 2021 byla zafazena G¢inna latka flumioxazin.
Pro zvyseni ucinku byly ptipravky kombinovany se smacedlem Dash HC a s hnojivem DAM.
Pro omezeni rozpadu plodi bylo k nékterym variantam piidavano lepidlo. Také byla zkouSena
varianta pouze s vysokou davkou hnojiva DAM v poméru 1:1 svodou a v kombinaci se
smacedlem. Davka aplikacni kapaliny byla 400 1/ha, v roce byla u nékterych variant davka
aplikacni kapaliny snizena na polovinu (200 1/ha). Jednalo se o variantu s pyraflufen-ethylem
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(var. €. 4), variantu s kyselinou pelargonovou (var. ¢. 7.) a variantu s vysokou davkou hnojiva
DAM 1:1, kde bylo pouzito 100 | DAM + 100 | vody (var. ¢. 8). Seznam variant v roce 2020
uvadi tabulka 2 a seznam variant v roce 2021 je v tabulce 3.

Pokusné ptipravky byly v obou letech aplikovany ve dvou terminech (termin A: 15.7.2020,
21.7.2021, termin B: 22.7.2020, 26.7.2021). Byla hodnocena ucinnost na stirovnik a na nejvice
zastoupené plevele (hefméankovec, lociku a pchace — v roce 2020 pcha¢ obecny a v roce 2021
pchac¢ oset), dile bylo hodnoceno pukani luskli a obristani. Hodnoceni probéhlo vzdy ve
¢tyfech terminech (15.7., 20.7., 23.7.,27.7. v roce 2020 a 22.7., 26.7., 29.7., 1.8. v roce 2021).
Posledni termin hodnoceni byl vzdy tésné pred sklizni.

Tabulka 2: Seznam variant v roce 2020

Varianta|P¥ipravky Udinné latky Aplikace |Davky na hektar
1 Kontrola Kontrola - -
2 Reglone + Flexi Dikvat + lepidlo Termin B 35+051
3 Kabuki + Dash + DAM Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM Termin A| 08+1+101
4 Kabuki + Starane Forte + Dash + DAM |Pyraflufen-ethyl + fluroxypyr + smacedlo + DAM Termin A| 08+06+1+101
5 Spotlight + Dash + DAM Karfentrazon-ethyl + smacedlo + DAM Termin A 1+1+101
6 Beloukha + Dash + DAM Kyselina pelargonovd + smacedlo + DAM Termin A 16+1+101
7 DAM 1:1 + Dash DAM 1:1 + Dash Termin B 200+11
8 Kabuki + Dash + DAM Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM Termin A| 08+ 1+1001

Tabulka 3: Seznam variant v roce 2021

Varianta | Piipravky Utinné latky Aplikace |DAvky na hektar
1 Kontrola Kontrola - -
2 Reglone + Flexi Dikvdt + lepidlo B 35+0,11
3 Kabuki + Dash + DAM Pyraflufen-ethyl + smdcedlo + DAM A 08+1+101
4 Kabuki + Dash + DAM (voda 200 I/ha) Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM (voda 200 l/ha) A 08+1+101
5 Spotlight + Dash + Flexi + DAM Karfentrazon-ethyl + smacedlo + lepidlo + DAM A 1+1+01+101
6 Sumimax + Dash + DAM Flumioxazin + smdcedlo + DAM A 0,142 kg+1+101
7 Beloukha + Dash + DAM (voda 200 I/ha) |Kyselina pelargonovd + smdcedlo + DAM (voda 200 l/ha) A 16+1+101
8 DAM 1:1 + Dash (voda 100 I/ha) DAM 1:1 + smacedlo (voda 100 l/ha) B 100 +11

Vizuélné byl hodnocen podil odumftelych/zaschlych/hnédych pletiv v % zvlast pro listy, stonky
a plodenstvi. U pleveli bylo hodnoceno celkové poskozeni rostliny v %. Dale bylo hodnoceno
pukani lusk (hodnocen podil puklych luski v %) a obristani porostu (pokryvnost listové
plochy nové obrostlych zelenych rostlin na parcele v %). Posledni hodnoceni vzdy probéhlo
tésné pred sklizni. Vysledky byly vyhodnoceny v programu Statistica 12 metodou analyzy
rozptylu a naslednym testovanim Tukeyho testem na hladiné a 0,05.

Vysledky

Zasychani/odumirdni/hnédnuti listt

Ptirozené ukoncovani vegetace béhem dozravani bylo u Stirovniku v obou letech velmi pomalé.
V roce 2020 bylo v dob¢ aplikace zaschlych 0 % listové plochy a v roce 2021 bylo zaschlych
13 az 18 % listd. Jednalo se zejména o listy ve spodnich patrech. OSetfenim porostl se
zasychani listi urychlilo. V roce 2020 se zasychani listi zlepsilo o 10 az 50 % oproti neoSetfené
kontrole. V roce 2021 byla zasychani listi po oSetfeni mensi nez v roce 2020 a zasychani se
oproti neosetiené kontrole zlepsilo o 3 az 45 %. Nejlepsi zasychani listl bylo vzdy na varianté
S dikvatem. Druhou nejlepsi variantou pak byly varianty s pyraflufen-ethylem. V roce 2021 se
ale zasychani listl po oSetieni pyraflufen-ethylem zlepsilo jen o 10 % a nebyl zde prikazny
rozdil oproti neoSetiené kontrole. Zvyseni davky hnojiva DAM z 10 na 100 1 nemélo prukazny
vliv na zvySeni ¢innosti pyraflufen-ethylu, a k ovlivnéni G¢innosti nedoslo ani snizenim davky

cvwr

s kyselinou pelargonovou, a varianta s vysokou davkou hnojiva DAM 1:1 s vodou. Nizsi
ucinnost desikantti v roce 2021 mohla byt zpiisobena vyrazné vlhéim pocasim.
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Tabulka 4: Zasychani listové plochy v roce 2020

Varianta/ucinna latka Termin aplikace Listy (% mrtvych/hnédych/suchych pletiv)
Datum hodnoceni: 15.7. 20.7. 23.7. 27.7.

1|Kontrola - 0 a 0 a 0 a 8 a
2|Dikvat + lepidlo B 0 a 0 a 3 ab 57 c
3|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 0 a 23 c 40 de 43 bc
4|Pyraflufen-ethyl + fluroxypyr + smdcedlo + DAM A 0 a 22 c 32 cd 42 bc
5|Karfentrazon-ethyl + smdcedlo + DAM A 0 a 22 c 35 de 53 c
6|Kyselina pelargonova + smacedlo + DAM A 0 a 10 b 18 bc 18 a
7|DAM 1:1 + Dash B 0 a 0 a 0 a 28 ab
8| Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 0 a 27 c 48 e 48 bc

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

Tabulka 5: Zasychani listové plochy v roce 2021

Varianta/ic¢inna litka Termin aplikace Listy (% mrtvych/hnédych/suchych pletiv)

Datum hodnoceni: 22.7. 26.7. 29.7. 1.8.

1|Kontrola - 15 a 17 a 18 a 20 a
2|Dikvat + lepidlo B 15 a 17 a 62 c 65 b
3|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 17 a 27 abc 35 b 30 a
4|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM (voda 200 l/ha) A 18 a 29 c 30 ab 30 a
5|Karfentrazon-ethyl + smacedlo + lepidlo + DAM A 17 a 26 abc 25 ab 28 a
6|Flumioxazin + smacedlo + DAM A 17 a 28 bc 25 ab 27 a
7|Kyselina pelargonovd + smdacedlo + DAM A 13 a 26 abc 23 ab 25 a
8|DAM 1:1 + smacedlo B 17 a 18 ab 22 a 23 a

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

Zasychéni/odumirani/hnédnuti stonki a plodf

Zasychani stonkti bylo jesté pomalejsi nez zasychani listi. V dob¢ prvni aplikace bylo v obou
letech zaschlych 0 % stonki. ZlepSeni zasychdni stonkl po oSetieni se pohybovalo od 0 do
30 %. Nejlepsi variantou byla varianta s dikvatem a na druhém misté byly opét varianty s
pyraflufen-ethylem. Prikazny rozdil v obou letech byl zjistén pouze u varianty s dikvdtem.
Vysledky uvadi tabulka 6.

Tabulka 6: Zasychani stonkii v roce 2020

Varianta/ucinna latka Termin aplikace Stonky (% mrtvych/hnédych/suchych pletiv)
Datum hodnoceni: 15.7. 20.7. 23.7. 27.7.

1|Kontrola - 0 a 0 a 0 a 0 a
2|Dikvat + lepidlo B 0 a 0 a 0 a 17 b
3|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 0 a 10 b 13 b 15 ab
4|Pyraflufen-ethyl + fluroxypyr + smdcedlo + DAM A 0 a 7 b 10 b 13 ab
5|Karfentrazon-ethyl + smacedlo + DAM A 0 a 10 b 12 b 15 ab
6|Kyselina pelargonova + smdcedlo + DAM A 0 a 0 a 0 a 0 a
7|DAM 1:1 + Dash B 0 a 0 a 0 a 7 ab
8|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 0 a 10 b 15 b 17 b

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

Tabulka 7: Zasychani stonki v roce 2021

Varianta/ucinna latka Termin aplikace Stonky (% mrtvych/hnédych/suchych pletiv)

Datum hodnoceni: 22.7. 26.7. 29.7. 1.8.

1|Kontrola - 0 a 0 a 0 a 0 a
2|Dikvat + lepidlo B 0 a 0 a 20 c 30 b
3|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 0 a 3 a 8 b 6 a
4|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM (voda 200 l/ha) A 0 a 3 a 3 a 5 a
5|Karfentrazon-ethyl + smacedlo + lepidlo + DAM A 0 a 2 a 2 a 2 a
6|Flumioxazin + smacedlo + DAM A 0 a 3 a 1 a 1 a
7|Kyselina pelargonova + smacedlo + DAM A 0 a 2 a 0 a 2 a
8|DAM 1:1 + smacedlo B 0 a 0 a 0 a 0 a

Pozn.: pismenné indexy zndazornuji statistické rozdily na hladiné a 0,05
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Zasychani ploda bylo ve srovnani se zasychanim listi a stonkli pomé&rné rychlé. V roce 2020
bylo v terminu prvni aplikace zaschlych 27 az 30 % plodi. Zasychani plodi bylo pomérné
pozvolné a v dobé sklizné bylo na kontrole zaschlych 77 % plodi. Na vSech oSetfenych
variantdch pak doslo ke zlepsSeni zasychani plodi o 6 az 16 %. V roce 2020 bylo nejlepsi
zaschnuti plodd na variantach s pyraflufen-ethylem. V roce 2021 bylo v dobé prvni aplikace
zaschlych 86 az 88 % luski a do sklizné doslo k zaschnuti 100 % lusk® na vSech variantach.
V tomto roce oSetieni porostu na zadné varianté pritkazné€ neurychlilo zasychani luska.

Tabulka 8: Zasychani plodi v roce 2020

Varianta/ucinna latka Termin aplikace Plody (% mrtvych/hnédych/suchych pletiv)
Datum hodnoceni: 15.7. 20.7. 23.7. 27.7.

1|Kontrola - 27 a 35 a 47 a 77 a
2|Dikvat + lepidio B 27 a 32 a 42 a 88 b
3|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 28 a 47 a 68 b 92 b
4|Pyraflufen-ethyl + fluroxypyr + smdcedlo + DAM A 30 a 52 a 68 b 92 b
5|Karfentrazon-ethyl + smacedlo + DAM A 28 a 48 a 68 b 90 b
6|Kyselina pelargonova + smacedlo + DAM A 28 a 37 a 58 ab 83 ab
7[DAM 1:1 + Dash B 27 a 32 a 47 a 87 ab
8|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 28 a 52 a 77 b 93 b

Pozn.: pismenné indexy zndzornuji statistické rozdily na hladiné a 0,05

Tabulka 9: Zasychani plodi v roce 2021

Varianta/icinna litka Termin aplikace Hlavky (% mrtvych/hnédych/suchych pletiv)

Datum hodnoceni: 22.7. 26.7. 29.7. 1.8.

1|Kontrola - 87 a 97 a 97 a 100 a
2|Dikvat + lepidio B 87 a 97 a 97 a 100 a
3|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 88 a 99 a 99 a 100 a
4|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM (voda 200 l/ha) A 87 a 99 a 99 a 100 a
5|Karfentrazon-ethyl + smadcedlo + lepidlo + DAM A 87 a 99 a 100 a 100 a
6|Flumioxazin + smacedlo + DAM A 86 a 98 a 100 a 100 a
7|Kyselina pelargonova + smdcedlo + DAM A 87 a 99 a 100 a 100 a
8|DAM 1:1 + smdacedlo B 87 a 98 a 99 a 100 a

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

Pukani luskii a obrastani

Pukani luskd bylo u Stirovniku rizkatého velkym problémem. V roce 2020 byly lusky v dobé
prvni aplikace jest¢ pomérné hodné zelené a nepukaly. Po péti dnech od prvni aplikace se
rozpad luskii pohyboval okolo 3 % a tésné pted sklizni, kdy bylo horké suché pocasi bylo na
neosSetiené kontrole pukani luskti od 25 %. Nejvétsi pukani luskd (okolo 40 %) bylo na
variantach s pyraflufen-ethylem kde byly lusky nejlépe zaschlé. V roce 2021 bylo i pres vétsi
zaschnuti luskll v terminu prvni aplikace puklych pouze okolo 3 % luskd, ale po péti dnech to
na neoSetfené kontrole bylo 11 %, o dalsi 3 dny pozdéji 40 % a pted sklizni dosahlo pukani
luskl na kontrole v priméru 60 %. Na oSetfenych variantach bylo pukani luskli o néco vyssi
neZ na neosetiené kontrole, ale variabilita v pukéni luskli byla pomérné vysoké a v Zadném roce
nebyly zjistény prikazné rozdily mezi variantami.

Obristani rostlin Stirovniku nebylo pfili$ intenzivni. V roce 2020 bylo obrlstani zaznamenano
az v poslednim terminu hodnoceni tésné pted sklizni, kdy se pohybovalo od 0 do 13 %. Rostliny
viibec neobrustaly na kontrolni varianté. Obristaly pouze zasychajici rostliny a obristani zacalo
cca tyden po oSetfeni. Proto k obristani nedochazelo na variantdch oSetienych ve druhém
terminu oSetfeni (sklizenn zde prob&hla po péti dnech po osetfeni). V roce 2021 rostliny
Vv pribéhu pokusu neobristaly na zadné varianté, pravdépodobné proto, ze celkové zaschnuti
rostlin bylo pomérné nizké.
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Utinnost na plevele

Byla hodnocena také u€innost na nejvice zastoupené plevele, tj. na hefmankovec pfimotsky,
lociku kompasovou, pcha¢ obecny (v roce 2020) a pchac¢ oset (v roce 2021). Hefmankovec
Vv prib&hu pokust dozréaval a ptirozené ukoncoval vegetaci také na neosetfené kontrole. V roce
2020 bylo zaschnuti hefmdnkovce na neoSetfené kontrole 67 % a v roce 2021 85 %.
K nejlepsimu zaschnuti rostlin hefmankovce doslo na varianté oSetiené dikvatem. Ke zlepSeni
zasychani hefmankovce doslo také na variantach s pyraflufen-ethylem. Zasychani srovnatelné
s kontrolou bylo na variantach s kyselinou pelargonovou a s vysokou davkou hnojiva DAM 1:1
s vodou, a také na variant¢ s flumioxazinem, ktera byla zkousena pouze v roce 2021.

Dalsim vyznamnym plevelem byla locika, kterd na neoSetfené kontrole nezasychala. K jejimu
poskozeni nedoslo také na varianté s vysokou davkou hnojiva DAM. Nejlepsi zasychani lociky
bylo na varianté s dikvdtem a na variantach s pyraflufen-ethylem. U pyraflufen-ethylu bylo
nejlepsi zaschnuti ve tfetim terminu hodnoceni (7 az 8 den po oSetfeni). Pozdéji zacala locika
obristat. Nepfiznivy vliv na a¢innost pyraflufen-ethylu na zasychani lociky mélo také snizeni
davky aplikaéni kapaliny ze 400 na 200 1/ha. Na pchéace byla u vétSiny zkouSenych variant
nulova ucinnost a ucinkoval na né pouze dikvdt, kde bylo zasychani okolo 90 %.

Tabulka 10: U¢innost na plevele v roce 2020

Varianta Termin aplikace Ucinnost na plevele v % (podil po§kozenych pletiv)
Druh plevele: HeFmdnkovec Locika Pchaé obecny
Datum hodnoceni: | 15.7. | 20.7. | 23.7. | 27.7. | 15.7. | 20.7. | 23.7. | 27.7. | 15.7. | 20.7. | 23.7. | 27.7.

1|Kontrola - 23 32 45 67 0 0 0 0 0 0 0 0
2|Dikvat + lepidlo B 22 30 37 97 0 0 0 78 0 0 0 90
3|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 23 48 77 83 0 82 85 78 0 0 0 0
4|Pyraflufen-ethyl + fluroxypyr + smacedlo + DAM A 20 55 82 88 0 80 90 90 0 0 0 0
5|Karfentrazon-ethyl + smacedlo + DAM A 22 42 55 77 0 60 73 78 0 5 25 25
6|Kyselina pelargonova + smacedlo + DAM A 23 38 43 60 0 0 0 0 0 0 0 0
7|DAM 1:1 + Dash B 22 32 40 68 0 0 0 0 0 0 0 0
8|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 20 55 87 87 0 87 93 87 0 5 5 10

Tabulka 11: Ucinnost na plevele v roce 2021

Varianta Termin aplikace Utinnost na plevele v % (podil po§kozenych pletiv)

Druh plevele: Heimdankovec Locika Pchaé oset
Datum hodnoceni:| 22.7. | 26.7. | 29.7. | 1.8. | 22.7. | 26.7. | 29.7. | 1.8. | 22.7. | 26.7. | 29.7. | 1.8.

1|Kontrola - 83 85 85 85 0 0 0 0 0 0 0 0
2|Dikvat + lepidlo B 85 88 100 | 100 0 0 90 93 0 0 7 95
3|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM A 85 90 93 92 0 77 93 85 0 0 0 0
4|Pyraflufen-ethyl + smacedlo + DAM (voda 200 l/ha) A 87 91 93 95 0 82 80 60 0 0 0 0
5|Karfentrazon-ethyl + smacedlo + lepidlo + DAM A 85 87 87 88 0 62 45 30 0 0 0 0
6|Flumioxazin + smacedlo + DAM A 85 88 82 79 0 67 55 37 0 0 0 0
7|Kyselina pelargonova + smacedlo + DAM A 83 87 82 82 0 42 45 30 0 0 0 0
8|DAM 1:1 + smacedlo B 85 88 88 88 0 0 10 3 0 0 0 0

Diskuze

Zasychani Stirovniku bylo pomérné pomalé podobné jako u nékterych jinych druhi jetelovin.
Pozvolné zasychani rostlin v pribéhu dozravani bylo zaznamenano také u jetele lu¢niho
(Kubikova a kol. 2020a), kde také nejrychleji zasychaly hlavky (plody), ale ostatni Casti,
zejména pak stonky, zlstavaly zelené. I u jetele lucniho byla intenzita zasychani rostlin
ovlivnéna ro¢nikem a ve vlh¢im roce bylo zasychani rostlin vyrazné pomalejsi. Podobné jako
u Stirovniku ziistavaly stonky a listy zelené také u vojtésky seté a tolice dételové (Kubikova a
kol. 2021a). U jetele nachového bylo naopak zasychani rostlin v prabéhu dozravani pomérné
rychlé (Kubikova et al. 2020b).

U stirovniku dochazelo k pukani luskl a vydrolu semen, jeho intenzita zdvisela na zralosti
luskii. V tomto ohledu byl vhodnéjsi ¢asnéjsi termin aplikace desikantd, ve fazi zaschnuti luskti
okolo 27 %, nez v pozd&jsi tazi dozravani, kdy byly lusky vice proschlé a zna¢né se zvysil podil
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puklych luska. Intenzita pukani luski také zavisela na pocasi a ve vlhéim ro¢niku bylo pukéani
mén¢ intenzivni. K podobnym vysledkiim dospéli také Kubikova a kol. (2020b) u jetele
inkarnatu kdy byl odrol hlavek ve vlhéim pocasi méné intenzivni.

Obrustani bylo u Stirovniku ve srovnani s jinymi jetelovinami jako je jetel luéni (Kubikova a
kol. 2020a) nebo vojtéska (Kubikova a kol. 2021a) pomérné nizké a zaviselo na mife zaschnuti
porostu.

Z u¢innych latek se u Stirovniku nejvice osvédcCil dikvat a druhou nejucinnéjsi variantou byl
pyraflufen-ethyl. Pyraflufen-ethyl a dalsi zkousené latky G¢inkovaly pomaleji nez dikvdt a jejich
ucinnost byla vice ovlivnéna rocnikem. U dikvatu se maximalni G¢inek projevoval po 4 az 7
dnech. U ostatnich G€¢innych latek byl nastup uc¢inku cca o tyden pomale;jsi. Podobné vysledky
byly ziskany i u dalSich plodin (Kubikova a kol. 2020a, Kubikova 2020b, Kubikova a kol.
2021a, Kubikova a kol. 2021b). Soltani a kol. (2013) srovnavali G¢inky pusobeni dikvdtu,
karfentrazonu a flumioxazinu na dozravani jedlych fazoli a nejvyssi desikacni ti¢inek mél
podobné jako v nasich pokusech dikvat. V nasich pokusech se Stirovnikem byla G¢inna latka
flumioxazin zkousena pouze v roce 2021, a podobn¢ jako u vSech ostatnich latek s vyjimkou
dikvatu byla jeji ucinnost nizka. V obou sledovanych letech byla velmi nizkd ucinnost u
varianty s kyselinou pelargonovou, ktera méla pomérné¢ dobrou ucinnost u jetele lu¢niho
(Kubikova a kol. 2020). U této G¢inné latky je také horsi G¢innost na plevele. Nejvyssi ti¢innost
na plevele byla u diktatu, a pak u pyraflufen-ethylu, ktery G¢inkoval na hefmankovec a lociku.
Podobné vysledky byly ziskany také u jinych plodin, kde byla sledovana G¢innost na tyto
plevele napft. u jetele luéniho (Kubikova a kol. 2020a) a nachového (2020b).

Zavér

Zasychani rostlin bylo ve srovnani s U¢inky dikvdtu v ostatnich zkouSenych variantach
pomalejsi, a byl zde vétsi vliv ro¢niku nez u dikvatu. Zejména v roce 2021 byla G¢innost
zkousenych ucinnych latek na Stirovnik pomérné nizka (zlepSeni zasychani bylo jen okolo
10 %, coZ pro usnadnéni sklizn€ nemélo velky vyznam). Z hlediska u¢innosti na plevele se jevi
nejperspektivnéjsi G¢inna latka pyraflufen-ethyl, ktera pomérné dobie tuc¢inkovala na
hetmankovec a také na lociku, které byly v porostech nejvyznamnéji zastoupenymi plevely.
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Vliv sloZeni porostu na disperzi Skodlivych organismu a prostorovou
asociaci mezi nimi

Effect of crop composition on distribution of harmful organisms and the spatial
association between them

Ondrackova E.L, Seidenglanz M.2, Arbeldaez M. M., Smykalova L%, Klem K.°,
Fajmon L.®

1.2.3.4pgritec Plant Research s.r.o.
58Ustav vyzkumu globalni zmény AV CR, v. v. i.

Abstrakt

Béhem let 2020 a 2021 byl ve velko-parcelnich pokusech tvofenych z ¢asti hrachovou
monokulturou, z ¢asti sméskou hrachu a jarniho je¢mene hodnocen charakter disperze
symptomu dilezitych chorob hrachu, nékterych skiideti a vynosovych charakteristik v porostu
(metoda SADIE). Mira prostorové shody ¢i odliSnosti mezi disperznimi vzorci stanovenymi
pro jednotlivé znaky (choroby, S$ktdci, vynosové prvky) byla analyzovana s pomoci
»Association Analysis®. VétSina Skodlivych organismli je v porostech nerovnomérné
dispergovana se silnou tendenci k agregaci do ur€itych zon porostu. Disperzni vzorce stanovené
pro jednotlivé Skodlivé organismy mohou byt navzajem v prostoroveé asociaci i1 disociaci.
Klic¢ova slova: hrach, luskovino-obilni sméska, Skidci, choroby, SADIE analyza

Abstract

During 2020 and 2021 distribution patterns for important fungi diseases, some insect pests and
yield characteristics were assessed in large plot trials consisting of field pea mono and field
pea/spring barley mixture crops. SADIE was used for analysing raw data. The distribution
patterns stated for the individual traits (diseases, insect pests, and yield characteristics) were
compared one another with usage of Association Analysis. The distributions for many harmful
organisms showed tendency to be aggregated (positively even negatively). There were recorded
significant associations even dissociations among the distribution patterns.

Keywords: pea, pea-spring barley mixture, pests, diseases, SADIE analysis

Uvod

Zvysit podil luskovin na orné pudeé, tedy zvysit frekvenci jejich zarazovani do velmi
jednoduchych osevnich sledtl postavenych obvykle na nékolika obilovinach a fepce je zadouci.
Jednou z piekazek, které brani vétSimu vyuzivani a péstovani napf. hrachu (mimo mnoha
ekonomickych divodi), je jeho vynosova nestabilita. A hlavni pfi¢inou této nestability je
obecné nizka tolerance porostii hrachu k (a)biotickym stresim (Rubiales at al. 2015). Vime
nyni pomérné dost o vztahu mezi rostlinou a Skodlivym organismem na urovni jedinc.
Pokro¢ime-li vSak o troven vysSe, tedy k populacnim projeviim vySe popsané¢ho vztahu
(K interakcim porost s vice riznymi Skodlivymi organismy), vime toho piekvapivé velmi
malo. SADIE (Spatial Analysis by Distance Indices) je analyza navrzena specialn€ pro analyzu
poctu jednotlivcl na zndmych mistech a byla vyvinuta pro praci s ekologickymi daty, ktera 1ze
povazovat za ,,nerovnomérnd®. Takové distribuce se bézn¢ vyskytuji naptiklad v populacich
hmyzu, kde jsou Casto patrné jednotlivé shluky jednotliveti (Winder at al. 2019).

Cilem tohoto piispevku je predevsim ovéftit platnost téchto hypotéz:

Disperze houbovych chorob hrachu v porostu neni rovnomérna a v nékterych ptipadech ani
nahodnd — symptomatické projevy mohou byt statisticky vyznamné agregovany v urcitych
zonach.
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Prostorové asociace mezi disperznimi vzorci stanovenymi pro jednotlivé choroby hrachu a dalsi
Skodlivé organismy mohou nabyvat riznych forem: od signifikantni asociace (koncentrace do
stejnych zon) pres ndhodny vztah az po statisticky vyznamnou disociaci (vyhybani se
navzajem).

U vyznamnéji se projevujicich chorob lze ocekavat prostorovou disociaci (negativni
prostorovou korelaci) mezi disperzi symptomt téchto chorob a disperzi vynosovych
charakteristik v porostu.

Material a metody

Hodnoceni, na jejichz vysledcich je zaloZen tento ptispévek, byla provadéna v letech 2020 a
2021 na lokalité Rapotin (okres Sumperk) ve velko-parcelnich pokusech s hrachem a jeho
sméskou s je¢menem jarnim. V roce 2020 byl pokus tvofen ¢tyfmi vnitinimi parcelami (2x
monokultura hrachu a 2x smés hrachu s je¢menem s vysevkem v poméru 50 : 50 o velikosti
kazdé z parcel 40 x 40 m) a jednou parcelou vnéjsi (monokultura hrachu; o velikosti parcely 52
x 40 m). Ctyfi vnitini parcely byly ze dvou stran obklopeny 6 m $irokym pasem tvofenym
kombinaci 3 odrad hrachu (Cysterski, Abarth a Eso). Tento pas slouzil jako lapaci pas pro
nckteré Skidce. Velikost celého pokusu byla 52 x 200 m. V ramci celého pokusu bylo
rozmisténo 105 hodnoticich mist se znamou polohou (soutadnice). Polohy mist jsou dobie
patrné z Obrazku 1a—d. V pokusu zaloZzeném v roce 2021 se pracovalo jen se ¢tyfmi vnitinimi
parcelami o velikosti 30 x 50 m. Blok parcel byl obklopen 6 m Sirokym lapacim pasem stejného
slozeni jako v roce 2020 a celkova plocha pokusu byla 75 x 120 m. Stejné jako v roce 2020 i
v roce 2021 byla hodnoceni provadéna opakované na piedem oznacenych mistech tvoticich
dohromady 64 hodnoticich mist.

Vyskyt chorob i Skiidct byl v kazdém hodnoticim misté hodnocen na 5-10 ndhodné vybranych
rostlindch. Komplex kotfenovych a krékovych chorob a virézy byly hodnoceny bodovou
stupnici 1-5, kde 1 = bez napadeni, 2 = slabé ptiznaky napadeni s mirnym zloutnutim rostlin
do 25 %, 3 = stfedni napadeni, Zloutnuti rostlin bez negativniho vlivu na rist, 4 = silné napadeni
S vyraznou rustovou depresi, 5 = velmi silné napadeni spojené s odumirdnim rostlin. U chorob
vyznacujicich se nekrotickymi skvrnami — strupovitost hrachu (Mycosphaerella pinodes),
pliseni hrachu (Peronospora pisi) se uvadélo % napadené listové plochy (plisei) nebo %
napadené plochy listl a luskt (strupovitost). Pro nékteré analyzy se té€z vyuzil pocet napadenych
(symptomatickych) rostlin (frekvence). Hodnoceni chorob se provadélo 2krat za rok v rstové
fazi BBCH 69 a 75. Skadci byli hodnoceni vicekrat v rozpéti ristovych fazi BBCH 51-75.
V tomto pfispévku jsou vyuzity vysledky hodnoceni zamétenych na kyjatku hrachovou a
vajicka zrnokaza hrachového. Na kazdém z mist byl také hodnocen vyskyt plevell (v této studii
nezahrnuto). Z kazdého mista byly v dobé zralosti odebrany z jednotkové plochy (0,5 m?)
nadzemni ¢asti vSech rostlin a pro hrach zjistény tyto udaje: pocet plodonosnych vétvi/vyhon,
pocet luskli/vyhon, pocet semen/lusk, suchd nadzemni biomasa. Béhem roku byl také porost
dvakrat skenovan pomoci dronu (nebo letadla) a pro kazdé hodnotici misto (pfesnéji feceno pro
kruhovou plochu porostu 28 m? v okoli hodnoticiho mista; polomér 3 m) vyjadfeny primérmé
urovné pro 64 ruznych vegetacnich indexi (v této studii bude vyuzit pouze index NDVI
_925 710).

Pro analyzu primarnich dat (napf. pro analyzu napadeni rostlin kofenovymi a krckovymi
chorobami na jednotlivych mistech v uréitém terminu) s cilem zjistit charakter disperze
hodnoceného znaku v porostu pokusu, a tedy i pro vyjadieni disperzniho vzorce pro tento
konkrétni znak, byla vyuzita Spatial Analysis by Distance IndicEs (SADIE Version 1.22, Perry
et al. 1999). Pomoci této metody je mozné zjistit, jestli je disperze konkrétniho znaku ndhodna
nebo jestli zde dochazi k signifikantni agregaci (pozitivni nebo negativni) do urcitych zon. Po
zjisténi disperznich vzorct pro jednotlivé hodnocené znaky (choroby, sktidci, vynosové prvky)
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bylo mozné pfistoupit k analyze toho, do jaké miry jsou disperzni vzorce jednotlivych znakt
prostorové shodné (asociace) ¢i odlisné (disociace). I toto Ize kvantifikovat a vyjadrtit s vysokou
mirou pravdépodobnosti (nejméné 95 %) a vyloucit nahodu. Byla vyuzita metoda Association
Analysis, postupovano dle Perry a Dixon (2002).

Vysledky

Charakter disperze symptomatickych projevil, respektive poctli napadenych rostlin, byl pro
vétsinu v roce 2020 hodnocenych chorob hrachu nendhodny se statisticky vyznamnou tendenci
k agregaci do urcitych zon. V téchto ptipadech se v porostech vyskytovaly jednak mista s
nendhodné vyrazné slab$im vyskytem (projevem), tak zvané gapy, tak naopak i1 mista
s nenahodné vys$im vyskytem (dopadem, projevem) dané choroby (Tabulka 1). To je dobfie
patrné pro nékolik hodnocenych chorob z Obrazku 1. Disperzni vzorce byly v ptipadé
nékterych chorob (napfi. krékové a kofenové choroby vs. M. pinodes) vyrazné navzajem odlisné,
Vv ptipad¢ jinych vykazaly ur¢itou prostorovou shodu (napi. M. pinodes vs. virdzy).

I vroce 2021 byly symptomatické projevy (nebo pocty napadenych rostlin) v porostu
v nékterych ptipadech (choroba a datum hodnoceni) dispergovany nenahodné, tedy s jasnou
tendenci k agregaci do urcitych zon v porostu (Tabulka 2). A podobné jako v predchazejici
sezon¢ 1 vroce 2021 se disperzni vzorce vyjadiené pro hodnocené choroby v nékterych
piipadech velmi prostorove rozchazely, v jinych se do jisté miry shodovaly.

Miru shody mezi dvéma disperznimi vzorci (prvni vzorec pro znak 1 vs. druhy vzorec pro znak
2), tedy tim, jak jsou v porostu dispergovany napi. symptomatické projevy dvou riiznych
chorob, nebo jedné choroby a vyskyt n¢jakého sklidce, 1ze jednoznacné kvantifikovat pomoci
Asociacni analyzy. Vzdy jde o porovnani jedné dvojice znaktl. V této studii byly podrobeny
analyze témét vSechny mozné kombinace disperznich vzorci stanovenych pro vSechny
hodnocené choroby, dale pak pro choroby a hodnocené skiidce (kyjatka hrachova hodnocena
Vv n¢kolika terminech, tfdsnénky v n¢kolika terminech a disperze vaji¢ek zrnokazi hodnocena
V n¢kolika terminech). Neni zde mozné demonstrovat v§echny ziskané vysledky, zamétujeme
se tedy pouze na nékteré z nich (Tabulka 3). Z vysledki uvedenych v této tabulce je zfejmé, ze
disperzni vzorce stanovené pro nékteré skodlivé organismy se navzajem statisticky vyznamné
pozitivné shoduji neboli asociuji (napft. disperze virdz s disperzi M. pinodes; disperze msic
s disperzi virdz; disperze msic s disperzi M. pinodes), jiné mohou byt ve statisticky vyznamné
prostorové disociaci. V tomto druhém piipad¢ 1ze pak vysledek interpretovat tak, ze dané dva
organismy se sob¢ vyhybaji. Pfesnéji feceno, jeden se snazi dostat do mist nenapadenych tim
druhym. To je dobie patrné ze srovnani disperze vajicek zrnokaza hrachového a vétSiny chorob
(virovych i houbovych). Samice zrnokaza preferuji (ocekévateln€) mista se zdravymi rostlinami
pro kladeni vajicek (zdrava rostlina poslouzi larvé 1épe).

Stejnym zpusobem lze téZ vyhodnotit a kvantifikovat miru shody nebo naopak neshody mezi
disperzi skodlivych organismi a znakl determinujicich vynos, popt. jeho kvalitu. Z vysledki
sefazenych v Tabulce 4 je patrné, Zze disperzni vzorce pro jednotlivé hodnocené Skodlivé
organismy nejsou vzdy v disociaci s disperznimi vzorci znakli ukazujicich na vynos semen
(pocet plodonosnych vétvi, semen v lusku, pocet luskii na rostlinu) nebo hmoty (biomasa,
NDVI).
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Tabulka 1 Vysledky analyzy disperze (SADIE) vyznamnych chorob hrachu v porostu
celého pokusu (hodnoceno jako jeden porost) v roce 2020.

Datum * s ok
hodnoceni choroba la (Pa) Vi () Vi (Py)
18.6.20 kofenové a krekové ch. (Setnost viskytu |, 55 | 5003 | 241 | 0.0002| 2.25 |0.0018

napadenych rostlin — %)
16.7.20 kofenové a krekové ch. (Eetnost vyskytu |, o6 | 5002 | 2,65 | 0.0000 | 2.30 |0.0003
napadenych rostlin — %))
18.6.20 lg;)renove akrckové ch. (st. napadeni 1= |y oo | 0644 | 154 | 0.0612 | 1.41 |0.0922
16.7.20 1;;’“’“0“’ a krckové ch. (st. napadeni 1- | 151 5 598 | .2.09 | 0.0013 | 2.01 |0.0020
18.6.20 P. pisi (% napadené list. plochy) 2.26 | 0.0007 | -2.20 |0.0013| 2.13 |0.0023
16.7.20 P. pisi (% napadené list. plochy) 141 | 0.0774 | -1.42 |0.0747 | 1.17 | 0.199
18.6.20 M. pinodes (% napadené plochy rostlin) | 0.73 | 0.9268 | -0.74 | 0.9256 | 0.65 | 0.9926
16.7.20 M. pinodes (% napadené plochy rostlin) | 4.35 | 0.0002 | -4.22 | 0.0000 | 3.51 | 0.0000
18.6.20 Virézy (Cetnost vyskytu napadenych 2.64 | 0.0003 | -2.54 |0.0002| 2.32 |0.0007
rostlin — %)
16.7.20 ?(’)I;t‘l’izr?_(%zt)no“ vyskytu napadenych 416 |0.0002 | -4.41 |0.0000 | 3.84 |0.0000
18.6.20 Virdzy (st. napadeni 1-5) 2.06 | 0.0032 | -2.08 | 0.0027 | 2.03 | 0.0042
16.7.20 Virdzy (st. napadeni 1-5) 210 | 0.0034 | -2.16 | 0.0027 | 2.23 | 0.0008
16.7.20 Padli (% napadené list. plochy) 3.80 | 0.0002 | -3.89 | 0.0000 | 4.08 | 0.0000
! ! ,
16.7.20 f(') Ss‘t‘;:ﬁ)r otiorum (% napadené plochy 0.83 | 0.6978 | -0.29 | 0.7034| 0.96 | 0.456
18.6.20 podil napadenych rostlin vSemi 169 | 0.0233 | -1.52 | 0.0469 | 1.62 | 0.031
chorobami (%)
16.7.20 podil napadenych rostlin ySemi 1.65 | 0.0302 | -1.86 | 0.0101| 1.64 | 0.024
chorobami (%)

“la —jestlize je tento index vyssi nez 1 pro P < 0.05, je disperze projevii dané choroby v porostu signifikantné
agregovana (nendhodna disperze), cervené zvyraznéné hodnoty

v

tak zvané "gapy" (mezery), kdyz je hodnota tohoto indexu nizsi nez -1 pro P < 0.05, cervené zvyraznéné

hodnoty

Vi - v porostu jsou pritomnd mista s nendhodné vyssim vyskytem dané choroby ¢&i vyssim poskozenim touto
chorobou, tak zvané "patche" (ohniska), kdyz je hodnota tohoto indexu vyssi nez 1 pro P < 0.05, cervené
zvyraznené hodnoty

Tabulka 2 Vysledky analyzy disperze (SADIE) vyznamnych chorob hrachu v porostu
celého pokusu (hodnoceno jako jeden porost) v roce 2021

Datum Choroba la (Pa) Vi (Py) Vi (Pi)

hodnoceni

01.07.2021 | M- pinodes (Cetnost vyskytu napadenych |4 13 | 9145 | 116 | 01921 | 1.09 | 0.2559
rostlin — %)

01.07.2021 | M. pinodes (% napadené plochy rostlin) 1.11 | 0.2432 | -1.11 | 0.2368 | 1.06 | 0.3058

12.07.2021 | M- Pinodes (Cetnost vyskytu napadenych | 4 75 | 5075 | _1.36 | 0.0590 | 1.65 | 0.0119
rostlin — %)

12.07.2021 | M. pinodes (% napadené plochy rostlin) | 1.11 | 0.2423 | -0.97 | 0.4941 | 1.19 | 0.1626

01.07.2021 | kofenové a krckove choroby (Eetnost 145 | 0.0349 | -1.50 | 0.0270 | 1.30 | 0.0848
vyskytu napadenych rostlin — %)

01.07.2021 ll‘fge)nove a krckové choroby (st. napadeni | ) 561 g 0490 | -1.23 | 0.1294 | 1.40 | 0.0474
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12.07.2021 I;?Zi‘;ﬁzizpl;ﬁ‘& icﬁ)ziﬁﬁy_(fz)m“t 2.47 | 0.0002 | -2.31 |0.0008 | 2.62 | 0.0000
12.07.2021 liffs‘;n“é a krckove choroby (st. napadeni | 5 o5 | ¢ 0005 | -1.93 | 0.0015 | 2.08 | 0.0012
01.07.2021 | oo (ost visiovtu napadenyeh 126 | 01108 | -1.08 |0.2901 | 1.40 | 0.0509
01.07.2021 | virézy (st. napadeni 1-5) 137 | 00618 | -1.30 | 0.0923 | 0.64 | 0.0665
12.07.2021 | Vo o vyskytu napadenjch 147 | 0.0339 | -129 | 00907 | 1.48 | 00303
12.07.2021 | virézy (st. napadeni 1-5) 163 | 0.0127 | -1.45 | 0.0359 | 1.65 | 00112

Poznamka: vysveétlujici komentar k udajiim se shoduje s komentarem pod Tabulkou 1

Tabulka 3 Vybér z vysledki asocia¢nich analyz pro konkrétni dvojice disperznich
vzorci vyjadirenych pro ruzné skodlivé organismy hodnocené v porostech v priibéhu

obou sezon (2020 a 2021)

Porovnavané disperzni vzorce pro znaky 12Index ps * statisticky
asociace X vyznamny
projev
rok 2020
Virozy (st. napadeni 1-5) M. pinodes (% napadené plochy rostlin) . .
16.7. 16.7. 0.55 0.0001 Asociace
Virézy (Cetnost vyskytu . o . .
napadenych rostlin — %) M. pinodes (% napadené plochy rostlin) |\ 6, | 99901 | *Asociace
16.7 16.7.
- S - -
Kyjatka hrachova (18.5.) 1M6' $'”°de5 (% napadené plochy rostlin) | 10| 59039 | Disociace
- 5 : -

Kyjatka hrachové (2.6.) M. pinodes (% napadenc plochy rosttin) | 915 101340 | Asociace
. . M. pinodes (% napadené plochy .
Kyjatka hrachova (10.6.) rostlin)16.7. 0.15 0.0596 | Asociace
Kyjatka hrachova (suma pro | M. pinodes (% napadené plochy rostlin) 0.20 0.0248 | *Asociace

v§echny terminy hodnoceni) |16.7. ' '

L ] Kyjatka hrachova (18.5.) -0.26 0.9966 | *Disociace
Virdzy (Cetnost vyskytu - - ” -
napadenych rostlin — %) KyJ. atka hrachova (2.6.) 0.37 0.0001 Asociace
18.6. Kyjatka hrachova (suma pro vSechny 021 00156 | *Asociace

terminy hodnoceni) ' '

) Kyjatka hrachova (25.5.) 0.22 0.0169 | *Asociace
Virozy (st. napadeni 1-5) ) - .

16.7. Kyj a:tka hrachova V(suma pro vSechny 0.02 04315 Asociace
terminy hodnoceni)
rok 2021
Disperze vajicek zrnokaza i e
hrachového (25.6.) 0.27 0.9845 Disociace
Disperze vajicek zrnokaza i e
hrachového (1.7.) . ’ 0.30 0.9861 Disociace

; s Vir6zy (st. napadeni 1-5) 1.7.

Disperze vajicek zrnokaza -0.35 0.9964 | *Disociace
hrachového (25.6.) ' '

Disperze vaji¢ek zrnokaza i [
hrachového (1.7.) 0.27 0.9861 Disociace
Disperze vaji¢ek zrnokaza M. pinodes (Eetnost vyskytu - .
hrachového (25.6.) napadenych rostlin — %) 1.7. 0.36 0.0037 Asoclace
Disperze vajic¢ek zrnokaza M. pinodes (% napadené plochy rostlin) . .
hrachového (1.7.) 127 0.50 0.0002 Asociace
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Disperze vaji¢ek zrnokaza M. pinodes (Cetnost vyskytu - .
hrachového (12.7.) napadenych rostlin — %) 12.7. 0.26 ] 0.0245 | *Asociace
Disperze vaji¢ek zrnokaza Kofenové a kr¢kové choroby (Eetnost i R
hrachového (18.6.) vyskytu napadenych rostlin — %) 1.7. 0.28 0.9824 Disociace
Disperze vajicek zrnokaza Kofenové a krckové choroby (Eetnost i e
hrachového (15.6.) vyskytu napadenych rostlin — %) 12.7. 0.31 0.9939 Disociace
Disperze vajicek zrnokaza Kofenové a krckové choroby (Cetnost ) e
hrachového (12.7.) vyskytu napadenych rostlin — %) 12.7. 0.34 0.9953 Disociace

Ykladnd hodnota X ukazuje na celkovou (pro celou plochu pokusu vyjadienou) asociaci mezi dvéma disperznimi
vzorci = je to projev pozitivai prostorove korelace

2zapornd hodnota X ukazuje na celkovou (pro celou plochu pokusu vyjadienou) disociaci mezi dvéma disperznimi
vzorci = je to projev negativni prostorove korelace

3V piipadé asociacni analyzy, ve které se porovndva shoda dvou odlisnych disperznich vzorcii (jde o formu two-
tail testu), je mozné s 95% pravdeépodobnosti tvrdit, Ze jde o signifikantni asociaci v pripade, Ze P < 0.025 a o
signifikantni disociaci v pripadé, ze P > 0.975

Tabulka 4 Vybér z vysledkii asocia¢nich analyz pro konkrétni dvojice disperznich vzorci.
V tomto pfipadé¢ jde o vyjadfeni prostorové shody/odliSnosti mezi disperzi nékterych
Skodlivych organismil a charakteristik ukazujicich na vynos (2020 a 2021)

* symbol
12Index pouzit, kdyz
Porovnavané disperzni vzorce pro znaky: asociace p3 jde o stat.
X vyznamny
projev
rok 2020
Kofenové a kr¢kové ch. (st. | PoCet plodonosnych vétvi/vyhon -0.32 0.9841 | *Disociace
napadeni 1-5) 16.7. Pocet semen/lusk -0.39 0.9998 | *Disociace
P. pisi (% napadené plochy | Pocet plodonosnych vétvi/vyhon 0.10 0.2114 Asociace
rostlin) 16.7. Pocet semen/lusk 0.01 0.4674 Asociace
M. pinodes (% napadené Pocet plodonosnych vétvi/vyhon 0.25 0.0049 | *Asociace
plochy rostlin) 16.7. Pocet semen/lusk 0.48 0.0001 | *Asociace
Padli (% napadené plochy | Pocet plodonosnych vétvi/vyhon 0.23 0.0346 Asociace
rostlin) 16.7. Pocet semen/lusk 0.48 0.0001 | *Asociace
S. sclerotiorum (% Pocet plodonosnych vétvi/vyhon -0.18 0.9156 Disociace
napadené plochy rostlin) ) e
16.7. Pocet semen / lusk 0.29 0.9958 Disociace
Virové choroby (Cetnost Pocet plodonosnych vétvi/vyhon 0.26 0.0105 *Asociace
vyskytu napadenych rostlin . .
— %) 16.7. Pocet semen/lusk 0.52 0.0001 Asociace
Pocet plodonosnych vétvi/vyhon 0.38 0.0065 *Asociace
Kyj a:tka hrachova V(surna pro vSechny 0.08 02277 Asociace
terminy hodnoceni)
Virézy (Cetnost vyskytu napadenych rostlin 011 0.1970 Asociace
— %) 18.6.
Normalized Difference Virozy Cetnost vyskytu napadenych rostlin — - .
Vegetation Index %) 16.7. 0.39 0.0001 Asociace
- 5 - -
NDVI_925 710 ;\_A@ $In0des (% napadené plochy rostlin) 0.49 00001 | *Asociace
L . 0.11 0.2145 Asociace
o .
P. pisi ((% napadené plochy rostlin) 16.7. 2039 0.9967 | *Disociace
11(60r76nove a kr¢kové ch. (st. napadeni 1-5) -0.59 09999 | *Disociace
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Kofenové a krckové ch. st. napadeni 1-5) 061 09997 | *Disociace

16.7.2
Padli (% napadené plochy rostlin) 16.7. 0.42 0.0017 | *Asociace
](Dlljp;;ze vajicek zrnokaza hrachového 0.07 03291 Asociace

Virézy (st. napadeni 1-5) 12.7. 012 | 08176 | Disociace

M. pinodes (Eetnost vyskytu napadenych

rostlin — %) 1.7. -0.10 0.7557 Disociace

Pocet luski/vyhon M. pinodes (Eetnost vyskytu napadenych

rostlin — %) 12.7. -0.05 0.6610 Disociace

Kofenové a krckové ch. (Cetnost vyskytu

- * 1 1
napadenych rostlin — %) 1.7. 0.31 0.9850 Disociace

Virdzy (st. napadeni 1-5) 12.7. 0.22 0.9550 Disociace

M. pinodes (Eetnost vyskytu napadenych

Biomasa hrachu (vysusen4, | rostlin —%) 1.7. -0.004 0.5216 | Disociace

nadzemni) M. pinodes (Cetnost vyskytu napadenych

o
rostlin — %) 12.7. 0.34 0.0064 | *Asociace

Kotenové a krékové ch. (Cetnost vyskytu

napadenych rostlin — %) 1.7. -0.09 0.7435 Disociace

Poznamka: vysvetlujici komentar k udajiim se shoduje s komentarem pod Tabulkou 3
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Obrazek 1 Disperze symptomatickych projevii chorob hrachu v porostu pokusu
hodnoceném 16. 7. 2020. 1a: disperze Cetnosti vyskytu rostlin (%) se symptomy kotenovych
a krékovych chorob; 1b: disperze zavaznosti poSkozeni rostlin (%) strupovitosti hrachu
(Mycosphaerella pinodes); 1c disperze zavaznosti poSkozeni rostlin (%) plisni hrachu
(Peronospora pisi); 1d: disperze ¢etnosti vyskytu rostlin (%) se symptomy napadeni vir6zami
(PEMV + PSbMV).

0 20 40 60 ) 20 40 60 0 20 40 60

Diskuze

Vyhodou Asociaéni analyzy (Perry a Dixon 2002) je, ze disperzni vzorce porovnavané dvojice
znakl nemusi pochazet z hodnoceni provedeného v daném porostu ve stejnou dobu — lze tak
napf. porovnavat disperzni vzorec pro kyjatku hrachovou z poloviny ¢ervna s disperznim
vzorcem pro virdzy (kyjatka je vektor virl) z poloviny ¢ervence. Timto zpisobem se do analyz
kromé& prostorového aspektu dostava téz aspekt Casu (virdzy se symptomaticky v porostu
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projevi s uréitym zpozdénim po vyskytu msic). Skodlivych organismi je v porostu ¢asto mnoho
druhti, nékteti se dostavuji fenologicky dfive, jini pozd¢ji, a maji spolu rizné vztahy: nékdy si
niku déli — jeden uleh¢uje rozvoj druhému, nékdy si konkuruji — jsou antagonisté. SADIE a
Asocia¢ni analyza nam umoznuji do téchto vztahti odehravajicich se v polni biocenoze
(spolecenstvu, tj. v porostu) vice pronikat a ud¢lat si lepsi predstavu o vlivu jednotlivych
Skodlivych organismil na vynosové charakteristiky. Vyuzivani téchto ptistupti bude mit ¢im dal
vétsi vyznam pro vytvafeni presnéjSich postupli k ochrané porostli smétujicich jednak ke
sniZzeni spotfeby pesticidi a umélych hnojiv, na druhé¢ stran¢ ale k zachovani moznosti porosty
pted skodlivymi organismy G¢inn¢ chranit (Reay-Jones et al. 2019).

Zavér

Disperze houbovych chorob hrachu Vv porostu neni v mnoha piipadech rovnomérna ani
nahodna. Cast&jsi je nerovnomérna disperze s jasnou tendenci k agregaci jak pozitivni, tak i
negativni do urcitych zon. To je mimo jiné ovlivnéno 1 sloZenim porostu.

Prostorové asociace mezi disperznimi vzorci stanovenymi pro jednotlivé choroby hrachu a dalsi
Skodlivé organismy nabyvaji riiznych forem, od signifikantni asociace (koncentrace do stejnych
z6n) ptes nahodny vztah az po statisticky vyznamnou disociaci (vyhybani se navzajem)

K disociaci (tedy negativni prostorové korelaci) mezi disperznim vzorcem choroby a disperzi
vynosovych charakteristik v porostu ukazujici na vyznamny negativni vynosovy dopad
choroby vzdy v porostu nedochazi. Ne vSechny choroby (nebo i jiné Skodlivé organismy) maji
v dané sezon¢ vliv na vynos.

Dedikace
Piispévek je zalozen na vysledcich ziskanych pfi feSeni projektu MZE-RO1018.
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Nalakat a zadrZet: zptusob, jak kontrolovat disperzi zrnokaza
hrachového v porostu

To attract and arrest: the way how to control pea weevil distribution in crop
Seidenglanz M., Muiioz-Arbelaez M., Ondrackova E., Smykalova 1., Safaf J.
Agritec Plant Research s.r.o.

Abstrakt

Béhem let 2020 a 2021 byla ve velkoparcelnich pokusech (10 400 a 9000 m?) zalozenych na
lokalité Rapotin (okr. Sumperk) hodnocena moznost manipulovat ovipoziéni chovani zrnokaza
hrachového (Bruchus pisorum L.) v polnich podminkach. Pokusy byly z ¢asti tvofeny
parcelami hrachové monokultury, z ¢asti parcelami smésky hrachu a jarniho je¢mene (main
crop) obsetych 6 m Sirokym pasem ze smési odrid hrachu obsahujici vyrazné ranéjsi odriidu
Cysterski (trap crop). Byl vyhodnocen charakter disperze vaji¢ek zrnokaza hrachového
V porostu obou pokusu. Pro analyzu dat byla vyuzita metoda SADIE. Vajicka byla v porostu
dispergovana nerovnomeérné se silnou tendenci k agregaci do ur€itych zon porostu. Samice
zrnokaza hrachového preferovaly ke kladeni pas obsahujici diive nakvétajici odriidu.

Klic¢ova slova: Bruchus pisorum L., Pisum sativum L., trap cropping, SADIE

Abstract

In large plot trials (10 400 a 9000 m?) founded at locality Rapotin (Sumperk) in 2020 and 2021
the possibility to manipulate ovipositing activity of pea weevil (Bruchus pisorum L.) under field
conditions was assessed. The trials consisted of inner plots (field pea monocrop or field pea /
barley intercrop) which served as a main crop and of a 6-m wide strip containing an early
flowering variety Cysterski (this served as a trap crop) which surrounded the inner plots. The
distribution patterns for B. pisorum eggs in the trials were analysed with usage of SADIE
method. The distribution was not uniform, the tendency to aggregation was recorded in some
dates. B. pisorum females preferred the trap crop strips for laying eggs.

Keywords: Bruchus pisorum L., Pisum sativum L., trap cropping, SADIE

Uvod

| kdyz ptivod zrnokaza hrachového (Bruchus pisorum L.) je zfejmé n¢kde v oblasti dnesniho
Iranu, tedy v mistech, kde pravdépodobné doslo k domestikaci ptivodnich planych forem
hrachu (Pisum spp.), je nyni rozsifen po celém svété. Stejné jako jeho hostitelska plodina, na
kterou je tésn€ vyvojoveé vazan (Clement, 1992). Jedna se o striktniho monofaga, ktery se mize
rozmnozovat jen na druhu Pisum sativum L. Zrnokaz hrachovy (Bruchus pisorum) je
roz§ifenim po celém svété (Aznar-Fernandez a Rubiales, 2019). Zejména v teplych oblastech
péstovani hrachu (jih Evropy, blizky vychod, sever Afriky, Australie, nékteré oblasti USA a
latinské Ameriky) je $kiidcem kritickym (Baker, 2016). I v CR zrnokaz hrachovy puisobi
péstiteliim hrachu nyni dost potizi. A lze predpokladat, Ze jeho vyznam jako Sktidce nadale
poroste (Seidenglanz et al., 2021). Mirn&jsi prubéhy zim, horka léta a v celku bezuspésné
pokusy predchazet a snizovat napadeni porostl pyretroidnimi insekticidy zpusobuji, ze
mortalita imag béhem zimovani je nizsi, obdobi kladeni delsi a dopad insekticidi na vyvoj nové
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generace (vliv na pocetnost populace nasledné generace) je pomérné nizky. Populace, jejich
pocetnost, na mistech, kde se hrach péstuje na semeno, rostou (Seidenglanz, et al. 2021).
Produkce s napadenymi semeny (larvami i dospélci) je nepiijatelna pro lidskou vyzivu (nulova
tolerance). Soucasné jiz i velmi nizké tirovné napadeni semen (akceptuje se jen 1 % napadenych
semen) byvaji pfi¢inou pro zamitnuti produkce jako osiva. To mé pro péstitele hrachu zavazné
ekonomické disledky — ceny za osivo a krmny hrach jsou velmi rozdilné.

V soucasnosti nejsou zndmé zadné rezistentni odriidy hrachu proti tomuto sktidci. Tedy odriidy,
které¢ by bud’ samice tohoto Skidce nelédkaly ke kladeni vajicek (rezistence typu antixenosis),
anebo odrudy v jejichz pletivech by larvy hynuly hned na pocatku vyvoje (rezistence typu
antibiosis), pfiCemz vysledek by byl stejny — neposkozena semena.

Ochrana porosti pfed timto Skiidcem zaloZzena na insekticidnich postficich casto selhava.
Diivodt je nékolik. Dospélci se v porostu velmi Spatn€ monitoruji, je té€zké urcit, jestli je porost
Jiz ohrozen (uz ptiletéli?), ¢i jesté ne. V disledku toho se jen obtizné hled4d vhodny termin pro
postiik. Pfed¢asny a stejné€ tak 1 pozdni posttik je v podstaté bez efektu. Dal§im problémem je
stale se prodluzujici doba kladeni (disledek oteplovani a pfitomnosti pocetné silnéjSich
populaci). Dostupné insekticidy navic nejsou pfilis uc¢inné.

KdyZ nejsou k mani rezistentni odridy a insekticidy selhdvaji, musi se hledat alternativni
piistup. Bylo publikovano, ze nékteré odriidy hrachu jsou pro samice zrnokazii atraktivnéjsi nez
jiné a ze to pravdépodobné souvisi s jejich ranosti (Matlosz a Kaniuczak, 2001; Kaplin et al.,
2019). To souvisi s vyvojovou vazbou zrnokaza na hrach. Samice musi nejprve piijmout
hrachovy pyl, aby mohla klast (Clement, 1992). Genotypy, které¢ nabidnou pyl diive (= diive
nasadi poupata a kvéty), prilakaji také diiv zrnokazy z okoli — stdhnou je na sebe. Pokud maji
tedy zrnokazi moznost vybirat (moznost volby je dilezity aspekt).

Cilem tohoto pfispévku je potvrdit nebo vyloucit tyto hypotézy:

1) Sest metrti $iroky pas hrachu obsahujici vyrazné rangjsi odridu hrachu (lapaci pas =
trap crop) bude vyznamn¢ atraktivnéjsi pro kladouci samice zrnokaza hrachového nez
plocha hrachu (hrach s normalnim nastupem kveteni, main crop), kterou tento pas
lemuje nebo obklopuje. Zde jde o uroven atraktivity (level of attractiveness) lapaciho
pasu.

2) Lapaci pas (trap crop) obsahujici vyrazné rané¢;jsi odridu hrachu (lapaci pas = trap crop)
zadrzi na lokalité pfitomnou populaci kladoucich samic na dostate¢né dlouhou dobu a
zabrani jejich predCasné emigraci (= pted ukoncenim obdobi kladeni) do vnitini ¢asti
porostu (main crop). Zde jde o troven zadrzeni (level of arrestment) lapaciho pasu.

Material a metody

Tento ptispévek je zaloZen na vysledcich dvou velkoplosnych pokust hodnocenych v letech
2020 a 2021. Design obou pokust se lisil (cilen¢ — probihd stale vyvoj lapaci metody), coz vsak
metodicky nebrani dosahnout cile studie. Plany obou pokust ilustruje Obrazek la,b. Lapaci pas
(trap crop) mél stejné slozeni v obou letech: smés tiéi odriid hrachu: vyrazné ranéjsi odr.
Cysterski (60% vysevek) + normalné kvetouci Eso (20% vysevek) a Abarth (20% vysevek).
Parcely v pokusech ptedstavujici hlavni plodinu (main crop) byly dvou typt (stejné v obou
letech): 1) hrach mono = odrida Eso; 2) smés hrachu s je¢menem = odriida hrachu Eso (50%
vysevek) + odriida jeCmene jarniho Azit (50% vysevek). V obou letech byly lapacim pasem
lemovany (2020) nebo obklopeny (2021) ¢tyii parcely s timto sloZzenim, vzdy 2 monokultury +
2 smésky (main crop). V roce 2020 byla v pokusu jesté navic pata parcela reprezentujici béznou
hrachovou monokulturu (odriida Eso) neobklopenou lapacim pasem (néco jako kontrola).
Soucasti pokusu v roce 2021 byly jesté dva vzdalenéjsi (asi 100 m od bloku vyobrazeném na
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Obrazku 1b) 6 m Siroké pasy tvoiené ozimym hrachem (odrida Balltrap, seto v fijnu 2020). I
tyto pasy byly vyuzity jako trap crop (ozimy hrach nakvéta jesté vyrazné diive neZ nejranéjsi
jarni odrady) pro pokus v roce 2021. To je dobfe patrné z Obrazka 8a-e.

Velikost celého pokusu z roku 2020 byla 52 x 200 m. Ctyf¥i vnitini parcely mély rozméry 40 x
40 m, pata vnéjii parcela 52 x 40 m. Sitka lapaciho pasu lemujiciho z obou stran 4 vnitini
parcely byla 6 m. V ramci celého pokusu bylo rozmisténo 105 hodnoticich mist (15 fad po 7
mistech) se znamou polohou (soufadnice). Polohy mist jsou dobie patrné jako kosoctverecky
na Obrazku 2a-c. Velikost celého pokusu zaloZzeného v roce 2021 byla 75 x 120 m. Rozméry
vnitifnich parcel byly 30 x 50 m. Stejné jako v roce 2020 i vroce 2021 byla hodnoceni
provadéna opakované na pfedem oznaCenych mistech — v roce 2021 tvoficich dohromady
pravouhlou mfizku: 8 x 8 = 64 mist. Asi o 100 m déle zaloZené pasy s ozimym hrachem byly
dva (navzajem od sebe 60 m vzdalené). Kazdy byl 6 m $iroky a 150 m dlouhy. V ramci téchto
dvou pasii bylo 12 hodnoticich mist. Polohy hodnoticich mist v celém pokusu jsou dobie patrné
Z Obrazki 3a-e.

V obou letech pravé na téchto mistech probihalo opakované hodnoceni zamétena na zjisténi
poctu vajicek nakladenych na rostliny v okoli t€chto mist rostoucich. Kazdé misto bylo pfedem
oznaceno kovovym kolikem a zjiStény soufadnice. Vajicka se pocitala vzdy na 5 — 10 rostlinach
na kazdém hodnoticim misté¢. V roce 2020 se hodnotilo: 19.6. (pocatek kveteni, lusky
nenasazeny u jarniho hrachu v main crop), 30.6. (pIné kveteni, lusky nasazeny u jarniho hrachu
na spodnich patrech v main crop) a 14.7. (jarni hrach v main crop: dokvétani, lusky téméf
kompletné nasazeny, na spodnich nodech jiz t¢émét plné velikost). V roce 2021 v terminech
15.6. (pocatek kveteni, lusky nenasazeny u jarniho hrachu v main crop), 18.6. (po¢atek kveteni,
lusky nenasazeny u jarniho hrachu v main crop), 25.6. (pIné kveteni, lusky nasazeny u jarniho
hrachu na spodnich patrech v main crop), 1.7. (dokvétani, lusky nasazeny téméf na vSech
patrech v main crop) a 12.7. (jarni hrach v main crop: dokvétani, lusky témét kompletné
nasazeny, na spodnich nodech jiz téméf plna velikost).

Pro analyzu primarnich dat (rozlozeni vyskyti vajicek v pokusech pro jednotlivé terminy
hodnoceni) s cilem zjistit charakter disperze vaji¢ek zrnokaza hrachového v porostu (zjistit
disperzni vzorec tohoto znaku) byla vyuzita metoda Spatial Analysis by Distance IndicEs
(SADIE Version 1.22, Perry et al. 1999). Pomoci této metody je mozné zjistit, jestli je disperze
konkrétniho znaku ndhodna nebo jestli zde dochézi k signifikantni agregaci (pozitivni nebo
negativni) do urcitych zon.

Obrazek 1a,b Vlevo je plan pokusu zaloZeného v roce 2020, vpravo plan pokusu pro rok
2021. Oba pokusy byly zalozeny na lokalit¢ Rapotin (okres Sumperk). Vzdalenost mezi
polohami obou pokusti (jejich nejbliZsich okrajli) byla asi 50 m.
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Vysledky

Rozlozeni vyskytl vajicek zrnokaza hrachového v pokusu z roku 2020 a ¢aso-prostorovy vyvoj
procesu kladeni je patrny z Obrazku 2a,b,c. To samé pro rok 2021 ilustruje Obrazek 3a-e.
Vajicka jsou samicemi kladena ptedevSim do zén s lapacim pasem, zony lemované nebo
obklopen¢ lapacimi pasy, tedy hlavni plodina (main crop), je napadena méné. Kladeni se ale
postupné rozsituje s trap crop do main crop. Lapaci pas neni schopen zadrZet kladouci samice
na celou dobu kladeni. Minimaln¢ ¢ast populace samic migruje z téchto past do hlavniho
porostu a vajicka se zacinaji postupné objevovat i zde. Pfesto 1 na konci obdobi kladeni (bez
jakéhokoliv insekticidniho zasahu) je hlavni ¢ast porostu, main crop, napadena mén¢ (dobie
patrné tieba z Obrazku 3d,e). Slozeni porostu (mono vs. sméska) zde nehraji roli.

Z vysledkit SADIE analyzy je ziejmé, Ze zdaleka ne vzdy (mySleny jednotlivé terminy
hodnoceni) bylo mozné povazovat disperzi vajicek zrnokaza v porostu za signifikantné
agregovanou — to je nerovnomérnou, nendhodné koncentrovanou pozitivn¢ i negativné¢ do
uréitych zon — viz vysledky v Tabulce 1 a vysvétlujici popisky pod touto tabulkou. Srovna-li se
rok 2020 s rokem 2021 (bez zahrnuti past ozimého hrachu), je patrné, ze tendence k agregaci
byla vyrazné vyssi v roce 2021. Signifikantni projev byl zaznamenan pro terminy 25.6.21,
1.7.21 a 12.7.21. To je ziejme vliv obseti a ne pouze lemovani vnitinich parcel (main crop) 6
m Sirokym lapacim pasem (trap crop), (dobie patrné z Obrazku 3d a 3e). Nerovnomeérnost
disperze narostla (nartst hodnot indext Ia, Vi a Vj), jestlize se do hodnoceni v tomto druhém
roce zahrnuly 1 pasy ozimého hrachu vzdalené od hlavniho bloku pokusu ptiblizn€¢ 100 m (ty
byly tedy hlavnim lapa¢em zrnokaz).

Tabulka 1 Vysledky analyzy disperze (SADIE) vaji¢ek zrnokaza hrachového stanovené
pro jednotlivé terminy hodnoceni v porostech obou pokusi. V piipadé pokusu z roku 2021
do hodnoceni bud’ zahrnuta nebo nezahrnuta ¢ast osetd ozimym hrachem.

ho(ilar;[gcnz:ni hodnocena plocha ;Silg;;gelid&f) vj (p) Vi (p)
19.06.2020 0.97 (0.4458) |.-0.96 (0.4602) |0.97 (0.4532)
30.06.2020 1.28 (0.1342) |.-1.14(0.2194) ]1.19(0.1780)
14.07.2020 1.23 (0.1560) |.-1.17(0.2123) |1.15(0.2190)
Viechny cely pokus 2020
termin
dohror%/ady 1.03 (0.3539) |.-0.90 (0.5636) |0.96 (0.4433)
(2020)

15.06.2021 0.92 (0.6321) |.-0.93 (0.6032) |0.92 (0.5653)
18.06.2021 pouze hlavni blok |0.80 (0.8762) |.-0.78 (0.9008) |0.79 (0.8579)
25.06.2021 pokusu 2021 (bez | 1.55(0.0178) |.-1.58 (0.0149) |1.56 (0.0248)
01.07.2021 past ozimeho hrachu) | 138 (0.0493) |.-1.02 (0.3692) | 1.46 (0.0357)
12.07.2021 1.60 (0.0168) |.-1.20 (0.1579) |1.72 (0.0069)
25.06.2021 cely pokus 2021 4.32 (0.0002) |.-5.90(0.0000) |2.20 (0.0097)
01.07.2021 (vEetnd pasd s 4.56 (0.0002) |.-6.69 (0.0000) |1.71 (0.0394)
12.07.2021 ozimym hrachem) |3.88 (0.0002) |.-4.71(0.0000) |1.43(0.0843)

la — jestlize je tento index vyssi nez I pro P < 0.05, je disperze projevii dané choroby v porostu
signifikantné agregovana (nenahodnd disperze), cervené pismo
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Vj - v porostu jsou pritomna mista s nenahodné nizsim vyskytem (slabsim, Zadnym projevem)
dane choroby, tak zvané "gapy" (diry), kdyz je hodnota tohoto indexu nizsi nez - 1 pro P < 0.05,
Cervené pismo

Vi - v porostu jsou pritomnd mista s nendhodné vyssim vyskytem dané choroby ¢i vyssim
poskozenim touto chorobou, tak zvané "patche" (ohniska), kdyz je hodnota tohoto indexu vyssi
nez I pro P < 0.05, cervené pismo
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Obrazek 2a,b,c Postupna zména disperze vajicek (tj. rozloZeni pocetnosti v prostoru)
zrnokaza hrachového ve velkoplo$Sném pokusu hodnoceném v roce 2020. Obrazek vlevo
(2a) ilustruje situaci na po¢atku obdobi kladeni (19. 6. 2020), obrazek uprostied (2b) stav na
konci intenzivni faze kladeni (30. 6. 2020) a obrazek vpravo (2c) situaci na samotném zavéru
obdobi kladeni (14. 7. 2020). Cisla u barevné stupnice znamenaji pocet vaji¢ek nakladenych na
rostlinu. Hodnoceni byla provadéna opakované na mistech ozna¢enych &tverecky. Cisla po
obvodu planu pokusu jsou udaje o $ifce a délce pokusu v metrech.
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Obrazek 3a—e Postupna zména disperze vaji¢ek (tj. rozloZeni pocetnosti v prostoru)
zrnokaza hrachového ve velkoplo$ném pokusu hodnoceném v roce 2021 (lokalita Rapotin,
okres Sumperk). Na kazdém z obrazki je znazornéna disperze vaji¢ek zrnokaza hrachového
K ur¢itému datu hodnoceni ve dvou rozdilnych porostech vzdalenych od sebe asi 100 m: 3a =
15.6.21, 3b =18.6.21, 3c = 25.6.21, 3d = 1.7.21 a 3e = 12.7.21. Horni dva pasy (kazdy 6 x 135
m) predstavuji ozimy hrach (odrida Balltrap), obdélnik niZe je vlastni blok parcel a jarniho
lapaciho pasu popsany na Obrazku la. Cisla u barevné stupnice znamenaji podet vajicek
nakladenych na pét rostlin (pouze v 8e jde o pocet vaji¢ek / 10 luskti u jarniho hrachu respektive
pocet vajic¢ek / 5 luskti u ozimého hrachu). Pozndmka: porost vyrazné vice napadeného ozimého
hrachu byla pouzita jina stupnice nez pro porost jarniho hrachu — stejna barva u ozimého hrachu
a jarniho hrachu neznamena stejny pocet vaji¢ek. Hodnoceni byla provadéna opakované na
mistech oznagenych ¢ervenymi body. Cisla po obvodu planu pokusu jsou tidaje o §ifce a délce
pokusu v metrech.
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Diskuze

Pokusy zaméfené na hodnoceni toho, jak se hmyz v porostu pohybuje (jak se pohybuje cela
populace zde pfitomnad), jestli v tom existuje néjaka zakonitost, pravidelnost (jestli se néjaky
disperzni vzorec opakuje), vyzaduji velké plochy. A ptredevsim uplné jiny zptisob hodnoceni,
sbéru dat a analyzy nasbiranych dat, nez jak je tomu v béZném na maloparcelnich pokusech
zalozeném zemé&délském vyzkumu (Perry et al., 1999; Perry a Dixon, 2002; Reay-Jones et al.,
2019).

Z vysledkl zde publikovanych je zifejmé, Ze se dospélce zrnokaza hrachového (pfesnéji feceno
kladouci samice) dafi ptilakat do dfive nakvétajiciho porostu. Nedafi se je ale zde zadrZet na
dostate¢né¢ dlouhou dobu — to znamena na celé€ obdobi kladeni. Nase predstava byla, Ze populace
pfitomna na jednom misté nebude klast déle nez 14-18 dni. Ve skutecnosti to bylo kolem
¢tyfech tydnti (zfejmée vliv oteplovani a riistu pocetnosti populaci). To je ziejmé hlavni problém
selhani zde zkouseného systému trap cropping.

Problém tedy nevézi v nizké Grovni atraktivity (level of attractivity) lapaciho pasu, ale v jeho
nedostate¢né G¢innosti samice zadrzet na potiebnou dobu (level of arrestment). Toto je ve
skute¢nosti hlavni problém branici vy$$i mife uplatnéni systému trap cropping (obecné ve
vSech plodinach), (Holden et al., 2012). Ve védecké literatute je popsano asi 150 raznych typt
systému trap cropping, v praxi se jich uplatnilo jen asi 10 (Shelton a Badenes-Perez, 2006).

Zavér

1) Sest metrt §iroky pas hrachu obsahujici vyrazné rangjsi odriidu hrachu (lapaci pas = trap
crop) byl vyrazné atraktivnéjsi pro kladouci samice zrnokaza hrachového nez plocha
hrachu (hrach s normalnim nastupem kveteni, main crop), kterou tento pas lemuje nebo
obklopuje.

2) Lapaci pas (trap crop) obsahujici vyrazné ranéjsi odradu hrachu (lapaci pas = trap crop)
nedokézal na dostate¢né dlouhou dobu zadrzet na lokalité ptitomnou populaci kladoucich
samic a zabranit jejich predcasné emigraci (= pied ukonc¢enim obdobi kladeni) do vnitini
¢asti porostu (main crop).

Podékovani

Prispévek je zalozen na vysledcich ziskanych pfi feSeni projektu MZE-RO1018.
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Tolerance trav péstovanych na semeno vii¢i vybranym herbicidim

Grass seed crop tolerance to selected herbicides
Machac R., Cabakova M., Petirekova P.
OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o.

Abstrakt

Zapleveleni porostll trav na semeno je jednim z hlavnich faktorii, které ovliviuji uznani
semenarského porostu nebo certifikaci osiva. Moznosti chemické ochrany vici pleveliim se
V travnim semenafstvi neustale snizuji. V polnich maloparcelnich pokusech, uskute¢nénych
v letech 2017-2020 na pozemcich Vyzkumné stanice travinaiské v Zubfi, byla hodnocena
tolerance sedmi druhti trav vii¢i vybranym herbicidim. U vSech sedmi druht trav vykazoval
nejlepsi vysledky herbicid Fragma Delta. Ptipravek Pixxaro v samostatné aplikaci, nebo
v kombinaci s herbicidem Mustang Forte ukazal nadéjné vysledky v prvém roce zkouseni,
nicméné v dalSich létech se jiz projevoval fytotoxicky. RovnéZ dalsi zkouSené herbicidy se
projevily jak zjevnou fytotoxicitou, tak snizenim vynosu semen a nelze je pro pouziti
vV semenarskych porostech trav doporucit.

Klicova slova: travy, herbicidy, plevele,

Abstract

Infestation of grass seed crops with weeds is one of the main factors that affected certification
of crops or seed. Possibilities for chemical control of weeds in grass seed crops have decline
trend. In small-plot field trials, conducted in Grassland Research station at Zubii in 2017-2020,
the tolerance of seven grass species to selected herbicides was assessed. The Fragma delta
(diflufenican + florasulam) shown best results at all the grass species. The Pixxaro (fluroxypyr
+ halauxifen-methyl) in alone application, or in combination with herbicide Mustang Forte
(aminopyralid + florasulam + 2,4-D) shown good results in first trial year, but in another two
trial years caused injury of grass seed crops and decreasing of seed yield. Also another tested
herbicides caused apparent phytotoxicity with negative effect on seed yield and aren’t
appropriate for use in grass seed crops.

Key words: Grasses, Herbicides, Weed

Uvod

Vyskyt plevelll v porostech trav na semeno je velmi zavaznym faktorem, ktery ovliviiuje vynos
uznané¢ho osiva, ekonomiku produkce a nékdy i dobu vyuzivani semendiského porostu.
Nadmérné zapleveleni muze byt pfiCinou neuzndni semendiského porostu, ¢im se zcela
znehodnoti veskera produkce, kterd nema prakticky zadné alternativni uplatnéni. Zapleveleni
se vSak podili 1 na snizeni vynosu semen trav, napt. Rolston & Hare (1986) uvadéji, ze kazdé
1 % plevelného pokryvu snizuje vynos semen srhy lalocnaté v pruméru o 0,9 %. Vyznamnéjsi
zapleveleni nékterymi plevely muze vést k rozhodnuti o pfedCasném zaordni porostu.
Vyhlaskou je limitovan predevsim vyskyt stoviku kadetavého (Rumex crispus L.) a tupolistého
(R. obtusifolius L.), které by se vSak pfi spravné zvolené ochrané nemély v semenaiskych
porostech trav viibec vyskytovat (Macha¢ & Macha¢, 2010). Problémem mohou byt
i hluchavky (Lamium sp.), zejména v porostech jilki zaloZenych letnim vysevem, kdy mohou
vyznamng prispét k vylezeni trav a navic zvySuji riziko napadeni snéZznou plisiiovitosti (Cagas
et al., 2010). Stale v¢tsi problém dle monitoringu predstavuji travovité plevele, predevsim pyr
plazivy (Elytrigia repens L.), ale také oves hluchy (Avena fatua L.), lipnice ro¢ni (Poa annua
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i svetepy (Bromus ssp.) a Cs plevele jako je jezatka kuii noha (Echinochloa crus-galli (L.) P.B.)
a béry (Setaria sp.). Tyto plevele nejen konkuruji péstovanym travam, ale jsou z osiva trav
velmi obtizné Cistitelné a Casto jsou divodem pro zamitnuti partie osiva (Cagas et al., 2006).

Material a Metody

Polni maloparcelni pokusy byly provedeny v letech 2017-2020 na pozemcich Vyzkumné
stanice travindiské v Zubfi. Charakteristiky stanovisté: nadm. vyska: 356 m, primérnd teplota:
7,5 °C, srazkovy normal: 864 mm, pidni typ: luvizem oglejend, pidni druh: pisCitohlina.
Vsechny pokusné plochy byly vysety v roce 2017. Na podzim bylo kazdoro¢né€ u vSech pokusii
provedeno piihnojeni NPK v davce ekvivalentni 60 kg dusiku na ha. Koncem fijna byly pokusy
oseceny. Na jafe bylo provedeno ptihnojeni ledkem amonnym s dolomitem v davce 68 kg
dusiku na ha. V obdobi pfed pocatkem sloupkovani byly pokusy pfihnojeny ledkem amonnym
s vapencem v davce 27 kg dusiku na ha. Celkova jarni davka dusiku €inila 95 kg na ha.

V ramci hodnoceni selektivity, ev. fytotoxicity herbicidl byly testované ptipravky aplikovany
v zakladni (doporucené) davce a ve dvojnasobné davce (simulace piekryti postiikovych ramen).
Kazda varianta byla hodnocena ve 3 opakovanich v zakladni davce (N) a ve 3 opakovénich
v dvojnasobné davce (2N). Hodnocena a skliziiovd plochy parcely &inila 10 m2. Aplikace
herbicidi probéhla pomoci bezezbytkového presného parcelniho postiikovace Zems 09/00.
Pouzité herbicidy a jejich davky jsou uvedeny u jednotlivych druhti v tabulce 1. Davka vody
ginila 200 Lha™t. Aplikace herbicidi probéhla na jafe ve fazi odnozovani trav (BBCH 25-29).
V ramci hodnoceni byla sledovana fytotoxicita po oSetfeni, vynos semen, pocet fertilnich stébel,
kli¢ivost a HTS. V terminech 2, 4 a 6 tydnu po aplikaci byly hodnoceny ptiznaky fytotoxicity.
Pied sklizni byly odebrany vzorky plodnych stébel pro laboratorni rozbory. Vymlat trav byl
proveden ptimou sklizni maloparcelni sklizeci mlatickou Wintersteiger Elite. Vymlacené osivo
bylo Setrné¢ dosuseno v komorové susarné a nasledné vycisténo na soustavé laboratornich
Cisticek Westrup-Kamas. Z vycisténého osiva byl stanoven vynos semen a odebrany vzorky pro
stanoveni kvalitativnich parametri. Vysledky byly statisticky analyzovany prostfednictvim
programu Statistica 10 (Cochrantv test, ANOVA, post hoc test dle Tukeye).

Tabulka 1: Pouzité herbicidy a davky v jednotlivych travnich druzich

Testovano v travnim druhu:
N Q‘
, S>> <) N —
davka ;q;) g 2 | s g S| 2 )§
Herbicid ucinnd latka na ha | =4 =25 = § 5|z S § S| =
Ny |=5| 2| 2|25/ 22|58 ¢
- 8 S = ,_a >8 .—04 (<B) =5 @© =
gl = | & SU|FL| B
c— ‘M L‘g Ra)
M n 2,4-D + florasulam
ustang S A R R 1
(kontrola)
Fragma Delta diflufenican +
florasulam 011 A A A
Pixxaro fluroxypyr +
halauxifen-methyl 051 A A A A A A A
Pixxaro +;‘]Iu|roxy]?yr N + 0251
Mustana Forte alauxifen-methy
g aminopyralid + 2,4-D| T A A A A A A A
+ florasulam 0,751
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Zypar florasulam +

P halauxifen-methy!l 1 A A A A A A A
Bandur aclonifen 21 N A A N N N N
Husar Active iodosulfuron +2,4-D | 1| N N N A A A A
Vysledky a diskuze

Jilek mnohokvéty italsky (Lolium multiflorum Lam. subsp. italicum) cv. Lolita

Velmi dobrou selektivitu vici jilku mnohokvétému vykazovaly piipravky Fragma Delta
a kombinace Pixxaro + Mustang Forte. Jilek mnohokvéty oSetfeny témito pfipravky doséhl
vynosu obilek na urovni kontroly oSetiené standardnim piipravkem. Ptipravek Zypar jiz
V prvém roce siln€ snizil vynos semen a v dalSich 1étech jiz nebyl ovéfovan. U piipravku Zypar
byly rovnéz pozorovany nejvétsi zjevné priznaky fytotoxicity — retardace ristu, chlordzy.
Pripravek Pixxaro (0,5 I/ha) v prvém roce poskytnul dobré¢ vysledky, nicméné v dalSich dvou
l1étech jiz snizoval vynos semen jilku mnohokvétého. U Zadné z testovanych variant nebyl
zaznamenan negativni vliv na HTS, energii kliceni a kli¢ivost. V grafu 1 je znazornén vliv
pouzitych herbicidi na vynos semen jilku mnohokvétého italského (standardni kontrola =
100 %). Z testovanych piipravki Ize v jilku mnohokvétém italském pouzit pouze Fragmu Delta
v davce 0,1 Lha, p¥ipadné kombinaci Pixxaro + Mustang Forte v davce 0,25 + 0,75 l.ha?
(dosud neregistrovano).

Graf 1: Relativni vynos semen (v %) jilku mnohokvétého italského po aplikaci
testovanych herbicidia (2018-2020)
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Jilek vytrvaly (Lolium perenne L.) cv. Kentaur

U jilku vytrvalého vykazoval stabiln¢ vynos na irovni kontroly pouze pfipravek Fragma Delta,
ktery nevykazoval zadné projevy fytotoxicity. Ostatni testované herbicidy v rtizné mire
zpusobovaly fytotoxicitu a dochazelo u nich ke snizeni vynosu semen, minimalné v jednom
pokusném roce. Pfipravek Pixxaro v samostatné aplikaci poskytl vynos na trovni kontroly
VvV prvém roce zkouseni, v dalSich dvou létech vSak vynos snizoval, zejména ve dvojndsobné
davce. Naopak herbicid Zypar snizil vynos v prvém roce zkouseni a v dalSich 1étech byl vynos
mirné pod urovni kontroly. Tento ptipravek zejména v prvém roce zplisoboval retardaci riistu
(az 18 %) a misty 1 nekrozy. Kombinace Pixxaro + Mustang Forte sniZovala vynos o 5-7 % ve
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vSech pokusnych létech. K prikaznému sniZzeni vynosu doslo ve vSech letech u ptipravku
Bandur, ktery také vykazoval nejvétsi piiznaky fytotoxicity — silné chlorozy, retardace ristu
(aZ 25 %). Z testovanych ptipravkil lze v jilku vytrvalém pouzit pouze Fragmu Delta v davce
0,1 I.ha™.

Graf 2: Relativni vynos semen (v %) jilku vytrvalého po aplikaci testovanych herbicidi
(2018-2020)
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Kosttava luéni (Festuca pratensis Huds.) cv. Roznovska

U kostfavy lucni se fytotoxicky projevily vSechny testované ptipravky s vyjimkou Fragmy
Delta. Vyrazné pfiznaky fytotoxicity byly pozorovany zejména po aplikaci ptipravku Zypar
(retardace rastu az 25 %, nekrozy) a Bandur (chlorézy az 35 %, retardace rastu az 15 %). Slaba
retardace rlstu (do 8 %) byla pozorovana po aplikaci kombinace Pixxaro a Mustang Forte,
zejména v dvojnasobné davce. Pfipravek Pixxaro i kombinace Pixxaro + Mustang Forte
vykazovala vynosy na urovni kontroly pouze v prvém pokusném roce, v dalSich dvou létech
ob¢ varianty vyznamné snizily vynos semen.

Graf 3: Relativni vynos semen (v %) kostiavy lu¢ni po aplikaci testovanych herbicidi
(2018-2020)
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Ve vSech pokusnych létech bylo zaznamenéno statisticky vyznamné snizeni vynosu po aplikaci
Zyparu a Banduru. Shrnuti vysledki za tii pokusné cykly je uvedeno v grafu 3. Z testovanych
herbicidil 1ze doporugit pouze Fragmu Delta v davce 0,1 .ha™.

Kostrava ¢ervena (Festuca rubra L.) cv. Zulu

Slabé ptiznaky fytotoxicity (3-5 %) byly pozorovany v prvych dvou terminech hodnoceni po
aplikaci ptipravki Pixxaro a Zypar (retardace rustu). Silnéjsi pfiznaky byly pozorovany po
aplikaci kombinace Pixxaro + Mustang Forte (retardace riistu az 14 %) a nejsilnéj$i ptiznaky
(az 25 %) byly zaznamenany po aplikaci Husaru Active (chlordzy, retardace ristu), zvlaste
Vv dvojnasobné davce. Postupné vSak piiznaky fytotoxicity odeznivaly. V kostfavé Cervené se
opét bez problému projevila Fragma Delta. Pomérné dobré vysledky byly dosaZeny i u variant
oSetfenych Pixxarem a i Zyparem. U téchto dvou ptipravka doslo k mirnému snizeni vynosu
semen u dvojnasobnych davek. Kombinace Pixxaro a Mustang forte snizZila vyznamné vynos
zejména v 2. roce (2018). K statisticky vyznamnému snizeni vynosu semen doslo ve vSech
letech po aplikaci Husaru Active. V kostifaveé cervené tak lze pouzit pfipravky Fragma Delta
a po ptipadné registraci i Zypar a Pixxaro.

Graf 4: Relativni vynos semen (v %) kosti‘avy ¢ervené po aplikaci testovanych herbicidi
(2018-2020)
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Festulolium loloidniho typu (typ Festulolium loliaceum) cv. Lofa

V obou typech Festulolia vykazoval nejvyssi fytotoxicitu pfipravek Husar Active, ktery
vyrazné retardoval rist (v dvojnasobné davce az 80 %) a zptisoboval i nekrézy. Z tohoto divodu
byl Husar ve Festuloliich zkousSen jen jeden rok. Retardace rtstu s chlor6zami a nekrézami byla
pozorovana po aplikaci Zyparu (N 15 %, 2 N az 22 %). Mensi retardace ristu byla pozorovana
i po aplikaci kombinace Pixxaro + Mustang Forte, zejména v dvojnasobné davce (6-7 %).
Vynosy semen na urovni kontroly byly zaznamenany u obou typu Festulolia u Fragmy Delta.
Ptipravky Pixxaro a Zypar statisticky vyznamné snizily vynos semen ve vSech letech u cv. Lofa
a v prvych dvou létech u cv. Fojtan (viz grafy 5 a 6).
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Graf 5: Relativni vynos semen (v %) Festulolia cv. Lofa po aplikaci testovanych herbicidi
(2018-2020)
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Kombinace Pixxaro s Mustangem Forte prikazné snizila vynos semen v prvych dvou létech
u festucoidniho typu Festulolia cv. Fojtan, zatimco ve tfetim roce byly vynosy této varianty
neprikazné¢ vys§i nez u kontroly. V loloidnim typu Festulolia tato kombinace naopak
neprikazné snizila vynos semen v druhém a tfetim roce, zatimco v prvém roce byl vynos na
urovni kontroly. K razantnimu sniZzeni vynosu doslo u obou typu Festulolia po aplikaci Husaru
Active, kde v zakladni davce doslo ke snizeni o 85 % (cv. Lofa), resp. 99 % (cv. Fojtan)
a v dvojnasobné davce Festulolia viibec nemetala. U festucoidniho typu cv. Fojtan doslo po
aplikaci Husaru Active rovnéz k prukaznému snizeni klicivosti (data u autortt).

Graf 6: Relativni vynos semen (v %) Festulolia cv. Fojtan po aplikaci testovanych
herbicidi (2018-2020)
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Do semenartskych porostl Festulolii 1ze tak vyuZit pouze ptipravek Fragma Delta v davce 0,1
I.ha. Naopak piipravek Husar Active, p¥ipadné jiné formulace piipravki s u.l. iodosulfuron
Ize v naslednych plodinach (pSenice, Zito, tritikale) pouzit k hubeni vydrolu Festulolii.
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Bojinek lu¢ni (Phleum pratense L.) cv. Sobol

I u bojinku luéniho vykazoval nejvyssi fytotoxicitu pripravek Husar Active, ktery zptisoboval
retardaci rastu (az 20 %), doprovazenou nekrézami. Oproti Festuloliim vSak pfiznaky retardace
s rostouci dobou po aplikaci zmirfiovaly. Mensi retardace rustu (3-6 %) byla pozorovana po
aplikaci Zyparu a kombinace Pixxaro + Mustang Forte. Obecné byla piiznaky fytotoxicity
nejvetsi v prvém terminu hodnoceni a postupné ustupovaly. V piipadé Fragmy Delta, Pixxara
a Zyparu byly vynosy ve vSech letech na trovni kontroly. Pouze u Zyparu doSlo v prvém roce
k mirnému snizeni vynosu v dvojnasobné davce. Kombinace Pixxaro a Mustang Forte
statisticky vyznamné snizila vynos semen v prvém roce a druhém roce. Husar Active snizil
vynos semen ve vSech létech, v prvém roce statisticky vyznamné, v dalSich letech neprikazng.

Graf 7: Relativni vynos semen (v %) bojinku lu¢niho po aplikaci testovanych herbicida
(2018-2020)
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Z vysledki Ize pro pouziti v bojinku Iu¢nim doporucit Fragmu Delta v davce 0,1 I/ha a po
pfipadné registraci i Pixxaro v davce 0,5 1/ha a Zypar v davce 1 1/ha.

Ttileté pokusy s vybranymi herbicidy nepfinesly mnoho nadéjnych vysledkt. Pouze ptipravek
Fragma Delta miize byt pouzit ve vSech travnich druzich. Pfekvapivé nebyly u vétSiny travnich
druhti dobré vysledky u herbicidl s deklarovanym uc¢inkem jen na dvoudélozné plevele —
Pixxaro, Zypar a kombinace Pixxaro + Mustang Forte. Fytotoxicita se projevila zejména
v létech, kdy po aplikaci byly dny s vyskytem ptizemnich mrazikl, zatimco ptfes den byly
teploty nad 15 °C. Na riziko poSkozeni oSetfovanych porostii v dobach noc¢nich mrazi
upozoriuje i dokumentace piipravka (UKZUZ, 2021). V oblastech péstovani trav na semeno
vSak Casto riziko vyskytu ptizemnich mraziki trva po celou dobu vhodnou k aplikaci herbicidd,
t]. v obdobi odnozovani trav. V zahranici bylo také zaznamenano snizeni vitality osiva jilku
mnohokvétého po aplikaci aminopyralidu (Bobadilla et al., 2020), nicméné k tomu doslo pii
pouziti davky nékolikandsobné ptevysujici davku aminopyralidu v Mustangu Forte
registrovaného v CR.
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Zavér

Ttileté pokusy s vybranymi herbicidy potvrdily moZnost pouziti Fragmy Delta ve v§ech druzich
trav, ve kterych byla odzkousena. Po nad&jnych vysledcich v prvém pokusném roku byly u
vétsiny druhli zaznamenany piiznaky fytotoxicity a snizeni vynosu po aplikaci Pixxara, resp.
Pixxara a Mustangu Forte. Pfipravek Zypar poskytl uspokojivé vysledky pouze v kostrave
cervené a bojinku luénim. Vysoka fytotoxicita byla zaznamenéana po aplikaci Husaru Active
u Festulolii, tento pfipravek tak lze vyuzit k likvidaci vydrolu Festulolii v naslednych
obilnindch. Husar Active byl ale fytotoxicky 1 v kostfavé cervené a bojinku. Pfipravek Bandur
byl zkouSen pouze v kostfaveé lucni a jilku vytrvalém, a v obou se projevil fytotoxicky.

Dedikace
Ptispévek vznikl diky ptispévku MZe na dlouhodoby koncepcéni rozvoj vyzkumné organizace
MZe RO-1818.
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Zmény teploty vzduchu za poslednich 30 let na izemi Ceské republiky

Changes in air temperature over the last 30 years in the Czech Republic
RozZnovsky, J.1%, Sti-estik, J.!

!Mendelova univerzita v Brné, Zahradnicka fakulta, Lednice
2Cesky hydrometeorologicky tistav, poboc¢ka Brno

Abstrakt

Zmeény klimatickych prvka jsou hodnoceny vzdy k ur¢itému obdobi. Rokem 2020, bylo
naplnéno ¢tvrté normalové obdobi, tedy obdobi 1991 az 2020. Dosud bylo nejcastéji pouzivano
tteti normalové obdobi, tedy roky 1961 az 1990. K analyze vztahu uvedenych normalovych
obdobi jsme pouzili tdaje o teploté vzduchu ze stanic Ceského hydrometeorologického ustavu
na uzemi CR z technické fady za obdobi 1961 az 2020. Zjistili jsme, Ze teplota vzduchu je
statisticky prokazatelné ve ¢tvrtém normalovém obdobi vyssi v jednotlivych ro¢nich obdobich,
tedy 1 ro¢ni. Nejvyssi nartst teploty vzduchu je v letnim obdobi.

Kli¢ova slova: normalové obdobi, zména klimatu, teplota vzduchu, dlouhodobé zmény

Abstract

Changes in climatic elements are always assessed for a certain period. In 2020, the fourth
normal period was fulfilled the period 1991 to 2020. Until now, the third normal period was
used most often the years 1961 to 1990. To analyze the relationship between these normal
periods, we used data on air temperature from stations of the Czech Hydrometeorological
Institute in the Czech Republic from the technical series for the period 1961 to 2020.

We found that the air temperature is statistically demonstrably higher in the fourth normal
period in individual seasons, also annually. The highest increase in air temperature is in the
summer.

Keywords: climate change, air temperature, long-term change

Uvod

ey e

projevy zmény klimatu nasi spolecnosti daleko vice vnimany, nez tomu bylo dfive. Pojem
zména klimatu slySime stale Castéji, je to ur¢ité¢ dano tim, Ze se velké Casti nasi spole¢nosti
dotkly vyskyty sucha. Je obecné znamo, ze nejen pro lidi a ptirodu, ale i pro hospodarstvi jsou
Skodlivé vyskyty extrémnich hodnot meteorologickych prvkl. K nim patii jak extrémné
vysoké, tak nizké teploty vzduchu. Problematika vyvoje podnebi na Zemi je pfedmétem studia
mnoha klimatologti a dalSich odborniki. Jejich vysledky jsou vSak ur¢itymi skupinami jinych
odbornikii zpochybiiovany. Jak vyplyva z riiznych studii, tyto zmény jsou pfi¢inou zvySujici se
cetnosti vyskytli extrémnich stavli poCasi. Probihajici zména klimatu je nejcastéji dokladana
zvySovanim teploty vzduchu, hovotime o tzv. globalnim oteplovani (Roznovsky, 2019). Mozné
dopady zmén naseho podnebi jsou studovany v Sirokych souvislostech jiz od devadesatych let
minulého stoleti, jak dokladaji mnohé rozsahlé studie (Brazdil a Roznovsky et al., 1995).

Proménlivost naseho podnebi je dana geografickou polohou a reliéfem naseho tizemi. Jsme
soucasti mirného klimatického pasu, ovSem v oblasti pfechodného klimatu sttedoevropského
(Kolektiv autorit 1958). Vyznamnou roli sehravaji cirkula¢ni a geografické poméry. V Atlasu
podnebi Ceskoslovenska (1958) a Podnebi CSSR - Tabulky (1960) jsou uvedeny vystupy
zpracovani za obdobi 1901 az 1950. Mapy klimatickych prvkia v Atlasu podnebi Ceska

75



OBSAH ,
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

(Tolasz et al., 2007) byly vypracovany z meteorologickych tdaji za obdobi 1961 az 2000.
Vidime, Ze desetileti 1951 az 1960 zpracovano neni.

Od 80. let 20. stoleti je pozorovan vyznamny nartst teplot vzduchu a to ve vSech sezonach
s vyjimkou podzimu (Stiestik et al., 2014). Pfevazny pocet rokii v poslednim desetileti mél
extrémné vysoké teploty vzduchu. Jde o roky 2012, 2015, 2017, 2018, ale také 2019. Nejvyssi
maximum teploty vzduchu na uzemi CR bylo naméfeno 20. 8. 2012 v Dobiichovicich, a to 40,4
°C. Nejniz$i minimum teploty vzduchu, -42,2 °C se vyskytlo v Litvinovicich u Ceskych
Bud¢jovic 11. tinora 1929.

V podstaté zakladem klimatologického hodnoceni je klimatologicky normal, jehoz hlavnim
vyuzitim je eliminovat kratkodobé vykyvy klimatu. Jednosmérné zmény ptsobeni klimatickych
faktori vedou ke zménam klimatu. Pro studium klimatu riiznych mist je tfeba, aby se
klimatologické normdly vztahovaly ke stejnému obdobi. Podle doporuceni Svétoveé
meteorologické organizace (WMO) jsou standardni klimatologické normaly pocitany
Z tiicetileti 1901-1930, 1931-1960, 1961-1990, atd.

Material a metody

Vychozim materidlem byly hodnoty teploty vzduchu z klimatologickych stanic Ceského
hydrometeorologického ustavu zpracované do tzv. technické fady zahrnujici 268 stanic na
tizemi CR. Pro tuto studii jsme statisticky zpracovali tuto fadu .za obdobi 1961 az 2020 pro tieti
normalové obdobi 1961 az 1990 a ¢tvrté normalové obdobi 1991 az 2020 pro pruméry ro¢ni a
ro¢ni obdobi.

Vysledky

Dlouhodoba primérna rocni teplota vzduchu je nejCastéji pouzivanou charakteristikou
teplotnich pomérii na naSem uzemi. Vzhledem k vyskytu mimofadné teplych roku hlavné
Vv poslednim desetileti, tedy v letech 2011 az 2020, byla vénovana 4. normalovému obdobi
zvysena pozornost.

Za obdobi 1961 az 2020 se pohybovala od pod minus 2 °C (vrcholové polohy) az k 10 °C na
jizni Morave. OvSem je nutné uvést, ze teplejsi, nez jizni Morava je centralni ¢ast Prahy, kde
vlivem tepelného ostrova ptesahuje ro¢ni primér hodnotu 10 °C. Z analyzy primeérnych
ro¢nich a mési¢nich teplot vzduchu za obdobi 1961 az 2020 vyplyva, ze teploty vzduchu na
naSem Uzemi maji statisticky prokazatelny trend ristu.

V ramci hodnoceni priimérné ro¢ni teploty vzduchu (°C) za normalové obdobi 1991 az 2020 a
normalové obdobi 1961 az 1990 na tizemi CR byla zpracovana mapa zmény teploty vzduchu
(Obr. 1). Tato jednoznaéné dokumentuje zvyseni primérnych teplot vzduchu na naSem tGzemi
ve 4. normalovém obdobi. RozloZeni zvySeni vSak neni na naSem Uzemi rovnomérné, coz je
V nasem clenitém terénu logické. Proto nartst teploty do 1 °C nachazime ptevazné ve vyssi
nadmofiské vySce, ovSem obcas piekvapivé i v oblastech z klimatologického hodnoceni teplych.
Nejvyssi zvyseni pramérné roéni teploty vzduchu, a to o vice jak 1,2 °C je cetn¢j8i na uzemi
Cech a piekvapivé ho nenachazime na jizni Moravé, naopak v nejteplejsi Casti Cech, tedy ve
sttednich Cechach ano. Nejéetnéjsi narast je v rozsahu 1,0 az 1,2 °C.

Z hlediska teplotnich pomérti pro péstovani rostlin neni primérnd rocni teplota vzduchu
nejvhodnéjSim ukazatelem, 1 kdyz je takto Casto vyuzivana. Z hlediska vyznamu pocatku
vegetacniho obdobi jsou dileZité teplotni poméry jara, kdy jsou primérné teploty vyznamné
ovlivnény vpady studeného, az arktického vzduchu, ktery je pti¢inou vznikl jarnich mrazi,
Casto se Skodlivymi dopady.

Pokud srovname vzestup teploty vzduchu v jarnim obdobi, mizeme v podstaté konstatovat, ze
se vyrazn¢ od ro¢niho nelisi (Obr. 2) Opét plati, Ze rozlozeni vzestupu teploty vzduchu je

76



OBSAH )
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

nerovnomeérné, ale mizeme uvést, Ze pfevazné mnozstvi stanic s nejvySSim narlstem je na
uzemi Cech. Na Moravé se nartsty nad 1,3 °C nevyskytuji. AZ na vyjimky je celé¢ uzemi
Moravy v rozpéti 1,1 az 1,3 °C. Vychod Moravy, zvlasté Beskydy v rozpéti 0,9 az 1,1 °C.
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Obr. 1 Rozdil priimérné rocni teploty vzduchu (°C) za normalové obdobi 1991 az 2020 a
normalové obdobi 1961 aZ 1990 na vizemi CR
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Obr. 2 Rozdil primérné jarni teploty vzduchu (°C) za normalové obdobi 1991 az 2020 a
normalové obdobi 1961 aZz 1990 na uizemi CR

Na letnim vzestupu teploty vzduchu se podili na rust extrémnich teplot vzduchu. Dochézi ke
zvyseni poctu tropickych dnii, tedy dennich maximalnich teplot 30 °C a vyse. Jejich pocet
Vv poslednich letech ptekracuje dvojnasobek vyskytl oproti primértim za obdobi 1961 az 2000.
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Zde je nutné zduraznit, Ze je velky rozdil mezi extrémy teploty vzduchu ve volné krajiné a ve
méstech.
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Obr. 3 Priubéh prumérné teploty vzduchu (°C) v 1été za obdobi 1961 az 2020 a primérna
teplota normalovych obdobi v Cechach a na Moravé

Z hlediska nérﬁstu teploty Vzduchu nachézime nejvyééi hodnoty \4 letnim obdobi (Obr 3).
tyto hodnoty vykazuji i nékteré stanice napft. ve strednlch Cechach. Naopak nejvysm narust, a
to nad 1,8 °C, se vyskytuje ve vychodnich Cechach, v jizni ¢asti stfedni Moravy a
severovychod¢ Slezska. Prevazné je nartst mezi 1,6 az 1,8 °C, a to pfevazné¢ na Morave,
v Cechach vice ve vychodni &asti. Zvyseni teploty vzduchu v letnim obdobi, které je v nasich
podminkach nejteplejsi ¢asti roku, je pti¢inou zvyseného vyskytu sucha, které se ve vysoké
éetnosti proj evilo v poslednim desetileti

polohach do 0,4 °C, po nejvyssi hodnoty ptes 0,7 °C, rozptylene na celém Uzemi, prevazné ve
vychodnich Cechach. Z tohoto pohledu lze podzim oznaéit za nejstabilngjsi teplotni obdobi
roku.

Z hlediska péstovani prezimujicich zemédélskych plodin, ale také podminek choroby a Skidce
jsou vyznamné teploty vzduchu b&hem zimy. Na nékolika stanicich stiednich Cecha a jihu
Moravy Vv pruméru zimni teploty za obdobi 1991 az 2020 neklesaji pod nulu. Jak vidime na
Obr. 5, je zvySeni teploty podstaté vyssi nez na podzim. Opét je vidét rozdil mezi hodnotami
v Cechach a na Moravé, kde je daleko méné stanic s nejvy$§im nartistem, a to o vice jak 1,6 °C.
Nejnizsi hodnoty zvySeni zimni teploty nachdzime nejvice v horskych oblastech.

Je nutné zdlraznit, ze ptes narist primérnych teplot vzduchu jsou stale hrozbou vyskyty nejen
extrémné vysoké teploty vzduchu, ale také extrémné nizkych teplot v priibéhu zimy. Tyto pak
pi1 malé ¢i Zadné snéhové pokryvce pusobi holomrazy. Vpady velmi studeného az arktického
vzduchu jsou pticinou Skod plisobenych mrazy jak v zimnim, tak v jarnim obdobi.
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Obr. 4 Pribéh primérné teploty vzduchu (°C) na podzim za obdobi 1961 az 2020 a
primérna teplota normalovych obdobi v Cechach a na Moravé
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Obr. 5. Pribéh primérné teploty vzduchu (°C) v zimé za obdobi 1961 az 2020 a primérna
teplota normalovych obdobi v Cechach a na Moravé
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Zavér

Z uvedené¢ analyzy teploty vzduchu na nasem izemi v roce a jeho obdobich je prokazatelné, ze
se teplota vzduchu zvysuje. Pokud jde o ro¢ni priméry, jde o zvyseni v zemédé€lskych oblastech
nad 1 °C. Nejvyssi hodnoty nardstu nachazime v letnim obdobi, kdy zvlasté na Morave jsou
hodnoty vykazuje podzim. Zima je naopak z hlediska zvyseni blizka letnimu obdobi, coz ma
velky vliv na podminky pfezimovani.

Je nutné zdiraznit, Ze zvyseni teploty vzduchu ma vliv 1 na hodnoty dalSich meteorologickych
prvkl, vcetné projevii sucha, kdy zvysSujici se teplota vzduchu vyvolava zvySenou
evapotranspiraci. Dopady vysSich teplot se vSak i1 v dalSich odbornych oblastech, napt. 1ze
uvést, ze neplati hodnoty klimatickych regionli v bonitaci pid apod. S prokazatelnym riistem
teploty vzduchu musime pocitat i do budoucna.
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Effects of intercropping field pea (pisum sativum) and spring barley
(hordeum vulgare) on weed suppression and yield parameters on field pea

Maria Muifioz-Arbealez, Marek Seidenglanz, Petr Hedénec

Agritec Plant Research Ltd., Department of Plant Protection, Sumperk, Czech Republic

Abstract

Reducing the use of artificial inputs through diversification of the agricultural systems is
becoming a key issue in modern agriculture. The complementarity between legumes and cereal
plants is the main factor on the selection of these crops. Multiple ecosystem services are
provided with the mixtures of those plants. In this study, the effect of intercropping field pea
(Pisum sativum) and spring barley (Hordeum vulgare) on weed suppression and yield was
assessed in 2021. The intercrop system supressed the weeds 87% when compared with the
monocrop. Weed density and weed biomass was lower in the intercrop system. The total yield
did not present a significant difference between the monocrop and the intercrop system,
indicating that the intercrop of field pea and spring barley is a promising agricultural practice
that can be used to reduce weeds without influencing total yield.

Keywords: field pea, intercropping , weed suppression , yield

Introduction

Diversification of cropping systems has become an important issue in modern agriculture.
Therefore it is important to emphasize the link between diversification and the reduction of the
risk of total crop failure due to pest infestations (Radcliffe et al., 2009). A common practice to
increase biodiversity is the cultivation of two or more crops together in the same field for a
period, in a practice commonly known as intercropping (Glaze-Corcoran et al., 2020).

The current methods to control weeds is the use of chemical herbicides or mechanical
management, being the last one highly costly, time consuming and demanding of human labour.
Intercropping , together with the correct use of herbicides can serve as a complementary
practice in the control of weeds, enhancing their efficacy and reduce the chemical input (Rajput
& Kushwaha, 2020). Several studies are consistent with the fact that weed biomass is lower in
the intercrop systems than in the sole crops (Gu et al., 2021). However, the use of monocropping
systems and intensive farming is still the most common practice in Europe(Jensen et al., 2020),
hence the importance of demonstrate the benefits and enhance the use of cropping system
diversification. The objective of this research was to determine the suppressive effect of the
intercropping system field pea and barley on weeds compared to the monocrop system of field
pea.

Materials and methods

Field experiments

The experiment was located in the north-eastern part of the Czech Republic, Olomouc region,
(coordinates: 50.021000N, 17.048442E). The large plot was sown on 26 April 2021. The
experiment was carried out using a factorial design where it was tested the effect of the type of
crop (monocrop and intercrop) and herbicide type (pre- emergent, post emergent). Figure 1
shows the arrangement of the crops on the subplots. Each subplot (30 x 50 m) was sprayed half
with pre-emergent herbicide (pendimethalin 3.8 1/ha), three days after sowing (DAS) and the
other half with post-emergent herbicide (Bentazone 2 I/ha) , 31 DAS. To avoid errors in the
analyses, the central part of the plot was taken apart as the “combined effect of the herbicides”.
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Because the experiment was focused only on dicotyledons weeds, a graminicide was applied in
all the subplots, except for the mixtures at 43 DAS. Additionally, surrounding the plots, a strip
of field pea that consisted of a mix of three varieties: Cysterski, Eso and Abarth, was sown as
monoculture as a part of the integrated pest management practice of the whole plot system
named “trap crop”. The inside plots were sown with field pea, variety Eso and spring barley,
variety Azit. Sowing rate for the monocrop was 256 kg/ha, for the mixture, 128 kg/ha field pea
(60%) and 86 kg/ha of barley (40%), for the strip of field pea, Cysterski, Eso and Abarth were
sown at 116,120 and 46 kg/ha respectively.

Figure 1. Experimental design for Crops

Data collection
Inside the large plot, an assessment grid of 64 points was geographically marked. The collection
of the data was made on every point of the grid during the whole experiment. The number of
weed individuals was counted in each assessment point inside a 0.25 m? quadrat at 50 and 85
days after sowing (DAS). Crop and weed biomass were measured at crop maturity (86 DAS).
For this purpose, all individuals inside a quadrat of 0.5 m? were collected at every assessment
point. The weeds were dried at 108 °C for three hours and the crop plants were dried naturally
for two weeks.
At crop maturity, yield parameters were measured in each assessment place (branches with pods
and number of pods per plant). Harvest was made with Wintersteiger Quantum tractor on the
monocrop and intercrop (11.8. 2021).
Species diversity of weed community was assessed by calculating the indices of Shannon (H"),
related to species richness and influenced by the species abundance distribution, and the
Simpson’s index (D) that is less sensitive to species richness (Magurran, 1988).
To test for the treatment main effects and interactions, factorial ANOVA was used, and poshoc
Tukey’s HSD was applied when the effect was significative. Correlation among corresponding
variables were analyzed by Pearson’s correlation coefficient or, when assumptions were not
met, Spearman Rank order correlation. The Statistica TIBCO Software version 13.5 was used
to perform the analyses.
Weed reduction was calculated with the Fquation 1 to determine the ability of the intercrop to
supress weeds compared to the monocrop (Carton et al., 2020).

WR = 100 X ((weed DM in the pea sole crop — weed DM in the intercrop )/

(weed DM in the pea sole crop))
Equation 1. WR: weed reduction, DM: Dry biomass
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Results

Weed Species diversity

For this experiment, the species diversity of weed communities were not affected significatively
between the different types of crops (Table 1). Total richness was 10 and it included: Fallopia
convolvulus, Capsella bursa-pastoris, Poligonum aviculare, Chenopodium album, Viola
arvensis, Equisetum arvense, Cirsium arvense, Tripleurospermum inodorum, Thlaspi arvense
and Euphorbia helioscopia.

Table 1: Species richness, Shannon Evenness Index and Simpson Index corresponding to
the field trials

Trap Crop Field

Intercrop Field Pea Mono
Pea
Species Richness 8a 8a 10a
Shannon-Weiner Index 159a 164a 2.04a
Simpson Index 0.74 a 0.74 a 0.85 a

Same letters indicate no significant differences among treatments for the same variable (p < 0.05)

Weed density and weed reduction

There was a significant effect of the main effects: type of herbicide used, type of crop, and the
interaction of both variables, on the weed density 50 DAS (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). T
he effects of the type of herbicide differed on the monocrop treatment (MONO),the post-
emergent herbicide showed higher efficacy (p<0.05) than the pre-emergent, whereas in the trap
crop (TP) and the intercrop system, the type of herbicide did not show difference on the weed
density.When analysing the weed density according to the type of crop, it was lower (p<0.05)
in the intercrop system in both times regardless the type of herbicide used (Figure 2).

On the other hand, there was an increment (p<0.05) of weeds/m2 in the intercrop of field pea
and barley between the first and second date of assessment.

Later, at 85 DAS the interaction of the effects was not significant. Weed density was influenced
for the type of crop and herbicide as separate factors (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi. ). |
ntercrop presented lower weed density (p<0.05) than the monocrop treatments. The weed
density was better suppressed by the post-emergent herbicide in general for the whole plot
regarding the type of crop (p<0.05) as Figure 2 shows.

Table 2: Effects and interactions of the treatments

Time Effect DF F P-value
50 Days after sowing Type of herbicide application 2 9.444 <0.001
Type of Crop 2 32373  <0.001
Type of herbicide application*Type of Crop 4 4.495 0.003
Weed
density
85 Days after sowing Type of herbicide application 2 18.392 <0.001
Type of Crop 2 10.814 <0.001
Type of herbicide application*Type of Crop 4 1.678 0.168
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Comment:Type of crop and type of herbicide application, on the weed density/m2, DF: degrees of freedom; F: F-
statistics. Effects in bold characters were significant at p<0.05

140

[ 50 DAS [ 50 DAS
a5 DAS 85 DAS

. f
i |
0 w w

20

0 rw [
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Weed density

Type of Crop: FF/E Type of Crop: FP/B
TP MONO s MOND
Post-emergent Pre-emergent

Figure 2: Weed density/m2 at 50 and 85 Days after sowing. TP:Trap Crop Field Pea,
FB/B:Intercrop field pea-barley, MONO:Field pea monocrop. Mean; Whisker:
MeanSE

The ability of the intercrop to suppress weeds compared to the pea mono crop, resulted on a
high weed reduction (WR) of 87% (£quation 1). Therefore, less weeds are present on the
intercrop system.

Crop biomass
Significatively higher crop biomass was recorded in the intercrop of field pea and barley

compared to the monocrop treatments, contrary to the weeds biomass (Figure 3); the intercrop
of barley and field pea had a suppressive effect on weeds. Pea monoculture on the opposite did
not decrease the weed growth. The type of crop and herbicide influenced the crop and weed
biomass as a separated factor. The crop and weed biomass were inversely correlated, on the
intercrop system (r= -0.521, p<0.05) as seen in Figure 4. Weed biomass was higher in the
monocrop treatments and there was no effect (p<0.05) on the type of herbicide used on the

weed biomass.
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Figure 3: Total crop biomass in Ton/ha
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Figure 4: Relationship between weed and crop biomass. Fitted model y=1.3451-
1.0967*log10(x) Symbols: monocrop (diamonds), intercrop (squares), trap crop (circles)

Yield factors

The effect of the type of crop on the yield factors: Number of branches with pods, number of
pods per plant, and the yield of field pea, presented a lower value for the intercrop treatment
Nevertheless, there was no significant difference in the total yield [Ton/ha] between the
monocrop of field pea (MONO) and intercrop (FB/B) (Table 3a, b)

85



OBSAH ,
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

Table 3a: Yield factors

Type of Crop Branches with pods Pods per plant
MONO 3.04(1.04) 5.41(+1.82)
FP/B 2.39(+0.87) * 4.089(+1.67) *
P 2.96(+1.25) 5.21(+2.42)

n=64. Mean(+SD) MONO Field pea monocrop, FB/B intercrop field
pea/barley, TP monocrop field pea trap. *p<0.05

Table 3b

Type of Crop Total yield Yield Field pea
MONO 2.37(%0.43) 2.37(+0.43)
FP/B 2.23(+0.32) 0.86(+0.28)*

n=12. Mean(+SD). MONO Field pea monocrop,
FB/B intercrop field pea/barley. *p<0.05

Discussion

The results of this study showed that the inclusion of barley in the field pea crop has a great
ability to reduce weed biomass, concurring with previous research using cereals and legumes
(Poggio, 2005; Carton et al., 2020; Bedoussac et al., 2014). The use of cereals and legumes as
an intercrop system is considered as complementary, for the acquisition of soil resources and
facilitation processes on plant-soil-microorganism interactions, thus the weed suppression can
also be explained for the competition present in the intercrop, where the components are not
competing for the same ecological resources in time and space (Hauggaard-Nielsen et al., 2001;
Duchene et al., 2017).In the case when the competition of the legume crop is low, the addition
of a cereal facilitates more the weed suppression (Carton et al., 2020).

The use of herbicides can serve as a support on the reduction of weeds, and it must be used
according to the present situation on the field, for the present study, the interaction between the
type of herbicide used and the type of crop was only significative at earlier stages of the crop,
implying that the effect of the herbicide in weed density can change with the type of crop even
if its held fixed (Schabenberger & Pierce, 2002). This results concur with studies made by
Colbach & Cordeau, (2018) where herbicide use intensity was not correlated with weed biomass
or yield loss, therefore, the efficacy of this input would depend on other management practices
and factors as the total weed density on the field, weed species, climatic conditions and it would
not be correct to recommend a general herbicide treatment against weeds in the cropping
system.

Regarding to the yield factors the intercropping system presented lower values on the number
of branches with pods ,number of pods per plant and therefore lower yield for field pea;
however, for the total yield (including the barley in the intercrop), there was no significant
difference between the monocrop and intercrop plots, increasing the benefits of the use of this
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system. In multiple studies, analyses had shown that legumes-cereal systems increase
significantly yield stability compared with the legume as a monocrop (Raseduzzaman & Jensen,
2017).

Further studies are required to understand better the mechanisms that take place in these effects
and analyse variability under different soil and climatic conditions.

Conclusion

According to the present study, the intercropping system of Field Pea and Barley, have the
capacity to suppress the weed density and biomass significatively compared to the monocrop
of Field Pea. The type of herbicide can influence the weed density. For the present study, the
post emergent herbicide was more effective on reducing the total number of weed when the
crop was close to maturity and showed more effectivity on the intercrop and monocrop on
earlier stages (50 DAS)

The intercrop system did not cause a significant decrease in total yield in comparison to
monocrop system, with promising results on the use of this agricultural practice for field pea
and spring barley.
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Produkce biomasy podsevovych meziplodin péstovanych v kukufici

Biomass production of with inter-seeding cover crops in maize
Smutny V.!, Rabek M.}, Elzner P.?
! Mendelova univerzita v Brné, Ustav agrosystémii a bioklimatologie

2 Mendelova univerzita v Brné, Ustav péstovani, §lechténi rostlin a rostlinolékarstvi

Abstrakt

Cilem vyzkumu bylo ovéfeni moznosti péstovani kukufice s riznymi podsevovymi plodinami.
Dvouleté vysledky ukazaly odliSnou dynamiku ristu a produkce biomasy u riznych druhii
plodin podsetych do kukufice. U jilku mnohokvétého (Lolium multiflorum), svazenky
vraticolisté (Phacelia tanacetiolia) a zita seté¢ho (Secale cereale) byl zjistén rychly nartst a
vysokd produkce biomasy. Péstovani kukutice s vhodnymi podsevovymi plodinami mize byt
perspektivni technologie s potencidlem zvySeni organické hmoty v pude, sniZzeni pouziti
herbicidi a redukce eroze.

Kli¢ova slova: podsevové plodiny, dynamika ristu, produkce biomasy

Abstract

The aim of the research was to verify the use of various cover crop species inter-seeding
between rows in maize. Two-year results showed different growth dynamics and biomass
production of cover crops. Species as annual ryegrass (Lolium multiflorum), phacelia (Phacelia
tanacetiolia), rye (Secale cereale) had a rapid growth and high production of biomass. Maize
cropping system with suitable inter-seeding cover crops may be a promising technology which
could improve soil organic matter in soil, decrease herbicide application and has a potential for
erosion reduction.

Keywords: cover crops, growth dynamic, biomass production

Uvod

Kukufice je vyznamnou plodinou v Ceské republice. Kukufice p&stovana na silaZ je stézejnim
objemnym krmivem vyuZivanym v Zivo€iSné vyrob¢ a zaroven hlavnim zdrojem biomasy pro
bioplynové stanice. Také kukufice na zrno je dnes vyznamnou trzni komoditou, a to nejen v
kukuti¢né vyrobni oblasti. Kukufice je vSak velmi nachylna k erozi vzhledem k tomu, ze je
vysévdna do SirSich fadkli a zaroven ma pomaly pocateCni rlist. VétSina stavajicich
pudoochrannych technologii je zalozena na dostatecném mnozstvi rostlinnych zbytkt z
ptedplodiny (slama) ¢i meziplodiny, které pokryvaji povrch ptidy. Pidoochranné technologie s
vyuzitim meziplodin byly v naSich podminkach Gspé$né rozpracovany v poslednich letech
(napt. pasové zpracovani pidy) s dostateCnym protieroznim efektem a uspokojivym
vynosovym potencidlem. Nevyhodou je vSak Castd potieba totalniho herbicidu glyfosatu,
pouzivaného k umrtveni ,,zivého mulce*. Vyuziti podsevovych plodin je odlisny piistup, ktery
je zalozeny na vysevu raznych druhii plodin mezi fadky kukufice az po jejim vzejiti. Vyznam
a prinos podsevl v kukufici je Siroky. Jednd se o zdroj organické hmoty s piredpokladem
zlepSeni strukturniho stavu piady (McDaniel et al., 2014). Dale redukuji erozi pudy (Panagos et
al., 2015), eliminuji neproduktivni vypar z povrchu pudy (Nichols, 2015), omezuji vyplavovani
zivin do podzemnich vod a nékteré druhy poutaji vzdusny dusik (Dabney et al., 2010).
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Material a metody

Cilem vyzkumu bylo ovéfeni moznosti péstovani kukufice s riznymi podsevovymi plodinami,
které byly vysety do prostoru mezi fadky. Bylo vyhodnoceno 7 variant podsevi. Pfehled variant
(druhti v¢etné odrud a vysevki) je uveden Vv tab. €. 1.

Tab. ¢. 1: Druhy podsevi (pouZzité odridy a vysevek)

Cislo . vysevek”
varianty Druh podsevu Odrida (kg.ha'))

1 jilek mnohokvéty Porubka 12,6

2 jilek vytrvaly Double 12,6

3 jetel inkarnat Kardinal 10,5

4 jetel plazivy Klondike 3,8

5 vikev panonska Détenické panonska 33,6

6 7ito 0zimé SU Santini 63,0

7 svazenka vratic¢olista Boratus 50

“vysevek na hektar, kdy je podsev vysety na plose 0,42 ha

Maloparcelni polni pokus byl zaloZen na pozemcich Polni pokusné stanice Mendelovy
univerzity v Zabéicich (jizni Morava, cca 30 km od Brna; GPS 49°01'28.7"N, 16°37'07.8"E).
Pokusné plochy se nachéazeji v kukufiéné vyrobni oblasti, v nadmotiské vySce 180 m n. m. s
primérnym roénim tthrnem srazek 491 mm a s primérnou ro¢ni teplotou 10,3 °C. Na stanovisti
je hlinitojilovitd ptada fluvizemniho typu. Kukufice byla péstovana po obilninach (v roce 2020
po pSenici ozimé, v roce 2021 po jeCmeni jarnim). Na podzim byla provedena orba, na jate
piedsetova piiprava pidy se zapravenim mocoviny v davee 120 kg.ha™t. V pokusu byl vysety
hybrid Walterinio KWS (FAO 280). Seti probéhlo 16. 4. 2020 a 15. 4. 2021secim strojem
KINZE 3500. Vysevek byl 80 tis. semen.ha®. Ve fazi tfetiho az &tvrtého listu kukufice (13. 5.
2020 a 21. 5. 2021) byly vysety jednotlivé varianty podsevovych plodin multifunkénim 4-
radkovym experimentalnim strojem spolecnosti P&L.

Jednim pfejezdem po pozemku byly provedeny ¢tyfi agrotechnické zasahy:

1) pleckovani o $ifce 32 cm v prostoru mezi fadky,

2) vysev podsevovych plodin,

3) piihnojeni dusikem (DAM 390 v davce 40 kg N.hal),

4) pasova aplikace herbicidu nad fadky kukufice (Laudis 1,5 | + Aspect PRO 1,5 I. hal).

Vysledné 58 % plochy bylo oSetfeno herbicidem a 42 % bylo pleckovano a vzapéti oseto
podsevovymi plodinami. Cilem pokusu bylo vyhodnotit dynamiku nartstu biomasy
podsevovych plodin ve tfech terminech. V roce 2020 byly odbéry provedeny 16. 6., 17. 7. a 22.
9., vroce 2021 pak 1. 7., 27. 7. 6. 9. U jednotlivych variant byly z plochy 0,16 m? (0,32 x 0,5
m) ve Ctyfech opakovanich, odebirany rostliny podsevovych plodin (nadzemni i podzemni
hmota), které byly nasledné¢ vysuSeny. Ziskané dvouleté vysledky produkce biomasy

90



OBSAH

Uroda 12/2021védecka priloha casopisu

podsevovych plodin byly zpracovany ve statistickém programu Statistica 12.0 (StatSoft
software Inc., Tulsa, Oklahoma, USA) pomoci analyzy rozptylu — ANOVA s naslednym
testovanim rozdila sttednich hodnot pomoci Fisherova testu.

Vysledky a diskuze

Analyzou variance byl prokdzan prikazny vliv jednotlivych faktorti (rok, termin odbéru, druh
podsevu), ale i vétSiny interakci mezi vySe uvedenymi faktory na produkei suché hmoty (tab.
¢. 1).

Tab. 1: Tabulka analyzy variance (ANOVA)

Stupne. Pl:umemy F hodnota
volnosti | &tverec

rok 1 8,4164 |155,330™
termin odbéru 3,5276 | 65,105
druh podsevu 5,2340 | 96,596

Zdroje variability

rok*termin odbéru 0,0980 1,808
rok*varianta 0,7395 | 13,647
termin odbé&ru*varianta 12 2,1723 | 40,092
rok*termin odbéru*varianta 12 0,3771 6,959™
Chyba 126 0,0542

Symboly ** znadi statisticky vysoce pritkazny vliv faktorii na produkci biomasy (hladina vyznamnosti 0,05)

Pritkazné vys$§i vynos byl zjistén v roce 2021 (1,02 t.hal) ve srovnani s rokem 2020 (0,58 t.ha"
1. Vysvétleni tohoto rozdilu lze hledat v odlinych povétrnostnich podminkach v obdobi
vegetace jednotlivych ro¢niki. Z tab. €. 2 je patrné, Ze v obou letech byl kvéten chladnéjsi nez
normal, ale v roce 2021 byly v tomto mésici srazky nadnormalni, kdezto podnormalni v roce
2020. Ptiznivé vldhové poméry v roce 2021 mély pozitivni vliv na dobré vzejiti, poté v cervnu
kladné pusobily vyssi teploty na dalsi rast podsevovych plodin. Také Constantin et al. (2015),
Tribouillois et al. (2018) a Wilson et al. (2013) zduraznuji, ze dést po vysevu podsevi byva
Casto zcela zésadni pro UspéSné zalozeni porostt.

Tab. &. 2: Pribéh povétrnostnich podminek ve vegeta&ni obdobi (Zab¢ice, 2020 a 2021)

Primérna teplota vzduchu (°C)
2020 2021

Mésic | Skute¢nost | Normal | Rozdil Hodnoceni | Skute¢nost | Normal | Rozdil | Hodnoceni

(°C) (°O) (°O) dle WMO (°0) (°0) (°0) dle WMO
Kvéten 13,0 146 | -1,6 | podnormdlni | 12,7 156 | -2,9 silne
podnormalni
Cerven 18,3 17,7 0,6 normalini 20,9 19,2 1,7 nNadnormalini

Cervenec 19,9 19,3 0,6 normalni 21,2 20,9 0,3 Normaini
Spen | 213 | 186 | 27 | Mmorddné | .o, | 505 | 26 silne’
nadnormalni podnormalni

Zafi 13,9 14,7 -0,8 normalni 15,6 14,7 0,9 normalni
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Uhrn srazek (mm)
2020 2021
0 0
Mésic | Skute¢nost | Normal o fi)ti Hodnoceni | Skute¢nost | Normal o fz)ti Hodnoceni
(mm) (mm) pro dle WMO (mm) (mm) pro’ dle WMO
normalu normalu
Kvéten 76,4 62,8 122 normalni 84,8 52,2 162 Nadnormalni
Cerven | 1286 | 686 | 188 | [Mmorddne | g4 o 61,7 97 normalni
nadnormalni
Cervenec 44,0 57,1 77 normalni 45,6 68,9 66 Normaini
Srpen 97,6 54,3 | 180 | nadnormdini | 1758 61,1 | 28 | Mimorddne
nadnormalni
"y silné 1
Z4f1 87,2 35,5 246 i 22,0 35,5 62 Normdlini
nadnormalni

Nejvyssi produkce nadzemni biomasy v susin¢ byla zjisténa ve 2. terminu odbéru (v priiméru
1,05 t.hal), naopak nejnizsi ve 3. terminu (0,55 t.hal). Takto reagovaly piedev§im druhy
s rychlou dynamikou nartstu biomasy, coz byly pfedevsim jednoleté druhy (zZito ozimé a
svazenka vratiColistd, jetel inkarnat). U nich doslo nejdfive k zastaveni ristu a jiz ve 3. terminu
byla biomasa z ¢asti ¢i upIné sucha. U pomaleji rostoucich druh (jetel plazivy a jilek vytrvaly)
byla nejvyssi produkce biomasy az ve 3. terminu (tab. ¢. 3). Celkoveé nejvyssi vynos suché
hmoty byl u Zita setého (1,66 t.ha), svazenky vrati¢olisté (1,15 t.na) a jilku mnohokvétého
(0,86 t.ha?). Z jetelovin dosahl nejvyssi produkei jetel inkarnat (0,71 t.hal). K obdobnym
zavérim dosli také Brooker et al. (2020), ktefi uvadéji, Ze za 30 dnit po vysevu jilek
mnohokvéty dosahl vyssi produkce biomasy nezli jetel inkarnat a fedkev olejna.

Tab. €. 3: Vliv jednotlivych faktori (rok, termin odbéru, druh) na produkci biomasy
(t.hal)

rok sucha hmota druh podsevy sucha hmota
(tha) P (tha')
2020 0,58 a 5 — vikev panonska 0,36 a
2021 1,03 b 4 — jetel plazivy 0,37 a
2 —jilek vytrvaly 0,55Db
termin odbéru suc(};ahg_rlr;ota 3 — jetel inkarnat 0,71c
3. termin odbéru 0,55a 1 — jilek mnohokvéty 0,86d
1. termin odbéru 0,82b 7 — svazenka vrati¢olista 1,15e
2. termin odbéru 1,05¢c 6 — Zito ozimé 1,66 f

Rozdilna pismena (a, b ...) znaci statisticky pritkazny rozdil pri hladiné vyznamnosti 0,05

Z obr. €. 1 jsou patrné rozdily v produkci biomasy u jednotlivych druhti podsevi v roce 2020 a
2021. Prikazné vys$si vynos biomasy byl u v§ech druhti s vyjimkou trav (jilku mnohokvétého a
vytrvalého). Van Sambeek et al. (2007) uvadéji, Zze délka vegetatni doby, kdy mohou
podsevové plodiny rist, je ddna terminem kveteni kukufice, kdy dochazi k omezeni svételnych
podminek v porostu kukutice az o 80 %.

92



OBSAH ,
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

2,5
20| ¢
Z i
<
= 15 ¢
©
©
: i
<
® 10+ l;|; %
o
=}
(%] % %
O R
00 ————— i . > .
S T 2 2 X £ B
< g S S c N =
o > < = 2 ° 0
5 Z £ = ® L2 ©
8 X — S o N o
I 2 % Q > | >
X o w ! 2 © 2
2 o~ ™ = > o
= ; @
- ok g ~® rok
\ 2020
~ M rok
druh podsevu 2021

Obr. & 1: Priimérny vynos suché hmoty podsevi (t.ha™; v roce 2020 a 2021)

Zavér

Z dvouletych vysledkd vyplynulo, Ze mezi jednotlivymi druhy podsevi jsou rozdily
V dynamice ristu a celkové produkci biomasy. Mezi rychle rostouci druhy patii jilek
mnohokvéty, zito seté a svazenka vraticolista. Termin zalozeni porost podsevi ve fazi 3. — 4.
listu se ukazal jako vyhovujici, pfi pozd€jSim vzejiti porostu se zkracuje vegetatni doba
podsevil, ponévadz limitujicim faktorem jsou dostatecné svétlené podminky v porostu
kukufice. Druhy s vyssi produkci biomasy se mohou uplatnit i ve vicepruhovych smésich.

Dedikace

Prispévek vznikl za finanéni podpory projektem NAZV ¢. QK1910334 ,Inovace Setrnych
systémi péstovani kukufice s vyuzitim podsevovych plodin k omezeni degradace pudy a
zlepSeni hospodateni s vodou v podminkach méniciho se klimatu®.
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Vliv pridavku biouhlu a bentonitu na kvalitativni parametry digestatu

Effect of biochar and bentonite amendment on the qualitative
properties of digestate
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Abstrakt

Digestat je odpad z anaerobni produkce bioplynu, ktery se pouzivé jako organické hnojivo. Pro
stabilizaci zivin v digestatu lze vyuzit sorbenty s pfiznivym u¢inkem na pldni vlastnosti.
V nadobovém experimentu byl digestat upraven inkubaci s biouhlem a/nebo bentonitem. Obsah
celkového (Kjeldahlova), anorganického a amoniakalniho dusiku, fosforu a vépniku byl
signifikantné nejvyssi v susiné kontrolni varianty s neoSetfenym digestatem. Nejvyssi obsah
nitratového dusiku a nejvyssi nitrifikacni potencial byl zjistén u varianty s pridavkem bentonitu.
Tato varianta obsahovala nejvétsi koncentraci siry, hoi¢iku a drasliku v suché biomase.
Prospésné piisobeni pomocnych pudnich latek pii apravé digestatu bylo ¢aste¢né prokazano,
bentonit (a méné vyrazn¢ biouhel) prispély K sekvestraci a transformaci nékterych Zzivin
Vv digestatu.

Klic¢ova slova: organické hnojivo, piidni pomocné latky, sorbenty, dusik, Ziviny

Abstract

Digestate is the waste from anaerobic biogas production that is used as organic fertiliser.
Sorbents with a beneficial effect on soil properties can be used to stabilise the nutrients in the
digestate. In the vessel experiment, the digestate was treated by incubation with biochar and/or
bentonite. The contents of total (Kjeldahl), inorganic and ammonia nitrogen, phosphorus and
calcium were significantly highest in the dry matter of the control variant with untreated
digestate. The highest nitrate nitrogen content and the highest nitrification potential were found
in the variant with bentonite addition. This variant contained the highest concentration of
sulphur, magnesium and potassium. The beneficial effect of soil amendments in digestate
treatment was partially demonstrated, bentonite (and to a lesser extent biochar) contributed to
the sequestration and transformation of some nutrients in the digestate.

Keywords: organic fertilizer, soil amendments, sorbents, nitrogen, nutrients

Uvod

Anorganicka hnojiva, kterd se Casto pouZivaji ke zvySeni trodnosti pidy a vynosu plodin,
nejsou trvalym feSenim pro zachovani zdravi a kvality pldy. Aplikace mineralnich hnojiv na
pudy s negativni bilanci organickych sloucenin urychluje mineralizaci plidni organické hmoty
(SOM) a narusuje pfirozené¢ metabolické procesy pudnich organismii, coz vede ke snizeni
obsahu SOM (Hernandez-Soto et al. 2019). Organicka hnojiva mohou eliminovat potencialni
negativni u¢inky mineralnich hnojiv svymi vlastnostmi, které¢ jsou blizké vlastnostem piirodni
SOM. Jejich kombinace s pidnimi pomocnymi latkami se zvySenou sorpcéni a iontové
vymeénnou kapacitou mohou byt uzite¢nymi nastroji k udrzeni nebo zvySeni SOM, zachovani a
zlepSeni urodnosti pudy a vynosu plodin (Pospisilova et al. 2020). Digestat je piikladem
zbytkového materialu, odpadu z anaerobni produkce bioplynu, ktery se pouziva jako organické
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hnojivo bohaté na slou¢eniny dusiku (N, anorganicky dusik je vétSinou ve formé amoniaku),
fosforu (P, jeho rostlindm dostupny podil se zvySuje pii anaerobnim §té€peni) siry (S), vapniku
(Ca), drasliku (K), hoi¢iku (Mg) a na mikroelementy (Masse et al. 2011). Vyuziti digestatu v
zemé&delstvi ma pozitivni vliv na rust a produkei plodin (Liedl et al. 2004), na snizeni objemové
hmotnosti, zvySeni hydraulické vodivosti, schopnosti zadrzovat vodu (Garg et al. 2005) a
stabilitu agregat. Digestat mize napomoci zvysit obsah organické hmoty (humusu) a zivin
v padé (Erhart et al. 2014). Vyuzitelnost zivin z digestatu mize byt snizena v dusledku
volatilizace, zejména tékavych forem dusiku (Vu et al. 2015), a také rozpustnosti rostlinam
ptistupného fosforu (Melgago et al. 2021). Pro stabilizaci zivin v digestatu lze vyuzit sorbenty
S pfiznivym ucinkem na pidni vlastnosti, jako jsou napi. bentonit a biouhel. Bentonit je
fylosilikatovy jil obsahujici hlavné montmorillonit, ktery je vynikajicim pidnim kondicionérem
a podporuje rast rostlin (Bouabid et al. 1991). Vedle zivin imobilizuje tézké kovy a zne€ist'ujici
latky z pady (Myasnikov et al. 2016): zbytky herbicidi a antibiotik (Davies and Jabeen 2002;
Geng and Dogan 2013). Funguje 1 jako nosi¢ prospéSnych mikroorganismi pii biologickém
oSeteni pudy (Gutarowska et al. 2014), ma znacny potencial vyuziti v zemédélstvi. Lze ho
pouzit pro stabilizaci Zivin obsazenych v anaerobnim digestatu (Estevez et al. 2014).

Biouhel, materidl vyrabény pti vysokoteplotnim (300—1000 ° C) spalovani biomasy (dievo,
hniyj, rostlinny odpad, organicky komundlni odpad, Cistirenské kaly) za nepfistupu nebo s
omezenym pristupem kysliku, tzn. pyrolyzou (Saifullah et al. 2018). Je bohaty na stabilni uhlik,
ma vysokou chemickou a biologickou stabilitu, porozitu, velkou povrchovou plochu, adsorp¢ni
a kationtovou vyménou kapacitu (Li et al. 2017). Diky témto vlastnostem ma i biouhel potencial
retence zivin adsorpci iond (Liang et al. 2006; Hale et al. 2013), muze kumulovat zdroje dusiku
a dal$ich zivin. Pfedstavuje koloniza¢ni niku pro mikroorganismy a méa na né pozitivni vliv
(Sashidhar et al. 2020). Také biouhel byl vyuzit ke zvySeni stabilizace zivin v digestatu (Chen
et al. 2021).

Cilem této prace bylo proto zefektivnéni vyuziti zivin z digestatu (zejména tékavych forem
dusiku, a také fosforu, ktery je v pude rychle vyplavovan) jejich vazbou na ptidni pomocné
latky s vysokou sorpcni kapacitou. Digestat byl upraven v nddobovém experimentu inkubaci s
biouhlem a/nebo bentonitem, byl hodnocen vliv téchto aditiv na chemické slozeni digestatu:
obsah zivin a riznych forem dusiku.

Material a metody

Testovany byly pokusné varianty digestatu s definovanym ptidavkem biouhlu a bentonitu po
dobu 8 tydnti v nddobéach o objemu 50 litri — varianty pokusu viz Tabulka 1. Digestat (vyrobeny
anaerobni fermentaci gastroodpadu) byl ziskan z bioplynové stanice ECR Rapotin, ktera
pracuje v kontinudlnim mezofilnim rezimu (okolo 40 °C). Biouhel (Sonnenerde GmbH,
Rakousko) byl vyroben pyrolyzou (cca 600 ° C) ze zeméd€lského odpadu sestavajiciho z
celulézovych vldken a obilnych plev, stejny byl pouzit v pfedchozich experimentech autorii
(Brtnicky et al. 2021). Bentonit (Ekobent B) pochazi od ¢eského vyrobce KERAMOST, s.c. —
vlastnosti viz (Datta et al. 2020).
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Tabulka 1: Testované varianty digestatu

. digestat biouhel bentonit .

varianta zkratka suSina [%
[dm°] | [kg] [kg] ]

kontrolni digestat | D 20 - - 5,61 £0,26

digestat + biouhel | D+BU 20 0,8 - 7,85+0,25

digestat + bentonit | D+BE 20 - 0,8 6,40 + 0,67

digestat+biouhel+

bentonit D+BU+BE 20 0,8 0,8 8,11+ 0,62

KaZzda varianta byla zalozena ve 3 opakovanich, nddoby byly na zacatku pokusu vzduchotésné
uzavieny. Po 8 tydnech byl pokus ukoncen a z kazd¢ varianty byly odebrany vzorky, ve kterych
byl analyzovano obsah Zivin (anorganicky, amoniakélni, dusitanovy a celkovy Kjeldahliv
dusik, P, K, Mg, Ca, S) pomoci metod dle norem: ISO 11261:1995, ISO 15178:2000, I1SO
14869-3:2017.

Porovnani soubort dat vysledk analyz bylo provedeno jednosmérnou analyzou rozptylu
(ANOVA) s post-hoc Tukey HSD testem a hodnota p < 0,05 byla povazovana za statisticky
vyznamny rozdil. Korela¢ni analyza byla provedena na hladiné spolehlivosti p < 0,05, hodnoty
korela¢niho koeficientu r byly posouzeny jako mirna (0,5<r<0,7), stfedni (0,7<r<0,9) a vysoka
(r>0,9) korelace (Hinkle et al. 2003). VSechna data byla analyzovana s pouzitim softwarového
balicku Statistica ver. 13.4.0.14.

Vysledky a diskuze

Celkovy obsah Kjeldahlova dusiku (Njeidahi) v susin¢ digestatu byl signifikantné nejvyssi
Vv kontrolni variant¢ D, varianta pouze s bentonitem D+BE m¢la signifikantné vyssi hodnoty
V porovnani s variantami s biouhlem D+BU a D+BU+BE — Graf 1a). Diivodem niz$iho obsahu
celkového dusiku mohla byt jednak vyssi suSina vSech digestata s piidavky sorbentil (biouhel,
bentonit) v porovnani s neoSetifenym kontrolnim digestatem, jednak vliv téchto sorbentl se
zasaditou reakci (pH biouhlu 9,8, pH bentonitu 9,0) na pH digestatu na zacatku experimentu,
kdy mohlo dojit k oxidaci redukovaného amoniaku (NH4"), ktery piedstavuje vyznamné
zastoupenou slozku v digestatu obsazeného dusiku (Battista et al. 2021), a nasledné volatilizaci
ve formé NHas. VIiv pH na volatilizaci amoniaku z tekutych organicky hnojiv je znam (Moller
2015). Vliv obsahu susiny na celkovy obsah dusiku doklada vysoka signifikantni negativni
korelace mezi Njeidanl a suSinou (r = - 0,94), podil obsahu amoniakalniho dusiku na celkovém
dusiku je patrny ze stiedni korelace mezi Nijeisan @ N-NH4 (r = 0,7). Vyssi obsah celkového
dusiku v digestatu s bentonitem (D+BE) Vv porovnani s digestaty s biouhlem (D+BU a
D+BU+BE) mohl byt zptsoben jak vyssi sorpcni kapacitou bentonitu (imobilizace dusiku,
zabranéni nitrifikace ¢i volatilizaci), tak vlivem biouhlem podminéné inhibice oxidace
amoniakalniho dusiku represi aktivity pfislusnych enzymu. Inhibi¢ni ucinky biouhlu na
enzymovou aktivitu byly jiz popsany (Foster et al. 2016; Holatko et al. 2020). Zeolit (podobny
bentonitu) ma také potencial pro snizeni volatilizace amoniaku (Lefcourt and Meisinger 2001).
Anorganicky dusik (Nanorg) a amoniakdlni dusik (N-NHs) vykazovaly vysokou miru
signifikantni pozitivni korelace (r = 0.88) a téméf srovnatelné hodnoty, které byla stejné jako u
celkového dusiku signifikantné nejvyssi u kontrolniho digestatu D — Graf 1b). Také obsah
téchto forem dusiku byl signifikantné vyssi u digestatu s bentonitem (v porovnani s variantami
digestatu s biouhlem — D+BU a D+BU+BE), ale celkové byly rozdily v obsahu téchto forem
dusiku pomé&rné mensi nez u dusiku celkového (Kjeldahlova).
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Graf 1: Vlastnosti variant digestatu s pridavky biouhlu a bentonitu
Chybové tsecky = smérodatna odchylka, pismena znaci statistické rozdily mezi variantami na
hladin€ vyznamnosti p < 0,05
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Prepoc¢tem na Cerstvou hmotu digestatu vyjdou vysledné koncentrace anorganického dusiku
(v g/kg): 8,21+0,01 (D), 8,91+0,01 (D+BU), 8,29+0,03 (D+BE) a 8,35+0,00 (D+BU+BE).
Z téchto vysledki je patrné, Ze ptidany biouhel ¢i bentonit mlize spolu s negativnim efektem
volatilizace rozpusténého amoniaku nasledn¢ stabilizovat ¢i mirn¢ zvysit obsah anorganickych
forem dusiku. Podobny prospésny efekt ptidavku biouhlu byl jiz popsan (Holatko et al. 2021).
Vliv na stabilizaci anorganického dusiku mohla mit také interakce s vapnikem (ktery piispiva
k precipitaci fosforu), kterym s Nanorg Vysoce pozitivné koreloval (r = 0.92).

Nitratovy dusik (N-NOs) byl v porovnani s kontrolou (D) signifikantné¢ niz$i pouze ve
variantach s biouhlem (D+BU, D+BU+BE), piidavek bentonitu vedl Kk neprukazné vyssimu
obsahu nitratti v suché biomase varianty D+BE — Graf 1¢). Podil mezi nitratovym a celkovym
dusikem (N-NOz / Ngjeidant) dale ukazal pomérné vyrazné vys$si nitrifikacni vytézek ve
variantach D+BU (0,38) a D+BE (0,34), jakoz i vyssi pomér u varianty D+BU+BE (0,29),
Vv porovnani s kontrolou D (0,22). Tyto vysledky naznacuji, Ze pfidavky biouhlu a bentonitu
nem¢ly sice na celkovy obsah dusiku v pokusnych variantach digestatu vyrazny vliv, av§ak

D+BU+BE
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vyrazné zlepsili proces mineralizace dusiku — nitrifikace. Kombinovany ucinek digestatu a
biouhlu na zvySeni obsahu mineralizovanych nitratii byl dosud prokazan v pudé (Kizito et al.
2019).

Vedle dusiku byl hodnocen vliv obou ptidavkt (biouhlu i bentonitu) i na obsah dalsich zivin.
Signifikantné nejvyssi obsah fosforu (P) v susinég byl zji$tén v kontrolnim digestatu D, ale obsah
v digestatu s bentonitem byl rovnéz signifikantné vyssi v porovnani s digestaty s biouhlem
(D+BU, D+BU+BE) — Graf 1a). I zde soudime, ze vysledek byl ovlivnén obohacenim digestatu
sorbenty s vysokym obsahem sus$iny, avSak nizkym obsahem fosforu. Bylo prokazano, Ze na
obsah a dostupnost fosforu ma pozitivni vliv jak bentonit (Estevez et al. 2014), tak biouhel
(Kizito et al. 2019). V experimentu pozorovany vliv susiny na obsah fosforu doklada vyznamna
vzajemna negativni korelace (r = - 0,88), naopak koincidenci nitrifikace a sekvestrace fosforu
doklada pozitivni korelace P a N-NOs (r = 0,8), na mozny efekt ko-precipitace vapniku a fosforu
(Melgacgo et al. 2021) ukazuje korelace (r = 0,88) také. Z tohoto diivodu jsou poméry obsahu
vapniku (Ca) velmi podobné obsahu fosforu: signifikantné nejvyssi obsah vapniku vykazoval
kontrolni digestat D, signifikantn€ nejniz8i vapnik byl v digestatu D+BU, 1 pfesto Ze pouZzity
biouhel obsahoval téméf 3,5 % vapniku v susiné — Graf 1d). Tento vysledek 1ze vysvétlit opét
ptedpokladdanou, bentonitem podminénou, ko-precipitaci vapniku a fosforu. Obsah vapniku
také vysoce pozitivné koreloval s obsahy Njeidanl, Nanorg, N-NO3z (hodnota r ¢inila 0,99, 0,92 a
0,92).

Obsah siry (S) v susin¢ pokusnych variant (v kontrastu s pfedchozimi hodnocenymi Zivinami)
pfimo zavisel na mnozstvi ptidanych sorbentii: signifikantné nejvyssi byl u variant s ptidavky
bentonitu (D+BE, D+BU+BE) a také hodnota u varianty D+BU byla statisticky prikazné vyssi
VvV porovnani s kontrolou — Graf 1c). Pficinou mohl byt vyssi obsah siry (pravdépodobné
V podobé siranti) v bentonitu a biouhlu, a také schopnost adsorbovat siru v rtizné formée
(hydrogensulfid, sulfidy, sirany), at pifimo (Stepova et al. 2009; Shang et al. 2016) nebo
Vv podob¢ soli napi. Mg, K (Enslin et al. 2010). S obsahem siry pravdépodobné souvisel i obsah
hot¢iku (Mg, r= 0,84): také jeho hodnoty byly signifikantné nejvyssi u varianty D+BE, varianty
D+BU a D+BU+BE byly rovnéz signifikantné bohat$i na Mg v porovnani s kontrolou — Graf
le). Usuzujeme, ze obsah hoic¢iku byl opét ovlivnén primarné obohacenim digestatu ptidavky
biouhlu (obsahoval 1,9 % Mg Vv susing) a bentonitu, mozna v podob¢ siranu hofe¢natého. Stejné
tak byl domnélym faktorem urcujicim obsah drasliku (K) ptidavek biouhlu a bentonitu, byt’
vzajemna pozitivni korelace mezi Mg a K byla pouze mirna (r =0,64). Obsah K u variant D+BE
(nejvyssi hodnota) i D+BU byl signifikantné vyssi v porovnani s kontrolou - Graf 1d). Bentonit
(0,6 % Kvsusing) a zejména biouhel (4,2 % K v susin€) jsou dobrymi zdroji drasliku a
sorbenty soli, ¢imz lze objasnit zjisténé obohaceni upravenych digestata draslikem.

Zavér

Digestat zménil slozeni a obsah zivin po 8-tydenni inkubaci s biouhlem a/nebo bentonitem
vV porovnani s kontrolou. Obsah celkového (Kjeldahlova), anorganického a amoniakalniho
dusiku v suSin€ byl ptesto signifikantn& nejvyssi v kontrolni varianté s neoSetfenym digestatem.
Také obsah fosforu a vapniku byl u této varianty nejvyssi, predpokladan byl vliv spolecné
precipitace obou Zivin. Nejvyssi obsah nitratového dusiku a nejvyssi nitrifikacni potencial byl
zjistén u varianty s ptidavkem bentonitu. Tato varianta obsahovala téz nejvétsi koncentraci siry,
hot¢iku a drasliku v suché biomase. Bentonit (a méné vyrazné biouhel) ptispély k sekvestraci
a transformaci zivin v digestatu. ProspéSné plisobeni pomocnych pldnich latek pii tpraveé
digestatu vyuzitelného jako organické hnojivo budou ovéfeny aplikaci do plidy.
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Podékovani

Tato prace byla podpofena projekty Technologické agentury Ceské republiky ¢. TH04030132
,»Systémy aplikace tekutych organickych hnojiv jako prostiedek ke zlepSeni pidniho prostiedsi,
zvyseni vyuzitelnosti zivin rostlinami a jako prostiedek k minimalizaci dopadl na Zivotni
prostfedi*“a ¢. TH03030319 ,,Podpora funkéni diverzity piidnich organismii aplikaci klasickych
a modifikovanych stabilnich organickych hmot pii zachovéani produkénich vlastnosti pid «.
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Vysledky péstovani brambor v podminkach technologie
aeroponie v letech 2019 — 2021

Results of potato cultivation in conditions of aeroponics technology
in the years 2019-2021

Cizek M., Komarkova Z.
Vyzkumny ustav bramborarsky Havlickiiv Brod

Abstrakt

Aeroponie je nova technologie, ktera vyuziva systém péstovani hydroponie, kde jsou kofeny
rostlin zavéSeny v tmavé uzaviené komote a postiikany zivnym roztokem ve formé jemné mlhy
(Christie and Nichols, 2004). Chang et al. (2012) uvedli, ze aecroponie muze byt vhodny systém
pro produkci bramborovych minihlizek. Zkusenosti s produkci minihlizek bramboru pochazeji
z Jizni Korey (Kang et al., 1996; Kim et al., 1997, 1999), gpanélska (Ritter et al., 2001; Farran
and Mingo-Castel, 2006), Keni (Mbiyu et al., 2012), Brazilie (Mateus-Rodriquez et al., 2012)
apod. V tomto pfispévku jsou pfedstaveny zkuSenosti s vyuZitim technologie aeroponie pro
produkci sadbovych minihlizek bramboru v letech 2019 az 2021 ve VUB Havli¢ktv Brod. Pro
srovnani byla vyuzita substratova technologie v polykarbonatu (PK). V hodnoceném obdobi
nebyl nalezen statisticky prikazny vliv Zivného roztoku ani odriidy bramboru na pocet hliz.
Naopak byl statisticky prokézan vliv technologie aeroponie oproti substratové technologii.
Podobny zavér byl statisticky prokazan u vysky rostlin ve vSech sledovanych letech. U délky
kofenli a stolonli nebyl v technologii aeroponie nalezen statisticky priikazny vliv Zivného
roztoku a odridy bramboru.

Klic¢ova slova: aeroponie, minihlizky, kofeny, stolony, polykarbonat

Abstract

Aeroponics is a new technology that uses a hydroponics cultivation system, where plant roots
are suspended in a dark closed chamber and sprayed with a nutrient solution in the form of a
fine mist (Christie and Nichols, 2004). Chang et al. (2012) stated that aeroponics may be a
suitable system for the production of potato mini-tubers. Experience with the production of
potato mini-tubers comes from South Korea (Kang et al., 1996; Kim et al., 1997, 1999), Spain
(Ritter et al., 2001; Farran and Mingo-Castel, 2006), Kenya (Mbiyu et al.., 2012), Brazil
(Mateus-Rodriquez et al., 2012), etc. This paper presents the experience with the use of
aeroponics technology for the production of potato mini-tubers in the years 2019 to 2021 in PRI
Havlickuv Brod. For comparison, the substrate technology in polycarbonate (PK) was used. No
statistically significant effect of nutrient solution or potato variety on the number of tubers was
found in the evaluated period. On the contrary, the influence of aeroponics technology over
substrate technology was statistically demonstrated. A similar conclusion was statistically
demonstrated for plant height in all monitored years. For the length of roots and stolons, no
statistically significant effect of nutrient solution and potato variety was found in aeroponics
technology.

Keywords: aeroponics, minitubers, roots, stolons, polycarbonate

Uvod

Technologie aeroponie nabizi fadu vyhod oproti ostatnim metodam (Mbiyu et al., 2012,
Buckseth et al., 2016), pouziva malo vody, coz je 1/10 az 1/30 vody pouzité v polni produkci
stejného mnozstvi brambor, neni nutnd zadna sterilizace péstebniho média, ¢imz se
minimalizuji naklady. V aeroponickych systémech se nevyskytuji Zadné choroby piendsené
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pudou, plevele a had’atka. Dalsi vyhodou je, Ze aeroponické systémy umoziiuji prodlouZené
vegetani obdobi, plodiny lze péstovat cely rok a tim dosdhnout vysSich vynosi. Mezi
nevyhody patii plnd zavislost na elektrické energii, kdy jakékoliv vypadky mohou zpiisobit
nevratné skody (Otazu, 2010) a citlivost na zmény teploty a vlhkosti; idealni teplota by méla
byt 18 az 22 ° C béhem dne a 14 az 18 ° C v noci. DulleZité je chlazeni Zivného roztoku na
optimalni teplotu kolem 18 °C. Bylo zji§téno, Ze chlazeni kofenové zony je klicovym faktorem
pro zlepseni zdravi a rychlosti mnozeni minihlizek (Pathania et al., 2016). Délka péstebniho
cyklu v aeroponii u brambor je odridové specificka, minimaln¢ 4 mésice. Je pfiblizné o 1-2
mesice delsi, nez pii péstovani v polnich podminkach (Andrade-Piedra et al., 2019). Minihlizky
jsou postupné sklizeny po dosazeni pozadované velikostni kategorie (1-3 @) az do doby
prestarnuti porostii (104—160 dni po vysadbe¢). V naSem piipad€ byla z diivodu nize popsanych
problémi v roce 2019 sezdna kratsi nez 4 mésice (104 dni).

Material a metody

V letech 2019 az 2021 byly ve Vyzkumném tstavu bramboratském vyuzity tkanové kultury tii
odrid brambor. Jednalo se o odridy Adéla (rana, dale R), Ornella (polopozdni, dale PP) a Zuza
(polorana, dale PR). Ve dvou aeroponickych jednotkach oznacenych jako AJ1 a AJ2, byly
vychozi materialy péstovany ve sponu 0,25 x 0,25 m, tzn. hustota porostu 25 rostlin/m? bez
ohledu na vychozi material. Ve vSech letech byly k brambordm aplikovany komer¢ni roztoky
zivin uréené piimo pro aeroponii (AJ1), pro porovnani pak byl pfipraven zivny roztok, jehoz
slozeni bylo upraveno dle Otazu, V., (2010) (AJ2). Zivné roztoky byly chlazeny na optimalni
teplotu kolem 18 °C. Béhem péstebniho cyklu brambor v aeroponii probéhlo nékolik sklizni
minihlizek (6—10). Pro porovnani byly vychozi materialy péstovany substratovou technologii v
polykarbonatovém izolatu (PK). V PK byla pouzivana kazdodenni zalivka, pod stropem byla
umisténa Cidla, kterda méfi teplotu a vlhkost uvnitf polykarbonatového skleniku. V PK byl
dodrzovan podobny spon (hustota porostl) jako v aeroponickych jednotkach. Vysadba a
sklizett brambor byla provadéna ru¢né. V aeroponickych jednotkach byl sledovéan vliv odrady
a rocniku na pocet hlizek (ks), délku kofenti a stolonii (ve stupnich bodové stupnice) a vysku
rostlin. Délka kofent, stolonl a vyska rostlin byla hodnocena dle vlastni stupnice, ktera je
uvedena v zavéru ¢lanku. V polykarbonatu byly hodnoceny pocet hliz (ks) (hlizy vétsi nez 30
mm) a vyska rostlin.

Pro vyhodnoceni vysledki byla pouzita vicefaktorovd ANOVA v programu STATISTICA
14.0.0. Pro mnohonasobné porovnani byl pouzit Scheffého test.

Vysledky a diskuse

Vyska rostlin

Vyska rostlin byla méfena v pravidelnych tydennich intervalech az do prestarnuti porostu, a to
jak v aeroponickych jednotkach, tak i v polykarbonatu. Pti hodnoceni byla pouzita osmibodova
stupnice. (viz. stupnice na konci ¢lanku) Primérné hodnoty byly poté piepocitany na metry.
Rok 2019: Primérna vyska rostlin v aeroponickych jednotkach se pohybovala v rozmezi od 5,0
bodu stupnice (1,00 m) u odridy Zuza v AJ1 po 6,3 bodu stupnice (1,26 m) u odrudy Adéla
v AJl, primérna vyska rostlin v PK od 3,7 bodu stupnice (0,74 m) u odridy Adéla do 4,0 bodu
stupnice (0,80 m) u odrid Ornella a Zuza.
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Rok 2020: Praimérna vyska rostlin se pohybovala v rozpéti od 6,5 bodi stupnice (1,30 m) u
odrid Adéla v obou AJ1 az po 7,0 bodu stupnice (1,40 m) u odrudy Ornella v AJ2. Primérna
vyska rostlin v PK se pohybovala od 4,4 bodu stupnice (0,88 m) u odrudy Adéla a po 4,8 bodu
stupnice) (0,96m) u odrid Zuza a Ornella.

Rok 2021: Primérna vyska rostlin se pohybovala v rozpéti od 7,6 bodi stupnice (1,52 m) u
odridy Adéla a Ornella v AJ 1, po 8 bodut stupnice (1,80 m) u odrady Adéla v AJ 1 au odrady
Ornella v AJ2. V PK se vyska rostlin pohybovala od 4.7 bodt stupnice (0,94 m) u odridy Adéla
po 4,9 bodu stupnice (0,98 m) u odrudy Ornella a Zuza.

Ve vsech tfech letech nebyl statisticky vyznamny rozdil ve vySce rostlin mezi aeroponickymi
jednotkami, avSak oproti vysce rostlin v PK byly rostliny vyssi u obou AJ, a to ve vSech tfech
letech. Tento rozdil byl statisticky pritkazny (Obr. 1). V AJ1 bylo pouzito ve vSech tfech letech
stejné komercni hnojivo pfimo uréené pro aeroponické a hydroponické péstovani. Postupné
zvySovani rostlin mohlo byt zplisobeno efektivnéj$im monitorovanim rostlin (v€asny zachyt
Sktidcti a rychlejsi odstranovani technickych problémt) a postupné ziskavani zkuSenosti s
aeroponickym péstovanim. V AJ2 byl pouzit roztok ndmi namichany dle Otazu, 2010.
Vzhledem k tomu, Ze tento roztok byl namichan pro potteby péstovani v jinych podminkéach,
b&hem let jsme si ho postupné upravovali dle potieb rostlin pstovanych v aeroponii ve VUB.

Délka kofent a stolonii:

Délka kotent a stolonil byla méfena v tydennich intervalech u obou dvou AJ ve vSech tifech
letech. Pfi hodnoceni byla pouzita Sestibodova stupnice, primérné hodnoty byly poté
prepocitavany na metry.

Rok 2019:

Primérna délka kotenti v roce 2019 se pohybovala v rozmezi od 1,01 m u odrady Zuza (AJ1)
po 1,20 m u odridy Adéla (AJ2). Primérma délka stolont se pohybovala od 0,38 m u odridy
Ornellav AJ 2 do 1,01 m u odriidy Zuza v AJ1.

Rok 2020:

Primérné délka kotenii se pohybovala v rozmezi od 1,08 m u odridy Zuza v AJ1 po 1,20 mu
odridy Ornella v AJ2. Primérna délka stolonti se pohybovala v rozmezi od 0,78 m u odrady
Zuza do 1,12 m stupnice.

Rok 2021:

Primeérné délka kotent se pohybovala v rozmezi 0,95 m u odridy Adéla a Ornela v AJ 1 po
1,00 m u odridy Zuza v AJ1 a odridy Ornella v AJ 2.Priimérna délka stoloni se pohybovala v
rozmezi od 0,39 m u odridy Ornella v AJ 1 po 0, 90 m u odriidy Zuza v AJ 2.

Vyslednd délka kofeni a stoloni nevykazovala vyznamné statistické rozdily v Zadném
Z porovnavanych ptipadii.

Pocet minihliz:

Rok 2019: U vsech odrid bylo sklizeno vice hliz v AJ1 odridy Adéla byl 5,3 ks, Ornella — 4,2
ks, Zuza — 7,2 ks) oproti AJ2 (primé&rny pocet hliz na rostlinu: Adéla — 2,4 ks, Ornella 2,5 ks,
Zuza — 3,9 ks). Prestoze pocet hliz byl vyssi v AJ 1, statisticky pritkazny rozdil byl pouze u
odrid Adéla (5,3 hlizek na rostlinu u AJ1 a 2,4 hlizek na rostlinu u AJ2) a Zuza (7,2 hlizek na
rostlinu u AJ1 a 3,8 hlizek na rostlinu u AJ2). V porovnani s kontrolou v polykarbonatu, se vice
hliz na rostlinu vytvofilo pouze u Adély a Zuzy v AJ1. V polykarbonatu se nejvic hliz vytvoftilo
u odriidy Ornella (pramérny pocet hliz 10,6 ks/rostlina), u odriidy Zuza byl primérny pocet hliz
na rostlinu 5,8 ks. Nejméné hliz se vytvofilo u odridy Adéla (primérny pocet hliz na rostlinu
byl 3,9 ks) (Obr. 2).
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Pocet hliz v roce 2019 byl ovlivnén zejména masivnim naletem msic na rostliny, které se i pies
véasnou aplikaci postiiku nepodatilo zlikvidovat. Z toho divodu doslo k predéasnému
ukonceni sezony, kdy bylo sice nasazeno velké mnozstvi hliz, které vSak nestihly dozrat. Nizsi
pocet hliz v AJ 2 byl zptisoben kombinaci opozdéného vyvoje rostlin (zfejmée vlivem zivného
roztoku) oproti AJ 1 a naletem msSic.

Rok 2020: V obou aeroponickych jednotkach bylo sklizeno prukazné¢ vice hliz oproti
polykarbonatu (Obr. 3). V polykarbonatu se primérny pocet hliz na rostlinu pohyboval v
rozmezi 4,2 ks na rostlinu u Ornelly po 8,5 ks na rostlinu u odridy Zuza. V aeroponickych
jednotkach se primérny pocet hliz na rostlinu pohyboval v rozpéti 14,6 ks na rostlinu u odrady
Adéla v AJ1 po 19,5 ks/rostlinu u odridy Ornella v AJ1. U odridy Zuza a Adéla se vytvoftilo
vice hliz v AJ 2 (odrida Adé¢la: AJ 1 14,6 ks/rostlina, AJ2: 19,2 ks/rostlina; odriida Zuza: AJ1
17,6 ks/rostlina, AJ2 18,5 ks/rostlina). Tento rozdil nebyl vSak statisticky priikazny. Naopak
statisticky prukazny byl rozdil u odriidy Ornella mezi AJ. Zde se vSak vice hliz tvofilou AJ 1
(19,5 ks/rostlina) oproti AJ 2 (14,4 ks/rostlina). Vyssi pocet hliz v aeroponickych jednotkach
oproti polykarbonatu mohl byt zptisoben efektivnéjsim bojem proti msicim a celkové zlepSenim
fesSeni technickych problémii.

Rok 2021: Co se tyce poctu hliz mezi aeroponickymi jednotkami, nebyl zde zadny vyrazny
rozdil. V AJ1 se vytvoftilo vice hliz u odrad Adéla (primérny pocet hliz na rostlinu: 34,0 ks u
AJ1 oproti 33,7 ks u AJ2) a Zuza (primérny pocet hliz na rostlinu: 41,0 ks u AJ 1 oproti 36,3
ksu AJ 2). V AJ2 se vice hliz vytvofilo u odridy Ornella (primérny pocet hliz na rostlinu: 30,7
ks u AJ2 oproti 25,6 ks u AJ1. V ramci AJ1 bylo vyrazné vice hliz u odriiddy Zuza oproti odridé
Ornella. Tento rozdil byl statisticky vyznamny.

Ve srovnani s PK (primérny pocet hliz na rostlinu: Adéla — 12,6 ks, Ornella — 10,0 ks, Zuza —
10,5ks) se vyrazné vice hliz vytvoftilo v obou AJ (Obr. 4). Tento rozdil byl statisticky priikazny,
a to 1 u odriidy Ornella, kterd vytvofila v AJ 1 mén¢ hliz nez ostatni odrudy.

Kdyz porovname jednotlivé AJ v ramci let 2019 az 2021, dochdzelo mezirocné ke zvysSovani
poctu hliz (Obr. 5). U AJ1 byl tento rozdil mezi lety 2019 az 2021 statisticky pritkkazny u vSech
nami testovanych odrad. Rozdil poctu hliz mezi lety 2019-2021 byl statisticky prikazny u
odriidy Zuza a Adéla ve prospéch roku 2021. Mezi roky 2019 a 2020 byl statisticky vyznamny
rozdil v poctu hliz ve prospéch roku 2020 pouze u odrtidy Ornella.

U AJ 2 byl rozdil mezi jednotlivymi lety v rdmci odriid statisticky prikazny u vSech odrid, a
to od roku 2019 do roku 2021 (Obr. 6).

Nutno podotknout, ze i v PK dochazelo k postupnému zvySovani poc¢tu hliz, az na odriidu
Ornella, ktera v roce 2019 vytvofila velké mnozstvi hliz, které ptekonalo i sklizeni v roce 2021.
U odrud Adéla a Zuza doslo k postupnému zvySovani sklizné od roku 2019 az 2021. U odrady
Adéla byl tento rozdil statisticky pritkkazny jak mezi lety 2019 a 2021, tak mezi lety 2020 a
2021. U odrudy Zuza to bylo jak mezi lety 2019 a 2020, tak i mezi lety 2019 a 2021 a mezi lety
2020 a 2021 (Obr. 7).
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Zavéry

nejhospodarnéjsi a nejpohodIngjsi systém péstovani rostlin nez substratové a jiné technologie
pestovani bez pudy (Lakhiar et al., 2018). Vzhledem k tomu, ze v letech 2019 az 2021 nebyl
zjistén statisticky prikazny vliv sloZeni zivného roztoku na pocet minihlizek a na délku kotfenti
a stolonti bramboru v aeroponii, 1ze konstatovat, Ze pro péstovani brambor v technologii
aeroponie vyhovuji oba roztoky, a to jak komer¢ni, tak nami namichany. Zarovenn bylo
prokazano, ze v technologii aeroponie se tvoii daleko vice hliz, nez v klasické substratove
technologii (PK). Vliv odridy bramboru na pocet hliz v aeroponii i substratové technologii
nebyl statisticky prukazny v souhrnu hodnocenych let. Od roku 2019 do roku 2021 dochazelo
k postupnému zvysovani rostlin a poc¢tu hliz v obou AJ. Rozdily byly statisticky prukazné,
zejména mezi lety 2019 a 2021. Na zvySovani poctu hliz mél vliv efektivni boj se mSicemi a
monitoring technického stavu AJ a postupné nabyvani zkusenosti s technologii aeroponie. Co
se tyCe poctu hliz, vysledky z roku 2021 se piiblizuji zdvérim zahranicnich autorti (Otazu,
2010, Lakhiar et al., 2018).
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Obr. 1: Porovnani vysky rostlin mezi jednotlivymi technickymi izolaty v letech

Vyska rostlin (stupnice)

2019 - 2021 (A=Ad¢éla, Z=Zuza, O=Ornella)

*Rok*Technicky izolat; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(8, 702)=2,1039, p=,03335

Dekompozice efektivni hypotézy

Vertikalni ¢ary oznacuiji 0,95 intervaly spolehlivosti

2019

Obr. 2: Poéet hliz v roce 2019

Pocet hliz (ks)

Odriida*Technicky izolét; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(4, 234)=27 532, p=0,0000

Vertikalni sloupce oznaduii 0,95 intervaly spolehlivosti
Rok 2019

2020

AN

Adéla Omella Zuza

AR
FPK
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Pocet hliz (ks)
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=+ AN
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2021 —+PK

Obr. 3: Pocet hliz v roce 2020

Odriida*Technicky izolat, Priméry MNC
Soucasny efekt: F(4, 234)=9,3231, p=,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuiji 0,95 intervaly spolehlivosti

Rok 2020

Adéla Omella Zuza

EAN
T AR
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Obr. 4: Pocet hliz v roce 2021

Odriida*Technicky izolat; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(4, 234)=2,1045, p=,08101
Dekompozice efektivni hypotézy
alni sloupce ¢uji 0,95 intervaly spolehli

Rok 2021

Pocet hliz (ks)

F AN

15
5
FAR

Adéla Omnella Zuza F=PK

Obr. 5: Vyvoj poctu hliz v AJ1 mezi lety Obr. 6: Vyvoj po¢tu hliz v AJ2 mezi lety
2019 — 2021 2019 - 2021

Odriida"Rok; Priméry MNC Odrlida"Rok: Priméry MNC
Soutasny efekt: F(4, 234)=4,8450, p=,00090 Soucasny efekt: F(4, 234)= 67838, p=60757
Dekompozice efektivni hypotézy Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznatuii 0,95 intervaly spolehlivosti Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obr. 7: Vyvoj poctu hliz v PK mezi lety 2019 - 2021

Odriida"Rok; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(4, 234)=72,655, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikélni sloupce oznacuiji 0,95 intervaly spolehlivosti
PK

Pocet hliz (ks)

== Rok
2019
&= Rok
; __ 2020
Adéla Ornella Zuza == ?851

Stupnice pro hodnoceni rostlin v aeroponii (délka kotenti, m):
1: 0-0,20

2: 0,21-0,40

3: 0,41-0,60

4: 0,61-0,80

5: 0,81-1,00

6: vice nez 1,00

Stupnice pro hodnoceni rostlin v aeroponii (vyska rostlin, m):
1: 0-0,20

2: 0,21-0,40

3: 0,41-0,60

4: 0,61-0,80

5:0,81-1,00

6: 1,01-1,40

7:1,41-1,80

8: vice nez 1,80
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Vyzkumny ustav bramboratsky Havlickav Brod
Dobrovského 2366

58001 Havlicktv Brod

Tel.: 569466215, 776156327

e-mail: cizek@vubhb.cz
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Fermentované zeleninové smési jako alternativni zpracovani
i nestandardni zeleniny

Fermented vegetable mixtures as an alternative utilization
of irregular vegetable

Kovarikova E., Rysova J.

Vyzkumny ustav potravinarsky Praha, v. v. i.

Abstrakt

Celosvétovym trendem je zabranit plytvani a uceln€ zhodnotit produkci. Jednou z cest je snadné
zpracovani produkované zeleniny pifimo producentem, pifipadné navazujici firmou. Pro
zpracovani fermentaci se hodi zelenina nestandardniho tvaru i mirné pierostla. Technologie
fermentace je podobna jako u fermentovaného zeli, ale Ize vyuzit sezonni kombinace zeleniny
i bylinek. V naSich experimentech jsme prokazali, ze zeleninové smési si zachovavaji vysoky
obsah aktivnich mlé¢nych bakterii i po ptl roce Setrného skladovani. Obsah polyfenolickych
latek zavisi na druhu pouzité zeleniny, ale 1 po piil roce je ve fermentované zelenin€ stejny,
nebo dokonce vyssi. Obsah vitaminu C siln€ zavisi na zvolené zelening, ale bohuzel ptfipravné
operace pied fermentaci jeho obsah znaéné limituji. V neposledni fad€ jsme prokézali stabilitu
nékterych pal¢ivych pfichuti po fermentaci a skladovani.

Klicova slova: mlécné bakterie, Setrna konzervace, skladovani

Abstract

The worldwide trend is to prevent waste and to efficiently evaluate production. One of the ways
is easy processing of the vegetable directly by the producer or a follow-up company. Non-
standard shaped and slightly overgrown vegetables are suitable for fermentation processing.
The fermentation technology is similar to that of cabbage fermentation, but seasonal
combinations of vegetables and herbs can be used. In our experiments, we have shown that
vegetable mixtures retain a high content of active lactic acid bacteria even after half a year of
gentle storage. The content of polyphenolic substances depends on the type of vegetables used,
but even after half a year it is the same or even higher in fermented vegetables. The content of
vitamin C strongly depends on the chosen vegetables, but unfortunately the preparatory
operations before fermentation considerably limit its content. Last but not least, we have
demonstrated the stability of some spicy flavors after fermentation and storage.

Keywords: lactic acid bacteria, gentle conservation, storage

Uvod

Fermentovana zelenina ma velké mnozstvi zdravotnich benefiti pifi pravidelné i narazové
konzumaci. Klasické kysané zeli mlize pfi konzumaci v syrovém stavu nékterym spotiebitelim
zpusobovat neptijemné zazivaci problémy, jako je naptiklad nadymani. Jelikoz vafena varianta
ztraci zdravotni benefity, je feSenim vyuziti jinych druhti zeleniny pro ptipravu fermentovanych
smési, které svym pouzitim odpovidaji vyuziti jako salat — ptiloha, zachovavaji cenné zdravotni
benefity a neni nutna jejich dalsi konzervace. Fermentace smési krajené zeleniny s sebou piinasi
dalsi vyhody technologického charakteru. Dal$im faktorem je moznost zpracovat i choulostivé
druhy zeleniny na vrcholu jejich zralosti a v dobé kdy jsou snadno dostupné. Pro komer¢ni
vyuziti je vyhodou moznost pfipravy individudlni chuti a odliSeni vyrobku od ostatnich
podobnych vyrobkl na trhu.

111



OBSAH ,
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

Ackoliv WHO zatim neakceptuje zafazeni obecné smési blize nedefinovanych kultur mezi
probiotika, vyzkum napovidd, Ze jsou mlécné bakterie prospésné (Zielinska a Kolozyn-
Krajewska, 2018). Dokonce i neaktivni buiiky mohou vykazovat probiotické vlastnosti. Zivé
bunky ovliviiuji sttevni mikrofloru a imunitni systém a slozky mrtvych buné€k maji prokazatelny
protizanétlivy efekt (Adams, 2010). Fermentovand zelenina, na rozdil od 1ékové formy, mize
priznivé plsobit na vice Grovnich. Obsahuje jak nezanedbatelny pocet zivych bakteridlnich
bunék, tak celou fadu jiz nastépenych a degradovanych zbytk mikroorganismi, v neposledni
fad¢ jejich metabolické produkty a zaroven prebiotickou vldkninu.

Fermentace tedy nabizi cestu ke zhodnoceni zeleniny a jejimu uchovani s ohledem na cenné
biologicky aktivni latky a obohacuje ji o pfidanou hodnotu potencidln¢ probiotickych bakterii.
Z hlediska modernich zplsobil stravovani je fermentovand zelenina zahrnutelna do atraktivni
skupiny ,,raw food*, potraviny bez konzervanti a oblast potravin ,,ready to eat”. Nevyhodou je
citlivy  postup technologického zpracovani srizikem kontaminace nezddoucimi
mikroorganismy. Anoxické prostiedi nutné pro rozvoj Zadoucich bakterii je technologickou
vyzvou. Dal$im problémem je energetickd naroc¢nost skladovani v chladu a problematika
distribu¢nich obali. Problém pievodu kysané zeleniny z doméciho do priimyslového prostiedi
ovSem existuje i v jinych zemich. V Asii oblibend kysana zeleninova smés kimchi je ptikladem
ze v nekontrolovanych podminkach miize dochazet 1 k rozvoji potencidlné patogennich
Abychom vyuzili obdobi idealni zralosti a dostupnosti tradicnich i méné tradicnich surovin,
navrhli jsme tfi varianty smésnych fermentovanych salat a pojmenovali jsme je podle obvyklé
sezonni dostupnosti, a to letni, podzimni a zimni sm¢s. Pro rozSifeni chutovych variant a
otestovani vlivu pfidanych ingredienci na pribéh kysani jsme zvolili ochuceni smési
oznacenych jako ostrd varianta pomoci palivych kultivarG paprik, chilli papri¢ek a extraktu
z chilli papricek (tabasco). Jako nejvhodnéjsi startér se doporucuje kultura ,,autochtonni tedy
izolovana z materialu stejného typu jako vysledny produkt (Di Cagno et al., 2013). V naSich
podminkdéch se timto zplisobem uplatnila stava z kysaného zeli.

Testovali jsme moznost vyrazného ochuceni a zejména ptidavek ostie chutnajicich slozek na
prubéh kysani a hloubku prokysani finalni smési. Hloubka prokysani — kyselost- ma vyrazny
vliv na bezpecnost produktu vzhledem k rozvoji Skodlivych bakterii 1 ptfipadnych patogend.

Material a metody

Zelenina byla pouzita v biokvalité. Kofeni, cerstvé bylinky a sial jsme zakoupili
v maloobchodni siti. Stava z Otického zeli, ktera byla pouZita k zakvaseni jednotlivych smés,
byla ziskéana taktéz v maloobchodni siti.

Letni smé&s byla pfipravena z rajcat (1 kg), paprik (1 kg), cuket (1 kg), cibule (0,5 kg) a Cesneku
(0,1 kg). Pro ochuceni jsme pouzili smés sekanych listii ¢erstvych bylinek (tymian, oregano,
rozmaryn). Palivost smési oznacené ,,0stra* byla zajiSténa pouzitim palivé varianty paprik. Pro
podzimni smés jsme vyuzili bilé zeli (2 kg), mrkev (1 kg), tufin (1 kg), cibuli (0,5 kg) a ¢esnek
(0,03 kg) a pro doplnéni kmin. Pro okofenéni ostré varianty jsme zvolili sekanou chilli papric¢ku.
Zimni smés byla postavena kombinaci bilé zeli (3 kg), Cervena fepa (1kg), cibule (1 kg), kien
(0,25 kg) a €esnek (0,03 kg). Pro pfipravu palivé verze jsme vyuzili komeréné dostupny extrakt
z chilli papricek — kotenici smés tabasco (McILHENNY company, USA).

Veskera pouzita zelenina byla dodana v bio-kvalité. Obecnym postupem bylo nejprve ocisténi
zeleniny (okrojeni stopek a jadfincii, loupani kofent), krouhani, soleni, zaockovani vybranym
startérem. Zvolili jsme, na zakladé ptedchozich vysledkd, stavu z Otického zeli — dostupnou
v maloobchodni siti. Krouhéani jsme provedli pomoci stolniho krouhac¢e Robot-coupe R301.
Soleni probehlo v nddob¢ promichdnim rukama a nasledné ockovani suspenzi bakterii taktéz.
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Dal8im krokem bylo péchovani do fermentacnich nddob a uzavieni pomoci vicek s otvorem pro
odchod plynii piekrytym silikonovym klobou¢kem. Fermentace probé&hla v mistnosti
s primé&rnou teplotou 21°C. Po skonceni hlavniho kvaSeni (pokles pH a ukonceni rozvoje
plynu) byly nddoby uzavieny a umistény v klimatizované mistnosti s teplotou 8°C, kde byly
umistény po celou dobu skladovaciho pokusu. Odbér vzorkll byl realizovan odbérem celé
nadoby. Vzorky pro analyzy byly po homogenizaci uchovavany pfi teploté -18°C.

Kyselost fermentované smési byla méfena pomoci bateriového pH metru Testo 206. Méfeni
probihalo ve §tavé uvolnéné béhem fermentace.

Mnozstvi Zzivych mikroorganismii bylo stanoveno kultivaén€. Skupiny jednotlivych
mikroorganismi byly definovany pomoci selektivni ptidy. Pro celkovy po€et mikroorganismi
jsme pouzili Nutrient agar (Himedia), pro mlécné bakterie MRS agar (Oxoid) a pro koliformni
bakterie Violet red bile lactose agar (Oxoid).

Pro zhodnoceni vysledku fermentace jsme vyuzili zkuSenosti panelu hodnotiteld z fad
zaméstnancti VUPP. Ke sbéru udaji jsme pouzili dotaznikovou formu s pétibodovou skalou
hodnoceni. Pro hodnoceni pifijemnosti vzhledu, viing, chuti a celkovy dojem byla nastavena
stupnice ve Skale vyborna (1) az nevyhovujici (5). Pro hodnoceni intenzity slané chuti, kyselé
chuti, palivé chuti a pachuti byla stupnice nastaven ve skéale od neznatelnd (1) po velmi
intenzivni (5). Vysledky byly primérovany a hodnoceny pomoci grafii. Pro specifické poznatky
byly shrnuty pozndmky od jednotlivych hodnotitelti formou zapisu.

Stanoveni obsahu polyfenoli probéhlo spektrofotometrickou metodou s Folinovym ¢inidlem
s méfenim absorbance pfi 765 nm Obsah organickych kyselin byl stanoven pomoci metody
HPLC s UV detekci pti 210 nm. Vitamin C byl stanoven metodou HPLC na reverzni fazi s UV
detekci po extrakci 3% kyselinou metafosforecnou a filtraci. Vysledky chemickych analyz jsou
prumérem dvou paralelnich stanoveni.

Vysledky

Sledovani pH je jednoduchym a efektivnim krokem pro sledovani procesu kysani a udrzitelnosti
vysledného produktu. Po prvotnim poklesu na pH 4 a méné¢, doslo ke stabilizaci a nizké pH se
udrzelo po celou dobu skladovani. Findlni pH smési je zavislé na druhu pouzité zeleniny. Ve
smeési letni plodové zeleniny doslo k poklesu pH na hodnoty ptiblizné 3,4; ovSem v zimni smési
se pH udrzelo na hodnoté 4,0. Divodem je ziejmé rozdilné slozeni a uvoliiovani dostupnych
sacharidi obsazenych v zelenin€. Piiprava smési v pikantni (palivé) varianté nemeéla na celkovy
pokles pH vyrazny vliv. Srovnani smési v obou variantach ilustruje Graf 1.

Graf 1: Zména pH v prubéhu skladovani fermentovanych zeleninovych smési
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Béhem fermentace vzrista pocet Zivych bakterii ze skupiny mléénych bakterii, coZ je jednim
Z cila procesu vedouciho ke stabilnimu a obohacenému zeleninovému pokrmu. Pocet zivych
mikroorganismi na konci skladovaci doby v jednotlivych variantach shrnuje tabulka 2.

Tab. 2: Pocet Zivych mikroorganismi na konci 6 mésict skladovani

Druh smési Celkovy pocet MIécné bakterie Koliformni bakterie
mikroorganismu (KTJ/g) (KTJ/g)
(KTJg)
letni jemna 3.10? 5.10° 0
letni ostra 4.10° 5,6.108 0
podzimni jemna 4.10? 1.107 0
podzimni ostra 2.10? 5,4.108 0
zimni jemna 2,5.10? 4.10* 0
zimni ostra 4.10? 3.10* 0

Interpretace vysledkl senzorického hodnoceni byla komplikovdna zejména nizkym poctem
hodnotitelii (maximalné 8). Navic je oblibenost fermentované zeleniny velmi individualni a pro
zhodnoceni celkového dojmu hraje podstatnou roli osobni preference asesora. Obecné byly letni
smési hodnoceny po Sesti mesicich skladovani jako pftilis kyselé. Z poznamek hodnotitelt té¢z
vyplynulo negativni hodnoceni textury, ackoliv nebyla zahrnuta do dotazniku. Vysledkem je
doporuceni skladovat smés maximaln¢ 3 mésice, pokud je postavena na plodové zelening, jako
jsou rajcata, papriky a cuketa. Pro smési, jejichz zakladem je zeli (podzimni a zimni), lze na
zaklad¢ ochutnavky doporucit konzumaci bez obtizi po dobu Sesti mésicti od fermentace.
Testovali jsme tfi mozné piistupy, jak dodat do zakladni smési ostrou chut. V ptipadé letni
smési jsme vyuzili sezonni nabidky palivych zeleninovych paprik a pouzili je pfimo k tvorbé
smési. Pribéh kysani nebyl ovlivnén a ostrd chut’ pretrvala po fermentaci i po skladovani 3
mésice (letni smés). V ptipad¢ podzimni smési jsme pro ostrou variantu nakrajeli Cerstvé chilli
papri¢ky a vmichali je do pfipravené smési. Fermentace nebyla ovlivnéna, ale ostra chut’ se
témet neprojevila. Zvolené mnozstvi bylo zfejmé pfili§ malé, a protoze byly papricky pouze
nasekany, nedosSlo k dostatecnému uvolnéni kapsaicinu. Palivd chut’ se neprojevila ani po
skladovéani. Do zimni smési jsme vyuzili pfirozené¢ ostrych surovin (kien), ale protoze jeho
ostrost ¢asem rychle klesa, otestovali jsme téz pfidavek chilli papricek ve formé tekutého
extraktu — tabasco. Forma extraktu se nam jevila jako vhodngjsi pro ptimé rozptyleni. Pfi
senzorické analyze pred a tésn€ po fermentaci byla hodnocena jako mirné péaliva i smés bez
piidavku chilli a smés s pfidavkem uz jednoznacné jako paliva. BohuZzel extrakt zptisobil
prodlouzeni lag-faze (doba pted pocatkem fermentace). Smés s ptidavkem tabasca zacala kvasit
0 tyden pozd¢ji nez identickd smés bez ptidavku. Tento efekt nejsme schopni uspokojivé
vysvétlit, protoZe na vyrobku nebyly deklarovany Zadné konzervacni latky, pouze sil a kvasny
ocet. Pridavek octa se vyraznéji neprojevil na vychozim pH smési, oproti jemné verzi bez
pridavku ¢inil rozdil 0,54 a celkové pH smeési bylo nad pozadovanou hodnotou prokysani.
Prispévek soli téZ nezvedl celkovy obsah mimo béZné limity (ptiblizné€ 0,5% jiZ dodané soli).
Jednotlivé smési se lisi slozenim i typem zpracované zeleniny, coz mé na obsah polyfenol
zasadni vliv. Fermentace mé¢la na smés postavenou na mékké letni zeleniné z hlediska obsahu
polyfenolti minimalni vliv, hladina zGstala stejnd, nebo se lisila jen o0 6%. U smési obsahujicich
vyrazny podil zeli a kofenové zeleniny se fermentace projevila podstatnym vzriistem obsahu
polyfenolii. U podzimni smési doslo v pribéhu skladovani k naristu obsahu polyfenold o 43%
u obou variant (Jemna 1 ostra). U zimni smési tento parametr po Sesti méesicich skladovani
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vzrostl o pfiblizné 20% oproti zaockované, ale nevykvasené smési zeleniny. Zménu obsahu
polyfenolt ilustruje graf 2.

Graf 2: Obsah celkovych polyfenolii na poc¢atku a konci skladovaci doby (6 mésicii) pro
jednotlivé smési
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Rozbor potvrdil pifitomnost organickych kyselin V jednotlivych smésich pfed fermentaci.
V letni smési se objevuji kyseliny jable¢na, mlécna, octova, jantarova i propionova, ale pouze
vV mnozstvi mens$im nez 500 mg/100g smési. Po fermentaci vzrostl obsah hlavné kyseliny
mlécné, kterd je dominantnim produktem fermentace, tak i kyseliny octové na témeért
Sestinasobek. Ostatni sledované kyseliny bud’ vymizely, nebo se jejich obsah vyznamnéji
nezménil, jak doklada graf 3.

Graf 3: Obsah organickych kyselin pired fermentaci a na konci pokusné skladovaci doby
V letni smési
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Graf 4: Obsah organickych kyselin pi‘ed fermentaci a na konci pokusné skladovaci doby
V podzimni smési
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Obsah organickych kyselin v podzimni smési pfed fermentaci byl nizky. Byla detekovana
pritomnost kyseliny octove, citronové a propionové, ale mensi nez 500 mg v 100 g vzorku. Ve
vzorku skladovaném 6 mésicti je obsah kyseliny mlé¢né a octové ndsobné vyssi nez na pocatku
(11x pro mlé¢nou a 5x pro octovou kyselinu), coz potvrzuje, Ze proces mlééné fermentace
probehl tspésné a je ve svém vysledku dostate¢né stabilni. V zimni smési jsme pozorovali
obdobny efekt. Vysledky ukazuji grafy 4 a 5.

Graf 5: Obsah organickych kyselin pi‘ed fermentaci a na konci pokusné skladovaci doby
V zimni smési
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Obsah vitaminu C ve vzorcich shrnuje graf 6. V pripad¢ letni smési v obou variantach byl obsah
stanoven pod hranici moznosti detekce zvolenou metodou (limit je 0,5 mg/100g).

Graf 6: Obsah vitaminu C v zeleninovych smésich pied fermentaci a na konci pokusné
skladovaci doby
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Mikrobiologicky rozbor potvrdil, Ze na konci doby skladovani byly ve smési mlécné bakterie
piitomny v fadech 10° v jednom gramu. Tim padem pii velikosti b&zné porce 50 gramii dostane
konzument davku 5*107. Jedna se o bakterie silné adaptované na nizké pH a anaerobni
prostedi, tudiz s velkou pravdépodobnosti schopné priichodu travicim traktem az do cilového
prostoru tlustého strfeva. O jeden fad nizsi pocet mikroorganismi jsme stanovili v zimni smési
- 10*. To ov§em neznamend, Ze by tato smés byla méné hodnotna. Z predchozich zkugenosti
vime, ze Cervena fepa podporuje pomalejsi rozvoj mikroflory a pozorovali jsme aktivitu
pritomnych mikroorganismu i v pribéhu dalSiho skladovani presahujici 6 mésict. Stanoveny

vitamin C (mg/100g)
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celkovy pocet mikroorganismu je nizsi nez po¢et mlécnych bakterii, protoZze obecné medium
(Nutrient agar) neposkytuje dostate¢né podminky pro rozvoj bakterii rodu Lactobacillus. Tento
vysledek je velmi potéSitelny, protoZe ukazuje, jak vyznamné dokéaze prostiedi fermentované
zeleniny chranit produkt pied rozvojem okolni mikroflory. Urcity pocet mikroorganismi
jinych, nez rodu Lactobacillus, je bézny a dokonce zadouci, protoze zvétsuje rodovou pestrost
kultury a tim $anci, Ze se zde uplatni cenéné bakterie s probiotickou aktivitou. Jako velmi
pozitivni vnimame nepfitomnost bakterii ze skupiny koliformnich mikroorganismti. V naSich
podminkach to ov§em pouze indikuje peclivou praci s dodrzenim vSech hygienickych zasad a
vysokou kvalitu vstupni zeleniny.

Hodnoceni zkuSenosti s uplatnénim palivé chuti umoziuje rozsifit vyuziti fermentované
zeleniny z pozice piilohy (salatu) na chutovku a zna¢na ¢ast populace variantu s palivou chuti
jednoznaéné preferuje. Tradicni kimchi, které je pro mnoho lidi ikonou fermentované
zeleninové smési, se ostrou chuti vyznacuje. Velmi zajimavym efektem je vliv palivé chuti na
vnimani slané chuti fermentované zeleniny. Ve vétSiné ptipadd byla intenzita slané chuti
hodnocena identicky, ale v nékolika piipadech doslo k hodnoceni palivé varianty jako slan&jsi
nez varianta jemna (v celkovém vysledku bez statistické vyznamnosti). Tento efekt je
vyuzivany ve vyzivovych doporucenich majicich za cil snizeni pfijmu soli v potravé a
doporucujici nahradit stil kofenim.

Obsah organickych kyselin je souc¢asti chutové bohatosti ovoce i zeleniny. Zarovei se jedna o
znaéné proménlivou vlastnost, protoze zavisi jednak na druhu pouzité zeleniny, ale i na stupni
zralosti, pfipadné¢ dobé skladovéani. VétSina organickych kyselin se uspésné zapojuje do
metabolismu a kratké mastné kyseliny (SCFAs — short-chain fatty acids) jsou dokonce
studovany jako dilezita slozka ovliviujici lidské zdravi. Zdravi a SCFAs jsou obvykle
spojovany spise s produkci uvniti tlustého stfeva a konzumaci vlakniny, piipadné piimo
prebiotik. Fermentovana zelenina je v tomto sméru velmi zajimava, protoze obsahuje vSechny
zminované slozky — vlastni kyseliny (obvykle octova a propionova), vlakninu i
mikroorganismy. Zajimavy je narust obsahu kyseliny citronové v ostré variant¢ zimni smesi,
ktery zatim nedokazeme uspokojivé interpretovat. Vyznamnym vysledkem je nariist obsahu
kyseliny propionové v ostré smési, jak v podzimni, tak v zimni smési na ptiblizné¢ dvojnasobek.
Kyselina propionova se jednak tadi do skupiny prospéSnych mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (SCFAs) a jednak se podili na vysledném aromatu. Jedna se produkt bakterii
mlééného kvaseni a ptirozené se vyskytuje naptiklad v syrech typu emental.

I kdyz to vypada, ze se obsah béhem skladovani zvysil, stale je vitaminu C pfili§ malo, aby se
fermentovand zelenina dala povaZzovat za jeho relevantni zdroj ve vyzivé. Nami naméfené
hodnoty se pohybuji v fadu jednotek mg na 100g zeleniny. Deklarované mnozstvi vitaminu C
Vv Cerstvé zelening se pohybuje v fadu desitek miligramt (rajce, zeli, cuketa) az v hodnotach
pres 100 mg na 100g zeleniny u papriky. Néktera pouzita zelenina ma pfirozené nizky obsah
vitaminu C. Je to mrkev, ¢ervena fepa a cibule, které¢ obsahuji pouze jednotky miligramii na
100 gramt zeleniny.

Zavér

Produkce zeleniny je v nasich zemich do zna¢né miry limitovana klimatickymi podminkami a
je vyrazné sezénni. Pro uplatnéni produkce na trhu existuji dalSi limitujici faktory od
skladovani, dopravy aZ po limitujici podminky nékterych distributorii. Pfimé zpracovani
zeleniny v misté produkce pomoci fermentace mléEnymi bakteriemi je nastroj, jak zhodnotit i
produkci nestandardniho vzhledu. Fermentace dokaZe produkt efektivné a Setrné konzervovat
S ohledem na biologicky aktivni latky. V neposledni fadé¢ je fermentovany produkt bohaty na
zivé kultury z rodu mléénych bakterii. Vzhledem k nartistajicimu zajmu o zdravou vyzivu,
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muize byt cenénou alternativou mlécnych vyrobkli z hlediska konzumace potencialné
probiotickych bakterii. Tento poznatek je v souladu s doporu¢enimi mezinarodni organizace
pro probiotika a prebiotika, kterd oznacila fermentované potraviny za vhodny zdroj hodnotnych
bakterii (Marco et al., 2021)
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Vliv ro¢niku na obsah tuku v semenech odrud olejného Inu

Influence of the year on fat content in seeds of oil flax varieties
Bjelkova M.
Agritec Plant Research s.r.o., Zemédélska 2520/16, Sumperk

Abstrakt

Prispévek charakterizuje vysledky obsahu tuku v semenech olejného Inu. Olejny len (Linum
usitatissimum L.) je v soucasnosti olejnata plodina, ktera piedstavuje nejen alternativu pro
systémy péstovani (osevni sledy), ale také excelentni potravinovy dopln€k. Semena obsahuji
kvalitni olej, ktery spottebitelé, stale vice ocenuji. Prispévek hodnoti obsah oleje u odrad
olejného Inu v raznych péstitelskych letech.

Klic¢ova slova: olejny len, vynos

Abstract

The paper characterizes the results of fat content in oil flax seeds. Oil flax (Linum usitatissimum
L.) is now a traditional oil crop, which is not only an alternative to cultivation systems (sowing
sequences), but also an excellent food supplement. The seeds contain quality oil, which is
increasingly appreciated by consumers. The paper evaluates the oil content of oil flax varieties
in different growing years.

Keywords: linseed, yield

Uvod

Olejny len (Linum usitatissimum L.) je v soucasnosti tradi¢ni olejnata plodina, ktera predstavuje
alternativu pro systémy péstovani a je stdle vice ocenovan spotiebiteli a primyslem od
potravinafstvi az po chemicky. Olejny len ma vysokou adaptacni schopnost na nepiiznivé
podminky prostiedi, které umoziuji expanzi obdélavané pidy za riznych agroekologickych
podminek. Abychom dosahli vysokého vynosu a kvality Inéného oleje, je nutné to pochopit
faktory vlivu. Literarni zdroje uvadi, ze chladné podnebi ma obvykle za nasledek vysoky obsah
oleje a nizky obsah bilkovin v semenech [Ceh et all; 2020)]. Kvalita a mnozstvi semen jsou
ovlivnény odriidou, vegetanim obdobim, geografickou polohou a agronomickymi vstupy.
Povétrnostni podminky (teplota a rezim srazek) mohou mit také dilezity vliv na vynos a kvalitu
produkovanych semen. Vylisky ze Inénych semen maji vysokou energetickou hodnotu:13,73
MJ a 287 g stravitelnych bilkovin; navic slozenim bohaté na mikroziviny a vitaminy. Tuky,
které zlistavaji ve vyliscich po destilaci oleje, vykazuji vSechny prospésné vlastnosti Inéného
oleje. Semena rtiznych odriid olejného Inu se 1i§i svymi nutri¢nimi a antinutri¢énimi vlastnostmi.

Material a metody

V letech 2015 — 2020 byly zalozeny experimenty s odridami olejného Inu, které jsou zatazeny
v Katalogu odriidd druhti zemédélskych plodin EU. Péstitelskd technologie byla vedena dle
platné metodické pfirucky pro péstovani olejného Inu (zdroj Agritec). Pted sklizni byl proveden
odbér vzorkl rostlin a tyto byly podrobeny laboratornim analyzam, kde byly hodnoceny
kvalitativni technologické parametry semen po vycisténi. U semen byla stanovena vlhkost,
vynosovy potencidl z jednotky plochy a vzorky semen byly analyzovany na obsah mastnych
kyselin a obsah tukll (Analyza obsahu oleje v semenech byla provedena dle interni metodiky,
zalozené na normé CSN EN ISO 659:,,Olejnata semena — Stanoveni obsahu oleje*. Metodika
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je validovana s pravidelnou ti¢asti mezilaboratorniho porovnani, potadanou UKZUZ. Analyza
pomérového zastoupeni mastnych kyselin byla stanovena podle normy CSN EN ISO 5508:
»Analyza methylesterd MK plynovou chromatografii®.).

Vysledky a diskuze

Z pétiletych vysledku je zfejma statisticky vyznamna variabilita v obsahu tuku v semeni u
jednotlivych odrid olejného Inu, jak ukazuje graf 1 a tabulka 1. Nejnizsich vysledkt bylo
dosazeno u francouzskych odrid Emprees a Sideral, dale u odrid Szafir, Jantar a Alaska.
Naopak nejvyssi obsah tuku byl zjiStén u odriidy Libra, jehoZ produkce byla jednoznacné
nejvyssi v kazdém péstitelském roce. Vysoké obsahy tuku byly také zjistény u odriid Aquarius,
Omegalin a Koral. V sortimentu byly zatazeny odridy zafazené do vsech tii skupin dle obsahu
kyseliny alfa linolenové a dle tohoto ¢lenéni byl nejvyssi obsah tuku jednoznaéné zjistén u
odrid s klasickym (vysokym) obsahem, kdy variabilita mezi vysokolinolenovou skupinou a
ostatnimi vykazovala statistickou priikaznost. Jak ukazuje tabulka 2, priimérna vySe produkce
semen nekorespondovala s obsahem tuku a nejvyssi primérny vynos semen za obdobi 2015 —
2020 byl zjistén u odriidy Agram (2,955 t.hal), ale jeji obsah tuku byl mirné vyssi. Podobné
vysledky byly analyzovany i u odridy Batsman a Raciol. Tyto vysledky ukazuji, ze obsah tuku
vV semeni je u jednotlivych odrid dam geneticky. Jeho vyse je ovlivnitelna rocnikem péstovant,
ale vzdy se bude pohybovat v ramci svych schopnosti produkce oleje. Toto tvrzeni podporuji i
jini autofi (Ceh et all; 2020), jejichz vyzkum prokazal, Ze primérny vynos oleje a jeho obsah v
susin¢ osiva se velmi liSil v zavislosti na zdroji materidlu (odriidy, linie a populace). Pti
hodnoceni obsahu tuku v semenech Vv jednotlivych letech byla zjisténa statisticky vyznamna
(39,25 %), jak ukazuje graf 3 a tabulka 3. Bez zajimavosti nejsou také korelacni vztahy mezi
n¢kterymi obsahovymi parametry semen olejného Inu. V tabulce 4 tyto vzajemné vazby ukazuji
naptiklad na vliv vlhkosti semen pfi sklizni a obsahem tuku (r=-0,31), jehoz hodnota vykazuje
nizsi zapornou prikaznou korelaci. Prikazné, ale nizsi zdporné korelace byly zjistény mezi
obsahem tuku a mastnymi kyselinami mimo kyseliny alfa linolenové¢, kdy byla zjiS§téna opét
prikazna nizsi korelace, ale pozitivni (tabulka 4).

Graf 1: Obsah tuku (oleje) v semenech u odrid olejného Inu
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Tabulka 1: Jednofaktorova statisticka analyza (ANOVA) obsahu tuku
u odriid olejného Inu

Efekt Stupné _ Tuk % Tuk %|(Tuk %|Tuk
volnosti|SC PC F p

Abs. ¢len 1 152370,7 152370,7 34661,84 0,000000

Identifikator vzorku35 363,7 10,4 2,36 0,000110

Chyba 197 866,0 4,4

Celkem 232 1229,7

Graf 2: Obsah tuku (oleje) v semenech u skupin olejného Inu
dle obsahu kyseliny alfa linolenové
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Pozn.:

SLN — odrudy se strednim obsahem kyseliny alfa linolenové
NLN — odriidy s nizkym obsahem kyseliny alfa linolenové
VLN — odridy s vysokym obsahem kyseliny alfa linolenové

Tabulka 2: Pramérny obsah tuku a vynos semen u odrud olejnych Ina (2015 — 2020)

Obsah tuku/oleje (%)
Odrada St}ldentﬁv t-test=0,05 Vynos semen (t.ha™)
PC =4,3959, sv = 197,00
Emprees 37,87 3bcdef 0,749
Sideral 37,97 3bcdef 0,712
Szafir 38,3020cdefg 0,752
Festival 38,35200defg 0,234
Jantar 38,582 2,107
Astella 38, 772bcdefg 1,422
Alaska 39,15 2,314
Bringhton 39,16% 2,647
Lola 39,282bd 2,445
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Baikal 39,4730 2,356
Leane 39,493bcd 2,303
Raciol 39,532cd 2,761
Galaad 39,5 73bcdefgh 1,329
Bowler 39,932bcde 2,326
Agram 39,93abcdef 2,955
Agriol 39,943bcde 2,583
Bukoz 40,1343bcde 2,669
Flanders 40,192bcde 2,518
Amon 40, 2773bcdef 2,464
Oural 40,54Pcdety 2,542
Jeager 40,54bcdefg 2,485
Bilton 40,77Pcdety 2,333
Batsman 41,28¢19 2,841
Exquise 41 ,303bcdefgh 0,743
Recital 41,36 2,494
Floral 41,47¢defon 2,483
Solal 41 ,552bcdefgh 1,255
Kaolin 41,58%1 2,429
Natural 41 ,60°f" 2,303
Biltstar 42,14f9 2,653
Baladin 42,19%" 2,441
Astral 42,379 1,962
Omegalin 42,46 730cdetgh 1,394
Koral 42 ,6072bcdefoh 2,111
Aquarius 42 ,66730cdefgh 1,302
Libra 43,487" 2,529
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Graf 3: Obsah tuku s semenech olejného Inu v jednotlivych péstitelskych letech
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Tabulka 3: Jednofaktorova statisticka analyza (ANOVA) obsahu tuku u olejného Inu
Vv péstitelskych letech 2015 - 2020

Efekt Stupné _ Tuk %|Tuk %|(Tuk %|(Tuk %
volnosti|SC PC F p

Abs. ¢len 1 288930,6 288930,6 116766,0 0,00

Rok 5 668,0 133,6 54,0 0,00

Chyba 227 561,7 2,5

Celkem 232 1229,7

Tabulka 4: Korela¢ni vztahy mezi obsahy vybranych parametri olejného Inu

Korelace (Olejny len, odridy, roky péstovani 2015 - 2020)
Oznac. korelace jsou vyznamné na hlad. p <,05000 N=176

Tuk % |Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina alfa

Prom¢nna palmitova % [stearova % |olejova % linolova %  |linolenova %
Vlhkost % |-0,31 (0,02 -0,30 0,07 0,11 -0,11

Tuk % -0,17 -0,28 -0,34 -0,30 0,37
Palmitova % -0,23 -0,20 0,51 -0,51
Stearova % 0,51 -0,38 0,29

Olejova % -0,26 0,11

Linolova % -0,99
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Zavér

Odridy olejného Inu péstované 5let (2015 a 2020) v nasich podminkach a sledované v polnich
pokusech s cilem poskytnout pohled na obsah tuku, respektive oleje s ohledem na odridu
ukazuji na vyrazny vliv odridy a roku produkce. Z vysledkl nasi studie lze usoudit, Ze faktor
prostfedi mize pozitivné nebo negativné ovlivnit nejen vynosy semen, ale také obsah tuku.
Nicméné obsah tuku je vyrazné geneticky ovlivnén samotnou odriidou.
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Vyhodnoceni odolnosti generativnich organi odrid a perspektivnich
genotypi meruiiky k mrazim v pribéhu jejich jarni ontogeneze

Evaluation of the resistance of generative organs of varieties and promising genotypes of
apricots to frost during their spring ontogenesis

Bilavcik A., Faltus M., Zamec¢nik J.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha

Abstrakt

U rostlin vystavenych podnulové teploté dochazi k ledové krystalizaci. Pomoci infracervené termografie
byl vizualizovan pribéh ledové krystalizace a detekovano poskozeni generativnich organti meruiiky ve
fenofazi pocatku raseni, ¢erveného kalichu a kvétu s posouzenim odolnosti vybranych odrid a
perspektivnich genotypii. Na oddélenych kvétech meruiiky byly otestovany ochranné protimrazové
postiiky na bazi kryoprotektivnich slozek. Postfiky na bazi glycerolu a kyseliny borité¢ vykazovaly
zvyseni odolnosti kvétd meruiiky vic¢i mrazu. Ziskané vysledky umozni efektivné&j$i rozhodovéni v
procesu ochrany generativnich organti merunky k pozdnim jarnim mrazikim.

Kli¢ova slova: merunka, infracervena termografie, ledova krystalizace, mrazové poskozeni, generativni

pupeny

Abstract

Ice crystallisation occurs in plants exposed to sub-zero temperature. Using infrared thermography, the
course of ice crystallization was visualized and damage to the generative organs of apricot in the
phenophase of swollen bud, red calyx and bloom was detected with an assessment of the resistance of
selected varieties and promising genotypes. Protective antifreeze sprays based on cryoprotective
components were tested on separate apricot blossoms. Sprays based on glycerol and boric acid showed
an increase in frost resistance of apricot blossoms. The obtained results will enable better decision-
making in the process of protection of generative apricot organs to late spring frosts.

Key words: apricot, infrared thermography, ice crystallisation, frost damage, generative buds

Uvod

Ovocné dieviny patii k tradi¢ni plodiné péstované v nasi zemi. Diive se péstovaly piedevsim
pro kulinafské vyuziti jejich plodi. V poslednich staletich vSak byla zjiSténa nezastupitelna role
ovoce, jakozto zdroje nepostradatelnych latek pro zdravy vyvoj ¢lovéka. V soucasnosti zacina
nabyvat na vyznamu téma poskozovani ovocnych dfevin mrazy (Ludvik 2017), pfedevs§im v
souvislosti se probihajicimi zménami klimatu, jako celkovym oteplovanim, vétSimi vykyvy
teplot a diivéjsimu nastupu vegetace (Litschmann a kol., 2017). Toto téma je diilezité predevsim
pii péstovani teplomilnych druhli ovocnych dfevin, jako je merunika. Vyznamné je nejen ve
stavajicich oblastech péstovani, ale také v souvislosti s ménicim se klimatem v novych, diive
pro meruiiku nepouZitelnych, ¢i okrajovych oblastech a lokalitdch. Plisobenim nizkych teplot
dochazi v rostlinnych pletivech a orgénech k ledové krystalizaci. Ve vegeta¢nim stavu muze
byt vystaveni podnulovym teplotam pro rostlinné pletiva a organy letalni. Pfi¢inu mrazového
poskozeni, ledovou krystalizaci v dané struktufe bylo diive mozné pozorovat pfimo, napf.
pomoci magnetické rezonance (Ishikawa a kol., 1997), ¢i nepfimo, pomoci nizkoteplotni
elektronové mikroskopie (Ashworth 1990), ¢i termickych metod jako je diferen¢ni termicka
analyza, ¢i diferencni skenovaci kalorimetrie. V posledni dobé se v souvislosti s rychlym
rozvojem vypocetni techniky a elektroniky objevuje pii sledovani mrazového poskozeni u
rostlin perspektivni infradervena termografie (Wisniewski a kol., 1997, Livingston a kol.,
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2018). Infracervena termografie je védni obor zabyvajici se bezkontaktnim sledovanim teploty
na povrchu téles. Tato technika umoziuje vizualizaci teplotnich zmén u téles v teplotach od -40
°C. Pomoci vhodného softwarového vybaveni jsou ziskané termogramy vyhodnocovany
Vv Casové ose. V pripad¢, Ze dojde ke zméné teploty vystaveného materialu, je mozné sledovat
jeho teplotni odezvu v redlném Case. Diky tomu je moZné vizualizovat a analyzovat krystalizaci
ledu a jeho tani protoze v téchto pfipadech dochazi k vytvofeni teplotniho rozdilu mezi
sledovanym objektem a okolnim prostfedim, ktery termokamera vizualizuje a vhodny SW
zachyti. Termokamery jsou, piedev§im v oblasti detekce rozdila teplot, velmi citlivé a jejich
detek¢ni rozliSeni se pohybuje v fadech setin stupnti Celsia.

Zatimco bazalni zimni mrazuvzdornost kvétnich pupenti merunky dosahuje v zavislosti na
prubéhu zimy k hodnotam v rozsahu -19,5 az -25 °C (Szalay a kol., 2012), tak jejich v prabéh
jarni ontogeneze jejich odolnost klesa a v obdobi pIného kvétu se pohybuje v rozmezi nékolika
stupiii pod nulou (Proebsting a Mills, 1978). Pro ochranu generativnich organi merunky
Vv prib¢hu kveteni l1ze vyuzit riznych zpiisobl pasivni a aktivni ochrany. Prace je zaméfena na
protimrazové postiiky, které by plisobily n€kolik dni, pfipadné hodin po jejich aplikaci. Tento
zpusob by byl pro pouziti v ovocnaiské praxi efektivnim postupem, protoze soucasné metody
vyuziti ohfevu napf. pomoci zapalenych svici jsou ndkladné finan¢nég, casové i persondlné,
kontinualni postiik vodou pro udrZeni teploty na bodu mrazu diky uvoliiovani latentniho tepla
pfi jejim mrznuti vyzaduje vysoké vstupni investicni ndklady a pfedevs§im znacné zasoby ne
vzdy dostupné vody. Obdobn¢ vyuziti tvorby mlhy s cilem vytvofeni teplotniho Stitu proti
vyzafeni tepla z pidy lze efektivné vyuzit jen ve specifickych pifipadech, za bezvétii a
Vv pfipad¢, ze je zemé v sadu dostatecné zahtata z ptedchozich dnti. V literatufe se objevuji
prace s aplikacemi riznych chemickych latek pro zvyseni mrazuvzdornosti (Zilkah kol. 1996,
Fuller a kol. 2003). Proto bylo navrzeny k otestovani ochranné protimrazové postiiky na
zaklad¢ kryoprotektivniho ptisobeni jejich slozek a dle literarnich studii (Wolfel a Noga, 1998;
Raisanen a kol., 2006; Fuller a kol., 2003). Znalost mrazuvzdornosti konkrétnich stadii
generativnich orgdnt merunék, i v zavislosti na genotypu, je nezbytna, aby se ptedeslo rizikim
v urcitych péstitelskych oblastech, kde mohou nastat mrazové jevy. Cilem této prace bylo,
pomoci perspektivnich metod detekce a vizualizace ledové krystalizace v rostlinnych organech
vyhodnotit vybrané odrady a perspektivni genotypy merunky na odolnost k mrazu v prabéhu
jarni ontogeneze a otestovat postiiky na kryoprotektivni bazi pro oddéaleni mrazového
poskozeni kvétl merunky.

Material a metody

Rostlinny material byl odebirany v priabéhu piedjarniho a jarniho obdobi ze sadi VSUO
Holovousy a Petra Buftila, Horni Betkovice. Byly pouzity generativni organy z jednoletych
dormantnich vyhonti merunky (Prunus armeniaca L. var. armeniaca) nasledujicich odrud:
‘Betinka‘, ‘Candela‘, ‘Harcot‘, ‘Harogem®, ‘Leskora‘ a ‘Sophinka‘. Vybér byl proveden tak,
aby byla zastoupena hlavni produkéni odrida v CR (‘Leskora‘), odolné Kanadské odriidy
(‘Harcot¢, ‘Harogem®) a perspektivni $lechténi z CR (‘Betinka‘, ‘Candela‘ a ‘Sophinka‘). Z
piedchozich zkusSenosti a experimentil, byly pro pokusy vybrany fenofaze vyvoje generativniho
pupene s ohledem na zachyceni celého rozsahu vyvoje; od fenofaze pocatku raseni pupene,
cerven¢ho kalichu s lehce viditelnou Spickou korunnich listkii po fenofazi plného kvétu. Pro
meéfeni krystalizacni aktivity (teploty krystalizace) byly pouzity primérné 20 cm dlouhé
jednoleté vyhony s generativnimi organy v celkovém poctu primérné 20 jedinct. Pro
protimrazové ochranné postiiky navrzeny a pouzity nasledujici vodné roztoky: GT (50 g 1*
glycerol, 2,5 g It o-tokoferol), GTB (50 g I glycerol, 2,5 g I o-tokoferol, 5 g I* kyselina
borita), GTB (50 g 1 glycerol, 2,5 g I'* a-tokoferol, 5 g I kyselina borita), GTBCMC (50 g I
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Lglycerol, 2,5 g It a-tokoferol, 5 g I kyselina borita, 5 g I' karboxymethlycelul6za), GTBKAO
(50 g I glycerol, 2,5 g It a-tokoferol, 5 g I kyselina borita, 60 g 17 kaolin), GKCI (50 g I
glycerol, 10 g It KCI) a kontrolni vzorek H2O (vodovodni voda). U viech roztokii kromé
kontroly bylo ptidano smacedlo Velocity (1 ml 1), Po piiblizné 24 hodinovém ponechéni
plsobeni postiiku byly tii sady kvét po 10 kusech odlomeny z vyhonu a byla zméfena jejich
krystaliza¢ni aktivita. Krystaliza¢ni aktivita byla u vzorkd méfena tak, ze byl rostlinny material
umistén na filtraéni papir, ktery byl poloZen na médénou podlozku umisténou v pultovém
mrazicim boxu s poéitaéem fizenym regulatorem s poklesem teploty 0,5 °C min™. Pfesna
teplota na médéné podlozce byla kontroln¢ zaznamenavana pomoci digitadlniho teploméru.
Bezprostfedné po umisténi rostlinného materialu do mraziciho boxu bylo spusténo infraervené
snimani pomoci stacionarni LWIR termovizni kamery Workswell WIC 640 s rozliSenim
640x512px o vzorkovaci frekvenci 30 fps. Zaznam termokamery a nasledné vyhodnoceni bylo
provedeno pomoci SW Workswell CorePlayer Beta. Namé&fena data, teploty krystalizace, byla
pomoci SW vizudlné odectena a zpracovana pomoci statistického software Statistica 7.0
(StatSoft).

Vysledky

V pribéhu chlazeni byla u pryth s generativnimi pupeny ve fenofazi pocatku raSeni
zaznamenana nejvyssi krystalizacni atkivita u odriidy ‘Harcot‘, -10,2 °C. Poté nasledovaly
odrudy ‘Sophinka‘ (-12,5 °C), ‘Candela‘ (-13,6 °C), ‘Hragrand‘ (-13,9 °C), ‘Leskora‘ (-14,8
°C) a nejniz8i krystalizaéni aktivitu méla odriida ‘Betinka® s hodnotami ledové
krystalizace -14,9 °C. V prubéhu chlazeni byla u vétvicek s generativnimi pupeny ve fenofézi
cerven¢ho kalichu zaznamenéana nejvyssSi krystalizace u odridy ‘Sophinka®, -4,0 °C. Poté
nasledovaly odriidy ‘Harcot (-4,3 °C), ‘Betinka® (-4,7 °C), ‘Candela‘ (-5,0 °C), Leskora
(-5,1°C) a nejniz8i krystaliza¢ni aktivitu méla odrida ‘Harogem® s hodnotami ledové
krystalizace -5,5 °C. V pribéhu chlazeni byla u vétvicek s generativnimi pupeny ve fenofazi
kvétu zaznamendna nejvyssi krystalizace u odrady ‘Betinka®, -3,5 °C. Poté nasledovaly odrtdy
‘Sophinka‘ (-3,8 °C), ‘Candela‘ (-4,1 °C), ‘Harogem* (-4,4 °C), Leskora (-4,7 °C) a nejnizsi
krystaliza¢ni aktivitu m¢la odruida ‘Harcot® s hodnotami ledové krystalizace -4,9 °C. Souhrnny
graf s hodnotami krystalizace generativnich organt sledovanych odriid meruniky v riznych
fenofazich je na obrazku €. 1. Primérna ledova krystaliza¢ni aktivita u oddélenych kontrolnich
kvétth meruniky postiikanych H20 byla -7,0 °C. U ochrannych protimrazovych postiika byla
dosazena nasledujici primérnd ledova krystaliza¢ni aktivita: -7,9 °C u GKCI, -9,5 °C u
GTBKAQO, -10,0 °C u GTB, -10,0 °C u GTBCMC a -10,1 °C u GT. Statisticky signifikantn¢
zhodnocené vysledky ledové krystalizace u kvétt po aplikaci jednotlivych ochrannych postiiki
jsou na obr 2.
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Odolnost generativnich organl merunky

Teplota krystalizace [°C]

-18
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Obr. 1. Odolnost generativnich organt odrid meruiiky ‘Betinka‘, ‘Candela‘, ‘Harcot‘, ‘Harogem®,
‘Leskora‘ a ‘Sophinka‘ proti mrazu. Generativni organy jsou po trojicich zleva; fenofaze pocatku raseni
pupene, ¢erveného kalichu s lehce viditelnou Spickou korunnich listk a plného kvétu. Stejné indexy pod
sloupci vyznaduji varianty signifikantné se neliSici na hlading spolehlivosti o = 0,05 (Anova, LSD test).

Mrazuvzdornost kvétl merunky po postfiku
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Obr. 2. Mrazuvzdornost, teplota krystalizace, kvéti meruiiky po protimrazovém postfiku: GT (glycerol,
a-tokoferol), GTB (glycerol, atokoferol, kys. boritd), GTB (glycerol, a-tokoferol, kys. boritd), GTBCMC
(glycerol, atokoferol, kys. borita, karboxymethlyceluloza), GTBKAO (glycerol, a-tokoferol, kys. borita,
kaolin), GKCI (glycerol, KCl), a kontrolni vzorek H>0. Stejné indexy pod sloupci vyznacuji varianty,
signifikantné se neliSici na hladiné spolehlivosti a = 0,05 (Anova, LSD test).
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Diskuze

Pro posouzeni mrazové odolnosti u generativnich organti merunky, je nezbytné v daném
sledované fenofazi presné zaznamenani teplot ledové krystalizace, které koresponduji
s poSkozenim dané struktury (Meng a kol., 2007). Z toho divodu byla vybrana termograficka
metoda, kterd umoziuje pfi analyze mrznuti generativniho organu posoudit cely kvetouci pryt
a vybrat vhodnou ¢ést vyhonu pro zhodnoceni poskozeni. V pribéhu termografického méreni
bylo mozné u skupiny generativnich organii merunky pii chlazeni detekovat krystalizaci
odpovidajici konkrétnimu pupenu ¢i kvétu, €ili bylo mozné odlisit mrznuti kazdého orgéanu
zvlast. U generativnich pupenti ve fenofazi pocatku raSeni byla primérna krystaliza¢ni teplota
u testovanych odrid -13,3 + 1,62 °C. Generativni organy testovanych odriild ve fenofazi
cerveného kalichu mély primérnou krystaliza¢ni teplotu -4,8 = 0,50 °C a organy ve fenofazi
kvétu -4,2 + 0,49 °C. Obdobné Meng a kol. (2007) zmé&fili kritické teploty krystalizace u kvéth
nékolika odrid meruniky v rozsahu -3,5 az -4,2 °C. Proebsting a Mills (1978) vykazovali
obdobné rozsahy kritickych teplot poskozujicich generativni orgdny meruiiky ve fenofazi
pocatku raSeni, -14,1 °C, zatimco ve fenofazi Cervené¢ho kalichu zméiili kritické teploty
v rozsahu -6,2 az -13,8 °C. Tento rozdil oproti nasim vysledkim mohl byt zptisoben tim, ze
oproti zacatku raseni a koncovému stadiu kvétu nelze u tohoto stadia stanovit fenofazi tak
presné. V porovnani odrid byla ve fenofazi pocatku raseni nejodolnéjsi odrida ‘Betinka‘, ktera
se v prubchu vyvoje kvétu dostala naopak az k nejvyS$$im hodnotdm krystalizace, spolu
s odriidou ‘Sophinka‘. Odridy kanadského ptivodu s deklarovanou vyssi odolnosti vii¢i nizkym
teplotam, ‘Harcot® a ‘Hargrand‘, vykazovaly, aZ na stadium fenofaze pocatku raseni u odridy
‘Harcot®, celkové vyssi odolnost, respektive nizs§i krystalizacni teploty. Jedna z
nejrozsitendjsich odraid v péstebnim sortimentu CR, ‘Leskora‘, vykazovala ve viech fenofazich
nizsi krystalizaci a tedy celkové pafila k mrazové nejodoln€j§im odriiddm. Zatimco primérna
ledova krystaliza¢ni aktivita oddélenych kvéti meruniky se u kontroly (-7,0 °C) a varianty
GKCI (-7,9 °C) statisticky vyznamné nelisila, tak u ostatnich postiikt jiz doslo ke statisticky
vyznamnému snizeni ledové krystalizace a tedy ke zvySeni mrazuvzdornosti. Srovnanim
efektivnéjSich typl postiiklli je mozné dojit k zavéru, Ze pro zvySeni odolnosti nestaci pouze
jedind komponenta roztoku, napt. glycerol, ale Ze pro zvySeni efektu protimrazového ptisobeni
je nutné pouzit kombinaci n¢kolika latek. U vSech efektivnéjSich postfikll je nutné zminit,
kromé piitomnosti glycerolu coby vitrifikaéniho kryoprotektantu, i obsah kyseliny borité, u
které se uvadi pozitivni vliv na zvySenim odolnosti bunécné stény, resp. plazmatické membrany
(Raisanen a kol., 2006).

Zavér

Pusobenim nizkych teplot v jarnim obdobi dochazi ¢asto u rostlin v pozdé¢jsich fenofazich
generativnich orgdni k jejich letalni ledové krystalizaci. S pomoci infracervené termografie byl
vizualizovan pribéh ledové krystalizace a detekovano poSkozeni generativnich organt
merunky ve fenofazi pocatku raSeni, ¢erveného kalichu a kvétu s posouzenim odolnosti
vybranych genotypl. Na oddélenych kvétech meruiiky byly otestovany ochranné protimrazoveé
postfiky na bazi kryoprotektivnich sloZek. Postfiky na béazi glycerolu a kyseliny borité
vykazovaly zvyseni odolnosti kvéti merunky proti mrazu. Uvedené vysledky budou na
pracovisti VURV, v.v.i. v soudinnosti se spolupracujicimi institucemi vyuzity v dal§im studiu
protimrazové ochrany merunék s cilem ovétit dané postiiky ve venkovnich podminkach a
poskytnout tuto technologii zemédé€lské praxi.
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Kryoprezervace in vitro kultury maliniku pomoci vitrifika¢niho postupu
Cryopreservation of in vitro raspberry cultures by vitrification approach

Bilavéik A., Hammond Hammond S., Faltus M., Zamec¢nik J.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha

Abstrakt

U vybranych genotypi maliniku byl odzkouSen kryoprezervacni protokol zalozeny na vitrifikacnim
postupu bez obsahu DMSO. Vitrifika¢ni roztok byl pouzit PVS3. Pieziti a regenerace byly optimalni
Vv rozsahu piisobeni PVS3 roztoku 90 — 120 minut. V tomto ¢asovém rozsahu byla regenerace u obou
genotypl nad 50 %. Uvedeny postup bude vyuzivan pro uchovani genotypii maliniku v narodni
kryobance v Praze Ruzyni.

Klic¢ova slova: kryokonzervace, Rubus idaeus L., in vitro, PV/S3

Abstract

A cryopreservation protocol based on a vitrification procedure without DMSO was tested for selected
raspberry genotypes. PVS3 was used as the vitrification solution. Survival and regeneration were
optimal in the range of PVS3 solution 90 - 120 minutes. Regeneration in both genotypes was above 50
% in this time range. The evaluated procedure will be used for preservation of raspberry genotypes in
the national cryobank in Prague Ruzyné.

Key words: cryoconservation, Rubus idaeus L., in vitro, PVS3

Uvod

Malinik (Rubus idaeus L.) je cenna bobulovita rostlina, kterd se péstuje jak v CR, tak
Vv ostatnich zemich mirného pasma. Protoze je malinik trvald kultura, je tfeba kultivary a elitni
Slechtitelské linie udrzovat bud’ jako kolekce rostlin na poli nebo v kulturach in vitro. Oba
zpusoby udrzovani kolekce nejsou optimalni predevsim kvili mnoha virovym a jinym
chorobam piendsenym do kolekci rostlin z planych malin na poli (Tapio a kol., 1997) a
pracovnim a dal$im nakladim nebo somaklonalnim variacim spojenym s udrzovanim kultur in
vitro. Z téchto divodd je v soucasné dobé povazovana kryoprezervace jako perspektivni
metoda dlouhodobého uchovani genotypu beze zmén u skladovaného materidlu. Sakai a
Nishiyama (1978) jako prvni Gspé$né kryokonzervovali dormantni pupeny maliniku metodou
pomalého mrznuti z -5 °C do -45 °C pted samotnym ponofenim do kapalného dusiku. Reed a
Lagerstedt (1987) pouzili pro kryoprezevaci vzrostnych vrchold in vitro kultury maliniku
kryoprotektivni roztok slozenym z polyethylenglykolu, glukézy a dimethylsulfoxidu (DMSO).
Po pomalém pifedmrazeni do -40 °C s nasledujicim ponoienim do kapalného dusiku vykazovali
regeneraci pod 10 %. Reed (1988) zjistila, ze chladové otuzovani in vitro kultur maliniku
zvysilo jejich pieZiti na 67 %. V soucasné dobé se vzhledem k usnadnéni a urychleni postupt
kryokonzervace za¢ind vyuzivat vitrifikacnich metod, kdy se za pomoci sklotvornych latek
dosahne v kryoprezervovanych pletivech vitrifikace neboli skla (Volk a Walters 2006). U
mnoha rostlin se k uchovani jejich genetickych zdroji pouziva predevsim vitrifikaéni postup
zalozeny na roztoku PVS2 (Sakai a kol., 1990) Ackoliv jsou u tohoto postupu u maliniku
dosahovany vysoké hodnoty regenerace, okolo 75 % (Wang a kol., 2005), tak vzhledem
k relativné vysoké toxicité tohoto roztoku (Kim a kol., 2009) a piedevsim s ohledem na
potencialni mutagenni G¢inky jedné ze slozek PVS2 roztoku, a to DMSO (Valencia-Quintana
a kol., 2012), se v posledni dobé objevuji snahy DMSO z vitrifika¢nich roztokd vynechat a
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pouzit jiné slozeni roztokt. Jednim z dalSich pouzivanych kryoprotektivnich roztoku je napf.
PVS3 (Nishizawa a kol., 1993), ktery DMSO neobsahuje. Cilem této prace je vyzkousSet
kryoprezervacni postup na bazi PVS3 u in vitro kultury maliniku.

Material a metody

V pokusech byly pouzity in vitro kultury maliniku (Rubus idaeus L.) od firmy Jan Holub, s.r.o.,
odriida "Tulameen” a klon pod oznacenim AK. Pro multiplikaéni médium bylo pouzito MS
medium modifikované podle Dziedzic a Jagla (2013), 30 g 1" sacharézy, 1 mg 1" BAP, 0,1 mg
I IBA a 7 g It agaru. Kultury maliniku byly multiplikovany v intervalu 4-6 tydnt ve
standardnich kultiva¢nich podminkéch v kultivaénim boxu (24 °C, 16/8 fotoperioda). Poté byly
Z kultury maliniku odebrany tii nodéalni segmenty a nasazeny na cerstvé kultivacni médium. Po
14 dnech byly z téchto segmentt extirpovany vzrostné vrcholy o velikosti pfiblizné 1 x 2 mm
a umistény na Petriho misky s 0,25 M vodnym roztokem sachardzy. Dalsi den byl ptivodni
roztok nahrazen roztokem 0,5 M sachar6zou a nésledujici den 0,75 M roztokem sachar6zy. Po
dal$ich 24 hodinach byly vzrostné vrcholy premistény do kadinky s LS roztokem (2 M glycerol
a 0,4 M sacharoza ve vod€). Po 20 minutach byl LS roztok nahrazen roztokem PVS3 (50 g
glycerolu a 50 g sachar6zy ve 100 ml vody). Nasledné byly vzrostné vrcholy po tfech sadach
po 10 ks odebirany z PVS3 roztoku, umistény na hlinikovy plisek o rozmérech pifiblizn€ 20 x
6 mm a ponofeny do kapalného dusiku. Po minimaln€ 1 hodiné byly pliSky se vzrostnymi
vrcholy z kapalného dusiku vyndany a okamzité ponofeny do odtavaciho 1,2 M roztoku
sachar6zy ve vod¢ o 40 °C. Poté byly nasazeny na multiplika¢ni médium a umistény do
standardnich kultiva¢nich podminek. Kontrolni varianty, pfedkultivace a LS kontrola, byly
oSetfeny stejnym postupem odtavaciho 1,2 M roztoku sachardzy. Hodnoceni pieziti probihalo
po 14 dnech, stanovil se podil zelenych vzrostnych vrcholkl. Regenerace se hodnotila primérné
po 28 dnech, stanovil se podil proristajicich rostlinek. Vysledky regenerace byly zhodnoceny
statisticky pomoci SW Statistica (Anova, LSD).

Vysledky

U odriidy "Tulameen” bylo dosazeno pfteziti a regenerace po aplikaci LS roztoku 70,0 % a
65,0 %. V dalsich krocich kryoprotokolu; 90 min, 105 min a 120 min oSetfeni roztokem PVS3
s naslednym ponoienim do kapalného dusiku bylo pteziti 60,0 %, 76,7 % a 53,3 % a regenerace
byla 73,3 %, 85,7 % a 56,7 %. U genotypu AF bylo dosaZeno pieziti a regenerace po
predkultivaci 93,3 % a 96,7 % a po aplikaci LS roztoku 63,3 % a 66,7 %. V dalsich krocich
kryoprotokolu; 90 min, 105 min, 120 min a 150 min oSetfeni roztokem PVS3 s naslednym
ponoienim do kapalného dusiku bylo pteziti 66,7 %, 63,3 %, 53,3 % a 36,7 % a regenerace byla
66,7 %, 73,3 %, 56,7% a 40,0 %. Vysledky pteZiti a regenerace obou genotypil jsou uvedeny
na obr. 1. Na obr. 2. je ukdzka regenerujictho maliniku, odridy ‘Tulameen” po
kryoprezerva¢nim postupu PVS3.
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Obr. 1: Preziti a regenerace maliniku odriidy "Tulameen’a klonu AF
po kryoprezervaénim postupu PVS3

_—

Obr. 2. Regenerace maliniku in vitro odridy "Tulameen” po kryoprezerva¢nim postupu
PVS3. Délka tisecky je 1 cm

Diskuze

Pouzity Casovy rozsah oSetfeni vitrifika¢nim roztokem PVS3 byl zvolen po ptfedchozich
pilotnich experimentech. Z obr. 1. je evidentni, Ze s dobou plisobeni PVS3 roztoku dochézi
k poklesu zivotnosti a regenerace vzrostnych vrchold maliniku. U genotypu AF byla otestovana
hodnota pusobeni PVS3 roztoku 150 min, kdy jiz doslo k statisticky vyznamnému poklesu
hodnot regenerace a pieziti. K podobnému poklesu regenerace dochazi napt. i u roztoku PVS2
(Wang a kol., 2005). Vysledky kryoprezervace dvou genotypit maliniku, odridy "Tulameen” a
genotypu AF pomoci uvedeného vitrifikaéniho postupu s vyuzitim PVS3 kryoprotektivniho
roztoku naznacuji, Ze je mozné tento postup pouzit v dalSich postupech uchovani genofondu
maliniku.
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Zavér

U vybranych genotypt maliniku byl odzkousen kryoprezervacni postup zaloZzeny na
vitrifikaénim postupu bez obsahu DMSO. Jako vitrifika¢ni roztok byl pouzit PVS3. Preziti a
regenerace jsou optimalni v rozsahu ptisobeni PVS3 roztoku 90 — 120 minut. V tomto ¢asovém
rozsahu byla regenerace u obou genotypti nad 50 %. Uvedeny kryoprotokol bude na pracovisti
VURV, v.v.i. v Praze Ruzyni vyuZit pro uchovani vybranych genotypti maliniku v ramci feSeni
mezinarodniho projektu.
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OtuZeni explantatii bramboru viidi piisobeni kryogennich teplot

Potato explants acclimation against the effect of cryogenic temperature
Faltus M.}, Domkarova J.2, Horackova V.2 Bilavéik A.l, Zame¢nik J.!

YWyzkumny tistav rostlinné vyroby, v. v. i.
2Vyzkumny vistav brambordrsky Havlickitv Brod, s.r.o.

Abstrakt

Explantatové kultury 10 genotypti bramboru (7 odrtd, 3 k¥iZenci) byly otestovany z hlediska
jejich odolnosti vii¢i dehydrataci a odolnosti vii¢i ptisobeni kryogennich teplot. Jednonodalni
segmenty explantati byly otuzeny pusobenim 2 M roztoku sacharézy. Odolnost vici
dehydrataci byla testovana po 110 minutach dehydratace nad silikagelem, odolnost vici
kryoprezervaci byla hodnocena po 60 minutach ptisobeni kapalného dusiku. Nizky obsah vody
po dehydrataci explantatli souvisel s poklesem jejich regenera¢ni schopnosti u genotypt
‘Lukava‘ a ‘Sarka‘. Nizka tolerance explantati vic¢i dehydrataci souvisela rovnéz s jejich nizsi
tolerance vici pusobeni kryogennich teplot ve srovnani s testovanymi odradami.

Klic¢ova slova: aklimatizace, dehydratace, kryoprezervace, Solanum tuberosum

Abstract

Explants of 10 potato genotypes (7 varieties, 3 hybrids) were tested for their tolerance to
dehydration and to cryogenic temperatures. The nodal segments of the explants were acclimated
by treatment with 2 M sucrose solution. Resistance to dehydration was tested after 110 minutes
of dehydration over silica gel; resistance to cryopreservation was evaluated after 60 minutes of
exposure to liquid nitrogen. The low water content after dehydration of the explants was
associated with a decrease in their regenerative capacity in the ‘Lukava’ and ‘Sarka’ genotypes.
The low tolerance of explants to dehydration was also related to their lower resistance to
cryogenic temperatures. Potato hybrids did not show a lower level of tolerance to cryogenic
temperatures compared to the tested varieties.

Key words: cryopreservation, dehydration tolerance, Solanum tuberosum

Uvod

Uchovani genetickych zdrojl rostlin je v pfirozenych podminkéach vystaveno pisobeni vlivu
biotickych a abiotickych stresort, kterd predstavuji riziko ztraty cennych polozek. Proto jsou
vyvijeny metody, které omezuji vliv Skodlivych Cinitelli a zabraiuji tak ndhodnym ztratdm
genetickych zdroji. Takovou metodou je napiiklad uchovani rostlin v podminkéach
explantatovych kultur, v tzn. podminkach in vitro (ve skle). V téchto podminkach je zcela
vylouceno pusobeni abiotickych stresorit a pusobeni biotickych stresori je omezeno jen na
nahodné kontaminace,ke kterym muze dojit v ojedin€lych ptipadech, a to pouze v piipadé
nedodrzeni standardnich aseptickych postupti. Pti rutinnim provozu in vitro banky rostlin nelze
povazovat piipadnd rizika vnéjSich Cinitelll za vyznamnd a omezujici bezpecnost provozu
téchto zafizeni. Za hlavni nevyhodu in vitro bank lze povazovat potfebu piesazovani rostlin
Vv pravidelnych intervalech na Cerstvd media. Z tohoto uhlu pohledu existuje varianta feSeni
dlouhodobého uchovani genetickych zdroji rostlin pomoci metody kryoprezervace. Tato
metoda vychazi nejcastéji z kultur in vitro, ¢imz zahrnuje vyhody této metody, a navic eliminuje
nutnost pravidelného pfesazovani rostlin na cerstvé medium. Neménnost a stabilita
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uchovavaného materidlu je ddna navozenim tzv. skelného stavu, ktery v sobé zahrnuje stalost
pevného skupenstvi hmoty a zaroven uchovani ptvodni struktury a funkei zivé hmoty.
K navozeni skelného stavu dochazi pii velmi nizkych teplotach, a proto kryoprezervace probiha
obvykle pii teplotach blizkych bodu varu kapalného dusiku (-196 °C).

Tvorba skleného stavu neni u Zivych organismill béZnd, a proto je tfeba navozeni extrémnich
podminek souvisejicich s poklesem obsahu vody, jejiz krystalizace je hlavni hrozbou a
prekazkou uspésné kryoprezervace. Priprava rostlin pro kryoprezervaci spociva v poklesu
obsahu vody z 80 a vice % na pfiblizn¢ 30 %. Takovy pokles vody neni mozny bez otuzeni
rostlin, které spo¢ivé v otuzeni rostlin bud’ nizkou teplotou nebo osmotickym plisobenim, podle
adaptability rostliny. Pokud jsou rostliny p#ili$ citlivé na piasobeni nizké teploty nebo
dehydratace, 1ze toto otuZeni do zna¢né miry nahradit plisobenim kryoprotektivnich roztokd.
Vhodnost pouZzitého kryoprotokolu zavisi na schopnosti vybranych genotypt vii¢i dehydrataci
(Day et al. 2008).

V Ceské republice je kolekce genetickych zdroji bramboru uchovavana ve Vyzkumném tistavu
Bramboraiském v Havlickové Brodg, s.r.o. formou in vitro kolekce v podminkach pomalého
rastu. Vybrané genotypy ¢eského ptivodu jsou postupné uchovavany formou kryoprezervace
ve Vyzkumném tstavu rostlinné vyroby, v. v. i. v Praze Ruzyni, kde slouZzi jako bezpe¢nostni
duplikace pro piipad ztraty polozky z in vitro kolekce. V soucasné dob¢ je ovéfovana moznost
vyuziti metody kryoprezervace i pro uchovani vybraného materidlu v rdmci Slechtitelského
procesu bramboru probihajiciho ve VUBHB, popf-. i ve spolupraci s VESA Velhartice.

Cilem této prace bylo otestovat reakci rtiznych genotypti bramboru na podminky otuzovani a
pusobeni kryogennich teplot.

Material a Metody
Ve VUBHB bylo vybrano 7 odrad z kolekce in vitro banky (‘Kreta‘, ‘Lukava’, ‘Sarka‘, ‘Vera®,
‘Vladan® ‘Tara‘, ‘Zlata‘) a ti'i kiizenci pivodem z VESA Velhartice (VEG 90/1, VEN 7/9, VEN

70/53) . Explantaty byly pievezeny do VURV, v.v.i. pro testy otuZovani a odolnosti viici
pusobeni 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 sachardzy a 7 g 1"t agaru. Pétidenni nodalni segmenty
byly zality roztokem 2 M sachardzy a po dalSich 5 az 6 dnech kultivace byly vyizolovany
vzrostné vrcholy o velikosti piiblizné 2 mm a umistény do Petriho misky na filtra¢ni papir
nasyceny 0,7 M roztokem sacharézy s fytohormony (0,5 mg I"! kyseliny indolyl octové, 0,5 mg
It kinetinu, 0,2 mg I"! kyseliny giberelové) po dobu 20 hodin pii 22 °C. Otuzovani explantatl
vici dehydrataci probihalo pisobenim 2 M roztoku sachardzy, ktery byl ptiddn do nadobek
s explantaty v poméru 1:2 vzhledem ke kultivaénimu mediu. OtuZovani explantétii probihalo
za stejnych podminek kultivace po dobu 5 dni. Nasledné byly izolovany vzrostné vrcholy
bramboru, které byly umistény na sterilni filtracni papir nasyceny roztokem 0,7 M sachardzy
ve sterilni Petriho misce po dobu 20 hodin. Izolované vzrostné vrcholy byly umistény na
hlinikové plisky do uzaviené sklenéné nadobky se silikagelem pfi teploté 22-23 °C po dobu
110 minut. Po dehydrataci byla ¢ast explantatli vysazena na regenera¢ni medium a druha
kryoprezervovana rychlym ponofenim hlinikovych pliskdi se vzrostnymi vrcholy piimo do
kapalného dusiku. Odtani vzorki po 1 hodiné v kapalném dusiku probéhlo rychlym ponofenim
hlinikovych pliski s explantaty do vody o teploté 40 °C po dobu 1 min. a jejich vysazenim na
regenera¢nim medium, které mélo shodné slozeni jako medium multiplikacni a bylo obohaceno
o smés fytohormont (0,02 mg 1™ kyseliny giberelové, 0,1 mg I kyseliny indolyl méselné, 0,01
mg I 6-benzylaminopurinu). Riist explantati byl hodnocen po 2 tydnech a regenerace po 8
tydnech kultivace.
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Vysledky a diskuze

Zivotnost otuzenych explantatt po jejich dehydrataci nad silikagelem se pohybovala v pomé&rné
uzkém rozmezi od 75 % u genotypu ‘Lukava‘ do 100 % u genotypu ‘Vladan‘, ‘Kreta“ a ‘Tara‘
(Graf 1). Jejich regenera¢ni schopnost poklesla na hodnoty od 25 % u genotypu ‘Lukava‘ do
72 5 % o genotypu VEG 10/53 (Graf 2). Genotypy bramboru ‘Lukava a ‘Sarka‘ které mély
Zivotnosti a regeneracni schopnost1 uvedenych genotypll bramboru je z velké castl obsah vody
ve vzrostnych vrcholech, dosazena po 110 minutach dehydratace, ktera u nich dosahla hodnot
0,33 a 0,34 g g susiny, zatimco tyto hodnoty u ostatnich genotypil byly vyssi nez 0,42 (Graf
2). Z vysledku vyplyva, ze optimalni obsah vody po dehydrataci se pohyboval v rozmezi 0,42
20,46 g g*. K podobné hodnoté& dospéli i Sherlock et al. (2005), kteti uvadi, Zze optiméalni obsah
vody v kryoprezervovaném materialu je 0,4 g g1, To potvrzuje nase zavéry, ze obsah vody 0,33
- 0,34 g g vyznamné sniZoval regenera¢ni schopnost explantatii jiz do jejich dehydrataci
z divodu jejich poskozeni, pficemz obsah vody mél vliv na pokles regeneracni schopnosti
explantatt z 52 %.

Graf 1: Zivotnost a regenerace explantiti bramboru po dehydrataci nad silikagelem
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Graf 2: Vliv obsahu vody vzrostnych vrcholi bramboru po dehydrataci na jejich
regeneraci
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Po pusobeni kapalného dusiku doslo k poklesu Zivotnosti i regeneracni schopnosti explantati u
viech testovanych genotypt (Graf 3). Zivotnost se pohybovala v rozmezi od 70 % u genotypu
‘Lukava‘ do 93 % u genotypu ‘Vera‘ a ‘Vladan‘. V piipad¢ regeneracni schopnosti doslo
k vyznamng&jsimu poklesu u vSech testovanych genotypt a pohybovala se od 13 % u genotypt
‘Tara® a ‘Zlata® do 53 % u genotypu ‘Vladan‘. Explantaty, které byly poskozeny jiz pfi
dehydrataci, vykazovaly nizkou Zivotnost a regeneraci i po kryoprezervaci (Graf 3). Na druhou
stranu pouze Ctyii genotypy (VEN 7/9, ‘Vladan‘, VEG 90/1, VEN 70/53) vykazovaly
uspokojivou regeneracni schopnost po kryoprezeraci nad 20 %. Ve vSech piipadech byl obsah
vody po dehydrataci u téchto genotypl vyssi nez 0,42 g gl. Pii porovnani regeneraéni
schopnosti téchto genotypti po dehydrataci a po kryoprezervaci je patrné, Ze vysoka troven
regeneracni schopnosti po dehydrataci pozitivn¢ ovliviiovala i jejich schopnost regenerace po
kryoprezervaci (Graf 4). Vysoka regeneracni schopnost explantatii po dehydrataci ve vysi nad

60 % byla ptfedpokladem pro dosazeni i vysoké regeneracni schopnosti po kryoprezervaci (Graf
4).
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Graf 3: Zivotnost a regenerace explantitia bramboru po kryoprezervaci
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Graf 4: Vliv obsahu vody vzrostnych vrcholi bramboru po dehydrataci na jejich
regeneraci
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Zavér
Odolnost explantati bramboru vi¢i dehydrataci vyznamné ovliviiovala jejich schopnost
piekonat plsobeni kryogennich teplot. Vysokad Zivotnost a regenera¢ni schopnost byly
piedpokladem dosazeni vysoké zivotnosti a regeneracni schopnosti po kryoprezervaci. Nizka
odolnost explantat vii¢i dehydrataci souvisela s vy$s§im poklesem obsahu vody po dehydrataci,

ktera vedla i k poklesu odolnosti vii¢i ptisobeni kryogennich teplot. Nebyla prokdzana nizsi

tolerance vici plisobeni kryogennich teplot u testovanych kiizenct ve srovnani s testovanymi
odriidami.
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Porovnani vykonnosti ¢eskych a srbskych odrid jetele lu¢niho
Comparison of yields of Czech and Serbian varieties of meadow clover
Frei 1.}, Hutyrova H.!, Pelikan J.2

1Zemédélsky vyzkum, spol. s r.0., Troubsko
2Vyzkumny istav picnindisky, spol. s r.0., Troubsko

Abstrakt

V polnim pokuse byly v letech 2020 a 2021 zkouseny tfi Ceské a pét srbskych odrud jetele
luéniho. Pokus byl zaloZen metodou znahodnénych bloki ve tfech opakovanich. Jako kontrolni
odriida poslouZila ¢eska odriida Start. V kazdém pokusném roce byly sklizeny tfi sece zelené
hmoty a proveden ptrepocet na seno. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny metodou analyzy
rozptylu a statisticka vyznamnost rozdila stfednich hodnot byla zhodnocena Tukey HSD testem
na hladin€ vyznamnosti a = 0,05.

Klic¢ova slova: jetel lucni, vynosy, zelend hmota, seno

Abstract

In a field experiment between 2020 and 2021 were tested three Czech and five Serbian varieties
of red clover. The experiment was established by random blocks in three replicates. The Czech
variety Start served as a control variety. In each experimental year they were harvested three
mows of a green mass and they were converted to hay. The results were statistically evaluated
by the method of analysis of variance. The statistical significance of the differences in the mean
values was evaluated by the Tukey HSD test at the significance level a = 0.05.

Keywords: meadow clover, yields, green mass, hay

Uvod

Cile ve slechténi jetele lucniho vychazeji z vyznamu této picniny, nebot je dilezitou a
nejpéstovangjsi viceletou jetelovinou s vysokou vyzivovou hodnotou pro dobytek, rozsifenou
hlavn¢ v bramboraiské vyrobni oblasti a ve vysSich polohadch s dostatkem destovych srdzek a
s mirn¢jSimi teplotami (Klimes, Graman, Kobes, 2001). Produkce biomasy rostlin koliséd v
zévislosti na rostlinném druhu, terminu vysevu, povétrnostnich podminkéch a délce vegetace
(Brant a kol., 2008). V Ceské republice se péstuje na 60 tisicich hektarech orné pudy.

Material a metody

Polni pokus s odriadami jetele lu¢niho byl zalozen v roce 2019. Byly vysety tii ¢eské odridy
(Start, Ganymed, Stream) a pét srbskych odrid (Zoja, Mlava, Sana, Petnice, Una). Pro srovnani
jejich vykonnosti byla vybrdna jako kontrola ¢eska odrida Start. Pokus byl zalozen metodou
znahodnénych blokli ve tfech opakovénich pfi velikosti parcel 10m? na lokalité Troubsko.
Vysevek byl stanoven dle HTS, cistoty a kli¢ivosti. V roce zaloZeni byla provedena 1
odplevelovaci sec¢. Sklizeii zelené hmoty v prvnim uzitkovém roce prob¢hla ve tfech terminech
(27. kvétna, 2. €ervna a 12 srpna). Ve druhém uzitkovém roce byl sbér zelené hmoty vykonan
rovnéz ve tftech terminech (3. Cervna, 7. Cervence a 18. srpna). V nasem sdé€leni jsme se zaméfiili
na hodnoceni vynosovych vysledkli za dva uZitkové roky a mnozstvi vlakniny a dusikatych
latek ze vzorki odebranych z prvni sece v prvnim uzitkovém roce.
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Vysledky

V prvém uzitkovém roce (2020) se vynosy zelené hmoty pohybovaly od 38,81 do 43,75 tha™.
Nejvyssi vynos byl dosazen u srbské odridy Sana (viz Tab. 1), kterd prekonala kontrolni odriidu
Start 0 1,64%. V tomto roce nebyl mezi zkouSenymi odriidami zji$tén statisticky prikazny
rozdil. Ve druhém uzitkovém roce (2021) se vynosy zelené hmoty pohybovaly od 38,88 do
49,63 t.ha. Nejvyssi vynos byl opét dosazen u srbské odriidy Sana, (viz Tab. 1), ktera
statisticky prikazn¢ ptfekonala srbské odriidy Petnica a Una. Mezi zbyvajicimi zkouSenymi
odriidami nebyl zjistén statisticky prikazny rozdil.

Tab. 1: Vynosy zelené hmoty odriid jetele lu¢niho (v t.ha™) s uvedenim poradi a %

kontrolni odridy (%K)

zelend hmota
Odrada Stat 2020 2021
t.ha %K pof. t.ha? %K pof.

Start CZE | 43,05* | 100,00 2 42,102 | 100,00 5
Ganymed CZE | 41,94% | 97,43 5 41,63 98,89 6
Stream CZE | 43,02* | 9994 | 3 47,00® | 111,64 2
Zoja SRB | 42,85 | 99,54 4 42,23 | 100,32 4
Mlava SRB | 41,48% | 96,36 6 43,10* | 102,38 3
Sana SRB | 43,75 | 101,64 1 49,632 117,89 1
Petnica SRB | 40,43 | 93,92 7 39,83° 94,62 7
Una SRB | 38,81% | 90,17 8 38,77° 92,08 8
DT 0,05 7,61 8,87

DT 0,01 11,39 13,28

Tab. 2: Vynosy sena odriid jetele lu¢niho (v t.ha) s uvedenim po¥adi a % kontrolni
odrudy (%K)
Seno
Odrtda Stat 2020 2021
t.hat %K por. t.ha’ %K por.

Start CZE 7,61* | 100,00 8 7,46% | 100,00 5
Ganymed CZE 7,97% | 104,73 6 7,07 94,81 7
Stream CZE 8,39 | 110,20 2 8,13% | 109,03 2
Zoja SRB 8,79 | 115,46 1 7,88% | 105,63 3
Mlava SRB 8,21* | 107,79 4 7,71% | 103,35 4
Sana SRB 8,19* | 107,62 5 8,68% | 116,45 1
Petnica SRB 8,32% | 109,24 3 7,17% | 96,20 6
Una SRB | 7,92* | 104,07 7 6,72° | 90,12 8
DTo,05 1,69 1,52

DT,01 2,53 2,27
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Vynosy sena (Tab. 2) se v prvém uzitkovém roce pohybovaly od 7,61 do 8,79 t.ha™. Nejvyssi
vynos byl dosazen u srbské odriidy Zoja, kterd prekonala kontrolni odridu Start o 15,46%.
Také ostatni zkouSené odridy prekonaly kontrolni odriidu Start, ale mezi zkouSenymi odridami
nebyl zjistén statisticky prikazny rozdil. Ve druhém uzitkovém roce (2021) se vynosy sena
pohybovaly od 6,72 do 8,68 t.ha™. Nejvyssi vynos byl zjistén u srbské odriidy Sana, kterd
piekonala kontrolni odridu o 16,45%. Kontrolni odrida byla dale ptrekonana srbskymi
odriidami Zoja a Mlava a ¢eskou odridou Stream. Odrtida Sana statisticky prikazné piekonala
¢eskou odriidu Ganymed a srbskou odridu Una.

Nizsi vynos zelené hmoty v roce 2020 oproti roku 2021 a vyssi vynos sena v roce 2020 oproti
roku 2021 byl zptuisoben niz§im thrnem srazek a vyssi teplotou v roce 2020 (Klimagram 1), kdy
spadlo o 60,7 mm min srazek, a primérnd teplota za obdobi leden-srpen byla vyss§i o
0,9 °C.

Klimagram 1: Lokalita Troubsko (277 m n.m.), rok 2020 a 2021, obdobi leden-srpen

Troubsko (277 m n.m.) Rok 2020 a 2021
65.0 Ny 1300
60.0 § 120.0
55.0 % 110.0
50.0 Q §§ 100.0
45.0 — § %g 90.0
O 00 . \ §§ 80.0 g
z . £
5 350 % gg 70.0 %‘
§ 30.0 % §§ 60.0 &
20.0 3 _§ 40.0
150 % & asm §§ 300
o A . |
_5 -0 leden unor biezen duben kvéten Cerven Cervenec  srpen .
’ Meésic 100

E=srazky 2020 ESSIsrdZky 2021  —A—primémad denni teplota 2020 —E—-priméma denni teplota 2021

V prvnim uzitkovém roce se zaroven hodnotil obsah dusikatych latek (% NL) a mnozstvi
vlakniny (% vlaknina) viz Tab. 3. Vzorky na stanoveni kvality zkouSenych odrtid byly odebrany
Z prvni sece. U dosazenych hodnot byly statisticky zpracovany odhady zakladnich statistickych
charakteristik. Hodnoty vyssi oproti horni hranici intervalového odhadu stiedni hodnoty jsou
(Sana) do 17,85% (Zoja). Vedle této odrady byly dosazeny vyssi hodnoty oproti intervalovému
odhadu stiedni hodnoty znaku u odrid Start a Ganymed. Hodnoty vldkniny se pohybovaly od
15,39% (Una) do 19,23% (Ganymed). Vedle této odriidy byla dosazena vyssi hodnota oproti
intervalovému odhadu stfedni hodnoty znaku u odrady Petnica.
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Tab. 3: Ukazatele kvality zkouSenych odrid a odhady zakladnich statistickych
charakteristik

% NL % vlékniny

Start 16,80* 17,70
Ganymed 17,41* 19,23*
Stream 12,95 16,67
Zoja 17,85* 15,44
Mlava 15,88 17,33
Sana 12,73 16,88
Petnica 15,26 18,56*
Una 14,39 15,39
Bodovy odhad stiedni hodnoty souboru 15,41 17,15
Varia¢ni koeficient 12,60 7,94
Dolni hranice intervalového odhadu stfedni hodnoty 14,11 16,24
Horni hranice intervalového odhadu stfedni hodnoty 16,71 18,06
Zavér

Z vysledkl je patrno, Ze neexistuje vyraznéjsi rozdil ve vynosu zelené hmoty mezi ¢eskymi a
stbskymi diploidnimi odridami jetele luéniho. Statisticky priikazny rozdil oproti ostatnim
zkousenym odriddm vykazuje jenom Ceskd odriida Sana a srbskd odriida Una. Vynosy sena
stbskych odrid jetele luéniho v prvnim uzitkovém roce (rok 2020) vyrazn¢ prevysovali ceské
odrudy. Nejvyssi hodnota byla zjisténa u odriidy Zoja, nejnizsi u ceské odrady Start. V druhém
Ze ziskanych vysledl se nabizi vyuziti dvou srbskych odrid Sana a Zoja pro dalsi péstovani a
pouziti.
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Vyuziti metody SPRi pro studium reakce rostlin maku na stres suchem

Use of SPRi method for study of drought stress reaction in opium poppy
Hosti¢kova LY, Vrablova M.? , Hejna O.%, Curn V. },

1Zemédeélska fakulta, Jihoceskd univerzita v Ceskych Budéjovicich
2 Vysoka Skola Banskd — Technickd univerzita Ostrava

Abstrakt

Metoda rezonance povrchového plazmonu (SPRi) je moderni opticka metoda, kterd umoziuje
studium nativnich proteinti ve velmi nizkych koncentracich a v pfitomnosti dalSich latek. Je
vyuzitelna pro kvantifikaci specifickych proteinii vazbou na specifické protilatky. U méaku
nebyla tato metoda dosud vyuzita. V této praci jsme testovali metodu SPRi jako potencialné
vhodny nastroj pro studium reakce rostlin méku na simulovany stres suchem. Stres suchem byl
u kli¢nich rostlin maku na Petriho miskach simulovan pomoci roztoku polyetylen glykolu.
Podle nasich vysledkd se metoda SPRi ukdzala jako levnd, rychld a citlivd metoda vhodna k
hodnoceni akumulace dehydrint — proteint zapojenych v reakci rostlin maku na stres suchem.
Kli¢ova slova: metoda SPRi, kvantifikace proteinti, Papaver somniferum, PEG

Abstract

The surface plasmon resonance imaging (SPRi) is a modern optical method for the study of
native proteins in very low concentrations, even in the presence of other substances. It further
allows specific protein quantification by specific antibody binding. Until now, the method has
not been used in opium poppy research. We tested SPRi method as a potentially suitable tool
for study of opium poppy drought stress reaction. For induction of water stress, we used
polyethylene glycol added to Petri dishes with germinating seeds. Our results propose the SPRi
method as a cheap, fast, and sensitive method suitable for dehydrins — proteins of drought stress
reaction in oppium poppy.

Keywords: SPRi method, protein quantification, Papaver somniferum, PEG

Uvod

Klicovym faktorem, ktery zasadn¢ ovliviiuje rist a vyvoj rostlin a tim snizuje jejich
zivotaschopnost je abioticky stres. Jedna se o sucho, zasoleni, horko, chlad, mraz, dostupnost
Zivin, intenzita svétla, ozon a nedostatek kysliku. U odriid zemédé€lsky vyuzivanych plodin
brani plnému vyuziti jejich genetického potencidlu, at’ uZ ptimo inhibici metabolickych procest
¢1 nepiimo vyvolanym osmotickym, oxidativnim a jinym stresem (Chinnusamy et al., 2007).
Reakci rostliny je fada morfologickych, fyziologickych, biochemickych a molekularnich zmén
(Wang et al., 2003), které vzhledem k energetické a substratové naro¢nosti mohou omezovat
rust, zrychlovat senescenci, sniZovat vynos a mohou zpisobit i smrt (Ye et al., 2017). Abioticky
stres je v rostlinnych organech spojen s akumulaci ochrannych proteind, mezi proteiny, které
piimo chrani rostlinu pfed pisobenim stresu byly identifikovany mj. dehydriny (DHN) (Ingram
and Bartels, 1996). Tyto proteiny byly v minulosti identifikovany jako vhodné indikatory
urovngé stresu (Klima et al., 2012). Pro analyzu akumulace dehydrint v kli¢nich rostlinach maku
nejsou bézné vyuzivané metody (SDS-PAGE, Western blot) vhodné kvili velmi nizkému
obsahu téchto proteinit v pletivech. SPRi umoznuje studium nativnich proteinti i ve velmi
nizkych koncentracich. Pfekédzkou neni ani pfitomnost dalSich latek, takze jako vzorek pro
analyzu postaci hruby extrakt z rostlinného pletiva (Douzi, 2017). Metoda vyuZziva plazmon
vznikajici na rozhrani kovu a dielektrika k detekci interakci molekul umisténych na povrchu
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kovu (bio¢ipu). Nafedeéna protilatka je nanesena (naspotovana) na povrch bio€ipu a jeho odezva
je sledovéana vzdy soucasné na bodech obsahujicich protilatku a na referencnich bodech (povrch
bioCipu, kde nebyla naspotovéana protilatka. Pro stanoveni relativni akumulace dehydrint byly
pfipraveny extrakty termostabilnich proteini z klicnich rostlin maku vystavenych
simulovanému suchu.

Material a Metody

Na Petriho miskéach byla kli¢ena semena Sesti genotypti maku: Ferrara, Papaver 41, R2, Florian,
Malsar, Opava-Komarov. Pfed pouzitim byla semena sterilizovana pomoci 8 % roztoku
chloraminu T po dobu 30 minut. Pro kazdy genotyp bylo vyseto 30 semen ve tiech opakovanich
(1x kontrola, 2x stres). Sterilni filtraéni papir v miskach byl navlhen sterilni destilovanou
vodou (kontrola) a roztokem polyetylen glykolu 6000 (PEG 6000) (stres). Osmoticky potencial
roztoku PEG 6000 odpovidal -0,4 MPa podle metodiky Toosi (2014). Kultivace semen
probihala ve fytotronu s konstantni teplotou 22 °C a 16 hod fotoperiodou. Kli¢ni rostliny byly
odebrany po 10 ti dnech od zaloZeni experimentu a okamzit¢ zmrazeny v kapalném dusiku.
Termostabilni proteiny byly izolovany podle metody Castaneda-Saucedo et al. (2014) z
déloznich listh kli¢nich rostlin, které byly homogenizovany pomoci kapalného dusiku v tfeci
misce. 250 mg vzorku bylo smichano s1 ml extrak¢niho pufru (20 mM Tris-HCI, pH=7,5+ 0,5
M NacCl), vortexovano a poté centrifugovano pii 14000 x g pii 4 °C po dobu 20 minut.
Odebrany supernatant byl zahfivan po dobu 15 minut na 100 °C a poté 10 minut chlazen na
ledu. Nasledovala centrifugace pii 14000 x g pti 4 °C po dobu 20 minut. Odebrany supernatant
byl skladovan pti -20 °C. Pied vlastnim méfenim byly vzorky fedény v poméru 1:200 v 10mM
PBS pufru (pH=7,4), ktery byl vyuzit také jako nosny pufr. Pro vlastni SPRi analyzu byl vyuZit
komer¢n¢ dodavany bioCip CS-LD (Horiba), ktery obsahuje chemickou vrstvu obsahujici
funkéni skupiny vhodné pro navazani protilatky. Protilatka anti-Dehydrin (Agrisera) byla
nafedéna 10 mM PBS pufrem (pH 7,4) v koncentraci 1:10 000 a byla naspotovana na biocip,
ktery byl nasledné vyblokovan etanolaminem a saturovan 1 % BSA. Po zméfeni odezvy
kazdého vzorku byl bioCip regenerovan 1 % SDS a znovu saturovan 1% BSA.

Vysledky a diskuze

Na zéklad¢ predchozich vysledkli (Hostickova et al., 2018) bylo vybrano 6 genotypi maku:
Ferrara, Papaver 41, R2, Florian, Malsar, Opava-Komarov. Semena byla vyseta na filtra¢ni
papir v Petriho miskach v kontrolni variant¢ vlhcené vodou a ve varianté simulovaného sucha.
Relativni akumulace dehydrinti v kli¢nich rostlindch byla stanovena pomoci metody SPRi.
Vysledky této analyzy jsou zndzornény v grafu 1.

Graf 1: Normalizované odezvy SPR — relativni akumulace dehydrinii Vv rostlinidch
klicenych v kontrolnich podminkach (modré sloupce) a v podminkach simulovaného sucha
(oranzov¢ sloupce)
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Kfivky znazornujici SPR signal vzorki ziskanych z kli¢nich rostlin kultivovanych v roztoku
PEG detekovany na spotech s protilatkou se liSily intenzitou i tvarem v porovnani s kontrolnimi
rostlinami. Hodnoty ptepocétené na relativni akumulaci dehydrinti byly vyneseny do grafu na
obrazku 1. Akumulace dehydrint byla né€kolikanasobné vyssi u variant s PEG v roztoku nez u
kontrolnich variant. Nejvétsi rozdil byl pozorovan u genotypu Papaver 41, kde byla akumulace
dehydrint v rostlinach kli¢icich v roztoku PEG vice nez 11x vyssi nez v rostlinach kontrolnich.
Vyrazné zvysSeni akumulace dehydrini u rostlin kli¢icich v roztoku PEG v porovnani s
kontrolnimi rostlinami bylo pozorovano také u genotypu Malsar (vice nez 9ti ndsobné zvyseni)
¢1 Ostrava-Komarov (9ti ndsobné zvysSeni). Nejmensi rozdil mezi rostlinami kontrolnimi a
kli¢icimi v roztoku PEG byl pozorovan u genotypu Ferrara, kde byl naméfen nezanedbatelny
témet 6ti nasobny nardst akumulace dehydrinti u rostlin v roztoku PEG. Pro ovéfeni interakce
dehydrinid s povrchem bio€ipu byl pouZit purifikovany dehydrin.

Dtlezita role téchto proteinil v rostlinach v priib&hu reakce na abioticky stres byla v minulosti
prokdzéana napiiklad u rizi (Haimi et al., 2017; Ouyang et al., 2019), btiz (Tatarinova et al.,
2018), je€mene a pSenice (Kosova et al., 2011), paprik (Chen et al., 2015) ¢i fepky (Jelinkova
et al., 2014, 2016; Urban et al., 2013). Bé€zn¢ pouzivané metody detekce téchto protein u
stresovanych rostlin jsou SDS-PAGE ¢i western blot (napt. Hellal et al., 2018; Parmentier-Line
etal., 2002). V porovnani s t¢émito metodami je vSak metoda SPRi levnéjsi, rychlejsi a citlivejsi.
Pravé jeji vyssi citlivost je nespornou vyhodou, nebot’ u nékterych plodin je akumulace téchto
proteint tak nizkd, Ze je pomoci konvencnich metod obtizn¢ detekovatelna.

Zavér

Metoda rezonance povrchového plazmonu (SPRi) byla v této studii testovana jako potencialné
vhodny néstroj pro studium reakce rostlin méku na simulovany stres suchem. Kli¢ni rostliny
pouzité v experimentu jako rostliny stresované suchem byly kultivovany v roztoku polyetylen
glykolu. Kontrolni varianta byla kultivovana v destilované vod¢€. U kli¢nich rostlin
kultivovanych v podminkach simulovaného sucha byla zjisténa nckolikandsobné vyssi
akumulace stresovych proteinii — dehydrinti nez u kli¢nich rostlin kontrolnich. Metoda SPRi
byla diky této studii prokazana jako relativné levna, rychlé a citliva metoda umoznujici analyzu
akumulace zajmovych proteinil v kli¢nich rostlinach maku.

Dedikace
Experimentalni vysledky byly ziskany s vyuZzitim velke vyzkumné infrastruktury ENREGAT
podporované MSMT, €. projektu LM2018098 a NAZV QK 1810391
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DNA barcoding a traceabilita novoslechténi maku

DNA barcoding and traceability of poppy breeding materials
Jozova E., Stara M.}, Rychla A.2, Curn V.!

1Zemédélska fakulta JU, Katedra genetiky a zemédélskych biotechnologii
2 OSEAVA PRO s.r.0., Vyzkumny ustav olejnin Opava

Abstrakt

V ramci piedchozi studie zaméfené na novoslechténi a hodnoceni genetické diverzity u maku
set¢ho (Papaver somniferum L.), byl u nékterych odrid zjistény vyssi pocet alel. To bylo
diavodem pro provedeni detailnich rozborti individualnich rostlin a precizni analyze
mikrosateliti u modelové odridy vedené pod oznacenim N1235, pivodem z Rumunska. Pro
zjisténi variability byly hodnoceny jak morfologické, tak i genotypové znaky u 25 rostlin dané
odridy. Morfologickymi znaky byly: barva listu, ochlupeni, barva kvétu a barva poupéte.
Genotypové znaky predstavovalo 10 mikrosatelitovych markert. Celkem se amplifikovalo 59
alel. Na zaklad¢ fenotypové a molekularni analyzy byl zjistén vysoky stupent vnitroodriidové
variability a bylo prokézéno, ze kombinaci fenotypovych a genotypovych dat je mozné
vyhodnotit homogenitu odridy a provést kontrolu Cistoty osiva.

Klic¢ova slova: mak, mikrosatelitové markery, Slechténi

Abstract

In a previous study focused on new breeding and evaluation of genetic diversity in poppy
(Papaver somniferum L.), an unlikely number of alleles was found in some varieties. This study
was focused on individual analysis of plants. The variety N1235, originating from Romania,
was chosen as a model. To determine variability, both morphological and genotypic traits of 25
plants of a given variety were evaluated. The morphological characters were: leaf color, hair,
flower color and bud color. Genotypic traits were evaluated using 10 microsatellite markers.
The number and size of alleles were evaluated from the results of fragment analysis. A total of
59 alleles were amplified. Based on phenotypic and molecular analysis, a high degree of
intraspecific variability was found and it was shown that by combining phenotypic and
genotypic data it is possible to perform seed purity control.

Keywords: poppy, SSRs, breeding

Uvod

Mak sety byl plivodné vyuzivan az do poloviny 17. stoleti vyhradné jako 1ék proti bolesti
(Schulz a kol., 2004), az nasledovné byl mak vyuzivan pro svoje chutové parametry i v
potravinafstvi. Typické je péstovani méaku pro potravinarské ucely pro zemé stiedni a vychodni
Evropy. Potravinaisky mak by mél obsahovat nizké mnozstvi alkaloidi, které jsou pro mak tak
typické (Mi¢ianova a kol., 2017). Péstovani maku je v Ceské republice dlouhodobé velmi
oblibené. Osevni plocha v letosnim roce dosahla 43 867 hektarti, z toho 1400 hektart tvoii
dokonce mak belosemenny, ktery zacina byt velmi oblibeny v gastronomii zejména v Indii.
Sklizent maku je v letoSnim roce odhadovana na 31 tis. tun, tedy nejvyssi za poslednich deset
let (www.czso.cz/csu/czso/zemedelstvi). Ceské republika je v péstovani maku pravideln& na
prvnim misté. Export ¢ini az 80% z celkové sklizné.

Se zvySujicim se zajmem o péstovani ale také stoupd zdjem o nové kvalitni odriidy. Proto je
velmi dulezity vybér rodiCovskych komponent pii novoslechténi. Pozadavkem jsou kvalitni
homogenni odriidy. Jak se ale v posledni dob& ukazuje, nesta¢i hodnotit pouze morfologii
rostliny a chemické slozeni, ale také jeji geneticky zédklad. Vhodnym nastrojem pro tento tcel
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pak jsou molekularni markery. Mezi nejvice vyuzivané typy markerd, které lze vyuziti
k hodnoceni diverzity nebo Cistoty osiva, jsou napiiklad RAPD, které nejsou jiz tolik vyuzivané
kvuli §patné opakovatelnosti vysledki, AFLP, ISSR, SSR nebo SNP. Velmi dulezité je, aby
markery byly specifické pravé pro dany druh a vykazovaly vysoky stupeni polymorfismu.
Nejvice vyuzivané jsou stale mikrosatelity (SSR), jelikoz maji spoustu zddoucich vlastnosti
napf. hojny vyskyt v celém genomu jak u prokaryot, tak i u eukaryot (Kalia a kol., 2011),
schopnost tvorby multiplexti a kodominance, tedy schopnost rozeznat homozygota a
heterozygota (Guichou a kol., 2011).

Pii ptedchozi analyze zaméfené na genetickou diverzitu u méku setého byly zjistény u
nékterych odrid nejasnosti v genotypizaci. Jelikoz pouzitym molekuldrnim markerem byly
mikrosatelity (SSR) dalo se pfedpokladat, ze rostliny mohou mit pouze jednu ¢i dvé alely, podle
toho, zda se jedna o homozygota ¢i heterozygota. U nékterych odriid ovSem nastala situace, kdy
se amplifikovaly az ¢tyfi alely. Proto bylo pfistoupeno k individualnimu rozboru rostlin.
Cilem této studie bylo zjistit do jaké miry je odriida maku set¢ho homogenni a zda nedoslo ke
kontaminaci analyzovaného genetického zdroje jinou odrtidou.

Material a metody

Pro hodnoceni individudlniho rozboru rostlin, byla na zaklad¢ ptedchozich analyz, vybrana
odrtida N1235 (1500800130), ktera byla vyslechténa v Rumunsku a do genové banky v CR se
dostala v roce 1985. Jedna se o jarni odridu maku setého. Na obrazku 1 je charakteristicky
vzhled rostliny vedeny v databdzi GRIN Czech Release 1.10.3.

1500800130 -

I

Obrazek 4 Charakteristicky obrazek pro sledovanou odriidu

https://grinczech.vurv.cz/gringlobal/uploads/images/Al A/Papaver/61551/1500800130-2019%20(2).JPG

Celkem bylo vyseto 25 semen této odriidy, u kterych byly sledovany fenotypové znaky typu
barva listu, ochlupeni, barva kvétu a barva poupéte.

Béhem vegetacniho obdobi byl z kazdé rostliny odebran list uréeny pro genetické analyzy.
Z listi byla pomoci metody CTAB a komer¢niho kitu DNeasy Plant Pro and Plant Kits
vyizolovanda DNA. Pro hodnoceni individudlniho rozboru bylo pouzito celkem 10
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mikrosatelitovych markerii: OPEST026, OPEST081c, OPEST053, OPEST106, OPGSSR001,
OPESTO061 (Vasek a kol., 2019), psom4, psom17 psSSR57, psSSR69 (Micianova a kol., 2017),
které jsou specifické pro rod Papaver. Analyza mikrosateliti byla zpracovana podle metodiky
Jozova a kol. (2020). Analyza probihala pomoci fragmentacni analyzy na genetickém
analyzatoru ABI 3500 (Applied Biosystems). Z vysledkli byla sestavena binarni matice.
Statistické hodnoceni dat bylo provedeno pomoci software MVSP (Kovach Computing
Services).

Vysledky a diskuze

Vzhledem k nepfiznivym klimatickym podminkdm a napadenim Sktdci nebylo mozZné
pozorovat vSechny rostliny v plném kvétu. VSechna zjisténa fenotypova data jsou uvedena v
tabulce 1.

*chybéjici udaje pro barvu kvetii a antokyanové barvy poupéte jsou zpiisobené spatnymi

Uroda 12/2021védecka priloha casopisu

Tabulka 4 Fenotypové hodnoceni rostlin

¢islo barva ochlupeni | barva antokyan.
rostliny | listu kvétu* barva
poupéte*
1c ano
2C ne
3C ano ne
4c ne fialova ne
5¢c ano
6c svétlejsi ne
7c svétlejsi ano ne
8c ano-malé ne
9c svétlejsi ano ne
10c ano ne
1lc ano bila ne
12¢ ne ne
13c ne fialova ne
1l4c ano
15¢c ne fialova ne
16¢ ano ne
17c ne fialova ne
18c ne fialova ne
19c ne fialova
20c ano ano
21c ne fialova ne
22¢ ne bilofialova
23C ne
24¢ ne ano
25¢C ne ne

klimatickymi podminkami a skudci

Ze zjisténych fenotypovych dat je jasné patrné, Ze tato odriida je nevyrovnana. Ackoliv podle
databaze GRIN ma mit tato odrtida fialovou barvu kvétu, v porostu se vyskytovala i bila, ¢i
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bilofialova barva kvétu. Stejné tak jsou rozdily v barvé listu, kde u tfech rostlin byla svétlejsi
barva listu, nez je u této odriidy poZadovano. Ochlupeni bylo pozorovano u 11 rostlin, 14 rostlin
bylo bez ochlupeni. Antokyanové zbarveni poupéte bylo pozorovano u 2 rostlin.

Pro hodnoceni diverzity pomoci molekularnich markerti bylo tfeba nejprve vyizolovat DNA.
Ackoliv pro tyto ucely byla optimalizovana izolacni metoda pomoci CTAB, bylo zjisténo, ze v
priabéhu izolace dochdzi k inhibi¢nim procesiim, které zplsobuje pravdépodobné latex
obsazeny ve velké mife ve starSich listech. Proto byla DNA izolovana pomoci kolonkového
komer¢né pfipravené¢ho kitu DNeasy Plant Pro and Plant Kits (QIAGENE, Némecko). V
pfipad¢ mladych list nebo d€loZnich listkli, kde je velmi nizky obsah latexu nebyl s izolaci
DNA problém zjistén.

K uceliim hodnoceni Cistoty dané odrady bylo pouzito 10 mikrosatelitovych markerti, pomoci
kterych byla hodnocena geneticka diverzita v piedchozi studii (Stara a kol., 2020). Vysledky
mikrosatelitovych marker po PCR analyze jsou zaznamenany v tabulce 2.

Tabulka 2 Charakteristika mikrosatelitovych markerii

primer varianta | pocet alel | velikost fragmentu
Psom4 A 3 155-159
B 1 167
psom17 A 2 101-104
B 3 112-121
OPESTO026 A 4 116-127
B 4 141-171
OPESTO081c 6 167-187
OPEST053 6 186-201
OPEST106 6 171-195
OPGSSR001 7 218-239
OPEST061 5 225-237
psSSR57 A 3 202-208
B 5 222-234
psSSR69 4 155-166
celkem 59

(Vasek a kol., 2019, Micianova a kol., 2017)

Predpokladem bylo, Ze odriidy, které¢ maji vice nez dvé alely se skladaji z vice genotypt. Tato
hypotéza byla ¢astecné vyvracena. Jelikoz pii individudlnim hodnoceni diploidnich rostlin neni
mozné, aby se amplifikovaly vice nez dv¢ alely, vyplyva z toho, Ze dany mikrosatelit ma
v genomu vice lokust. Tento fakt byl zjiStén u 4 z deseti pouzitych mikrosatelitovych markeri.
Mezi nékterymi rostlinami byl rozdil i jen jedné baze, coz mtze byt zpiisobeno deleci ¢i inzerci,
proto je pi1 hodnoceni odriidové variability Ci Cistoty velmi dulezité vytvaret smésné vzorky,
¢imz se pokryji rozdily zplisobené piirozenou mutaci. Celkovy pocet alel byl sice 59 oproti 70
u studie Stara a kol. (2020), ale 1 tak kolisal pocet alel od 1 do 7, tedy byl velmi variabilni.
Primérny pocet ale je 4,2 na jeden mikrosatelit oproti 2,5 alel, které¢ udava Micianova a kol.
(2017). Zaroven je to vyrazné méné nez uvadi Vasek a kol. (2019) a to 6,94 alel na marker. Je
tedy velmi dulezité brat na zfetel, jak je mikrosatelitovy marker polymorfni a jak velky ma
pocet alel.
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Z ptitomnosti a nepfitomnosti alel byla sestavena binarni matice a vypoc¢tena PCO analyza, jejiz
vysledek je uveden na obrazku 2.

0.6

0.3—

Axis 2

1ic

\ | A | | |
! ! ! A ! ! A
01.01.9 01.01.90 01.01.9 01.01.90 01.01.90 01.01.90 01.01.90 01.01.90
9c
-0.1—— jii

25¢ 23c -0.2——

12q

24c 19¢

A A
Axis 1

Obrazek 5 Vysledek PCO analyzy

Vysledky PCO analyzy sestavené z binarni matice a zpracované v programu MVSP ukazaly
vyraznou variabilitu v ramci jedné odrady. Vyznaceny je shluk 9 rostlin analyzované odrudy,
které mezi sebou vykazuji vyssi shodu, u nékterych rostlin dokonce shodu 100%. (vzorky 16c
a 17¢, 18c a 21c). OvSem mezi t€mito jedinci nelze zaznamenat zadny spole¢ny morfologicky
znak. Vyznamné odli$né od ostatnich jedincii jsou pak vzorky 10c, 11c¢, 20c, 13c, ani u téchto
jedinct nelze jednoznacné tici, Ze by méli vyrazny morfologicky odlisny znak.
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UPGMA

T T T T
0,7 0,76 0,82 0,88

Gower General Similarity Coefficient

Obrazek 6 Vysledek shlukové analyzy

Vysledek shlukové analyzy uvedeny na obrazku 3 v podstaté potvrdil vysledky PCO analyzy.
U shlukové analyzy je vyznacen jeden shluk nejpodobnéjSich jedinct, ktefi jsou si podobni
pfiblizn€ na 90%. A na opacné strané jsou jedinci, kteti maji shodu pouze ze 77%.

Zavér

Diky této studii se opét potvrdilo, jak dilezité je vyuziti molekularnich marker nejen pii
Slechténi novych odrid, ale 1 pfi hodnoceni homogenity a Cistoty jiz vySlechténych odrid. U
starSich odrid miize vznikat problém i pfi udrzovani. Pokud nebyla odriida ustalend, ¢i byla
slozena z vice linii, pfi pfemnoZzovani miize dochazet ke zméné charakteru odridy, vznika
problém s nevyrovnanosti porostu a rozdilného fenotypového projevu. Znovu ustalit odriidu Ize
za pomoci pravé molekularnich markert. Pfi vybéru rostlin s charakteristickym fenotypovym
projevem pro danou odriidu a naslednou analyzou mikrosatelitti ¢i jinych podobné zaloZenych
markert Ize vybrat konkrétni rostliny a tim znovu ustalit odradu.
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Hodnoceni odolnosti souboru ozimych pSenic (Triticum aestivum L.)
vici suchu
Evaluation of drought response in a set of winter wheat
(Triticum aestivum L.) genotypes

Kosova K., Vitamvas P., Prasil I.T.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha 6 - Ruzyné, CR

Abstrakt

Sucho predstavuje nejvyznamnéj$i environmentalni stresovy faktor snizujici vynos a kvalitu
rostlinné produkce. Studium klicovych fyziologickych mechanismti podilejicich se na zvySeni
odolnosti pSenice vici suchu v rané fazi vegetativniho vyvoje predstavuje zdkladni predpoklad
pro porozuméni suchovzdornosti. Nasim cilem bylo fenotypovani odezvy na sucho u souboru
7 kultivarti ozimé pSenice (Balitus, Bohemia, IS Conditor, RGT Sacramento, Tobak, Tonnage,
Tybalt) péstovanych na dvou urovnich zalivky (70% pitidni vodni kapacity PVK - kontrolni
rostliny; 35% PVK - rostliny vystavené suchu). Rostliny byly odebirany po 10, resp. 17 dnech
od vysazeni ve stadiu 3., resp. 2. listu (kontrolni, resp. suché varianty) a byly u nich stanoveny
nasledujici charakteristiky: hmotnost erstvé nadzemni biomasy, plocha 2., resp. 1. listu, vodni
sytostni deficit (VSD), osmoticky potencidl, fluorescencni parametr Fv/Fm, pomér
intercelularni a ambientni koncentrace CO3 (ci/ca), rychlost Cisté fotosyntézy (A), rychlost
transpirace (E), stomatélni vodivost (Gs), u¢innost vyuziti vody (WUE) a parametr WUEI.
Hodnoceni souboru dat pomoci klastrové analyzy rozdélilo kultivary do dvou klastra: klastr 1
zahrnuje kultivary Bohemia, IS Conditor, RGT Sacramento, a klastr 2 zahrnuje kultivary
Balitus, Tobak, Tonnage a Tybalt. Klastrova analyza umoznila rozliseni kultivart s odlisnou
odezvou na sucho v rané fazi vegetativniho vyvoje.

Klic¢ova slova: sucho; ozima pSenice seta; ristové charakteristiky; osmoticky potencial; Fv/Fm;
fotosyntetické charakteristiky; klastrova analyza

Abstract

Drought represents the most severe environmental stress worldwide resulting in decreased crop
yield and quality. Our study was focused on phenotyping drought response in 7 winter wheat
cultivars (Balitus, Bohemia, IS Conditor, RGT Sacramento, Tobak, Tonnage, Tybalt) grown at
two levels of watering (70% soil water content SWC - control; 35 % SWC - drought-treated
plants). Plants were sampled at 10 and 17 days after planting at 3rd and 2nd leaf stage for control
and drought-treated plants, respectively, and biomass, leaf area, water saturation deficit,
osmotic potential, and photosynthetic characteristics were determined. Cluster analysis
distinguished wheats with different drought response.

Key words: drought; winter wheat; growth characteristics; osmotic potential; Fv/Fm;
photosynthetic characteristics; cluster analysis

Uvod

Sucho predstavuje celosvétoveé nejvyznamnéj$i environmentdlni stresovy faktor limitujici
rostlinnou produkci. VVoda se v systému pida — rostlina — atmosféra pohybuje dle gradientu
vodniho potencialu. Pokles vodniho potencialu pidy vede k nerovnovaze mezi piijmem vody
koteny a vydejem vody prytem, coz vede k deficitu vody v rostlinnych pletivech - tzv.
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fyziologické sucho. Z hlediska zemédé€lské produkce je klicové tzv. agronomické sucho, které
se projevuje min. 10% sniZenim vynosu oproti optimalnim podminkam.

V proménlivych klimatickych podminkach CR je moznost vyskytu sucha kdykoliv v priib&éhu
vegetaCni sezony obilnin. V nasi studii jsme se zaméfili na sucho v asné fazi vegetativniho
vyvoje rostlin. Sucho se projevuje snizenym obsahem vody v pletivech (dehydrataci) a vede ke
zpomaleni rstu a vyvoje rostlin. Proto jsme se zamé&fili na hodnoceni obsahu vody v listech na
zéklad¢ stanoveni tzv. vodniho sytostniho deficitu (VSD; Slavik 1963), plochy nejmladSiho
plné vyvinutého listu, a na hmotnost Cerstvé nadzemni biomasy, kterd v sobé zahrnuje miru
hydratace rostlinnych pletiv i ristové charakteristiky. Pfijem vody kofeny zavisi na gradientu
vodniho potencidlu mezi rostlinou a piidou. Hlavni sloZkou vodniho potencidlu je osmoticky
potencidl, ktery reflektuje miru akumulace tzv. osmoticky aktivnich latek zahrnujicich malé
molekuly (cukry a cukerné alkoholy, prolin, polyaminy, betainy) i hydrofilni proteiny, napft.
COR/LEA (Battaglia et al. 2008).

Fotosyntéza citlivé reaguje na environmentalni stresy vcetné sucha. Stres vede k nerovnovaze
mezi elektrontransportnimi procesy spojenymi s absorbci slune¢niho zafeni a mezi procesy
spojenymi s asimilaci CO2, coz vede k poklesu mnozstvi vyuzitelné slunecni energie a k nartstu
tepelné disipace. Nepiimym ukazatelem stavu fotosyntetického aparatu je dalsi alternativni
zpusob vyzafeni absorbované energie, a to fluorescence chlorofylu a v reakénim centru
fotosystému II (Krause a Weis 1991). Jako nepfimy indikétor stresu se pouziva fluorescencni
parametr zvany maximalni fotochemické uc¢innost fotosystému II Fv/Fm, jehoz hodnoty se u
temnotné adaptovanych rostlin péstovanych za optimalnich podminek pohybuji v intervalu
0,81-0,82 a u stresovanych rostlin vyznamné klesaji. Vyuziti Fv/Fm pro hodnoceni stresti u
obilnin viz Rizza et al. (2011). Priiduchy hraji kli¢ovou roli jednak z hlediska regulace vydeje
vody tzv. stomatalni transpiraci, jednak u rostlin s tzv. C3 typem fotosyntézy, mezi néZ patii i
pSenice seta a dalsi obilniny ze skupiny Triticeae je otevienost pruduchti klicovym faktorem
pro fotosyntetickou asimilaci CO2. U C3 rostlin vystavenych suchu lze rozliSit dvé kontrastni
strategie odezvy praducht: konzervativni, tzv. Setfici (water-saving) strategie, kdy rostlina
zavira praduchy jiz pfi mirném deficitu vody, ¢imz omezuje ztratu vody transpiraci, ale zaroven
snizuje rychlost Cisté fotosyntézy v disledku nedostatku COo; rostliny s touto strategii maji
relativné nizsi rychlost Cisté fotosyntézy, rychlost transpirace, stomatalni vodivost i pomér
intercelularni a ambientni koncentrace CO> a naopak vyssi ucinnost vyuziti vody (WUE) ve
srovnani s rostlinami s tzv. ,,plytvajici (water-spender) strategii, tj. t€mi, které nechavaji
praduchy oteviené az do velkého stupné dehydratace (Farquhar a Richards 1984; Kosova et al.
2014, 2017, 2019).

Cilem nasi studie bylo hodnoceni odezvy vii¢i suchu u souboru sedmi kultivar ozimych pSenic
v ¢asné fazi vegetativniho vyvoje rostlin (faze 3 listd). Bylo provedeno hodnoceni
charakteristik souvisejicich s ristem a vyvojem rostlin, tj. stanoveni hmotnosti Cerstvé
nadzemni biomasy a plochy nejmladsiho plné vyvinutého listu, stanoveni vodniho sytostniho
deficitu, osmotického potencialu, a stanoveni charakteristik souvisejicich s fotosyntézou a
transpiraci: fluorescencni parametr Fv/Fm, rychlost Cisté fotosyntézy, rychlost transpirace,
stomatalni vodivost a pomér intercelularni a ambientni koncentrace CO». Na zaklad¢ téchto
charakteristik byly vypoéteny hodnoty uc¢innosti vyuziti vody (WUE) a parametru WUEi.
VSechny parametry byly vyuzity v hodnoceni kultivari pomoci klastrové analyzy, ktera
rozlisila dvé skupiny kultivart s odliSnym typem odezvy na sucho.
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Material a metodika

Pro experiment bylo pouzito sedm kultivarti ozimé pSenice: Balitus, Bohemia, IS Conditor,
RGT Sacramento, Tobak, Tonnage, Tybalt, jejichz osivo bylo ziskano od Slechtitelské
spole¢nosti Selgen, a.s., Stupice, CR. Osivo bylo nakli¢eno v termostatech (18 °C, 2 dny) a bylo
vysazeno po 7 semenech do kvétindcl naplnénych smési zahradnického substratu a zeminy.
Rostliny byly péstovany v klimaboxu (Tyler, T-64, Budapest, Mad’arsko) pfi teploté 18 °C,
ozafenosti 350 umol m?s? a dlouhém dnu (16 h/8 h svétlo/tma). Rostliny byly péstovany 10
dnt pti 75% pldni vodni kapacity (PVK) a nésledné byly odebrany kontrolni varianty. Poté
byla zalivka snizena na 35% PVK a za dalSich 7 dnti byly odebrany vzorky ze suchych variant.
U obou variant byly stanoveny nasledujici charakteristiky: hmotnost cerstvé nadzemni biomasy
byla stanovena gravimetricky, plocha nejmladSiho plné vyvinutého listu (2. list u kontrolnich
variant, 1. list u suchych variant) byla stanovena vypoctem na zakladé zmétené délky a Sitky
listu, vodni sytostni deficit (VSD) byl vypocten na zéklad¢ stanoveni Cerstvé hmotnosti (FW),
hmotnosti pfi 100 % nasyceni (TW) a suché hmotnosti (DW) dle vzorce VSD = (TW-
FW)/(TW-DW)*100 (%) dle Slavika (1963). Osmoticky potencial byl stanoven jako
osmolarita ze $tavy vymackané ze vzorkli mraZzenych listi pomoci osmometru VAPRO
(WESCOR, Utah, USA) a vypocten na zdklad¢ van't Hoffovy rovnice.

Fluorescen¢ni parametr maximalni fotochemicka ti¢innost fotosystému II Fv/Fm byl stanoevn
u min. 30 min temnotn¢ adaptovanych rostlin pomoci ptenosného fluorometru FluorPen FP100
(PSI, Drasov, CR). Rychlost &isté fotosyntézy (A), rychlost transpirace (E), vodivost priduchi
(Gs) a pomér interceluldarni a ambientni koncentrace CO2 (ci/ca) byly stanoveny pomoci
ptenosného pfistroje LC PRO+ (ADC Bioscientific, Velka Britdnie). Parametry ucinnost
vyuziti vody (WUE) a WUEi (intrinsic water use efficiency) byly vypocteny jako (A/E), resp.
(A/Gs) (Gago et al. 2014).

Statisticka analyza dat: Data tykajici se jednotlivych charakteristik (n = 4) byla vyhodnocena
pomoci jednocestné analyzy rozptylu (one-way ANOVA) nasledované Duncanovym testem
rozpéti (DMRT) na hladin¢ vyznamnosti 0,05 pomoci programu STATISTICA verze 13
(TIBCO Inc., Velka Britanie). Klastrova analyza byla provedena u Z-skore transformovanych
dat za aplikace Euklideanskych vzdalenosti a Wardovych minimalnich kritérii pomoci
programu PermutMatrix (Caraux a Pinloche 2005).

Vysledky

Sucho vedlo k vyznamnému poklesu hmotnosti Cerstvé biomasy a listové plochy u vSech
kultivarti; zatimco mezi kontrolnimi variantami byly genotypové rozdily, mezi suchymi
variantami nikoliv (Tabulka 1). Naopak sucho vedlo k vyznamnému nardstu vodniho
sytostniho deficitu (VSD), pficemz se projevily genotypové rozdily: odrida Bohemia
dosahovaly nejvyssich hodnot 35,6%, resp. 38% VSD. Hodnoty osmotického potencialu (OP)
vykazovaly i u kontrolnich variant genotypové rozdily: nejvyssich hodnot dosahovaly odrady

A4

Cv v

a RGT Sacramento.
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Tabulka 1. Hmotnost ¢erstvé biomasy, plocha nejmladsiho plné vyvinutého listu, vodni
sytostni deficit (VSD) a osmoticky potencial (OP) u kontrolnich a suchych variant ozimé
pSenice. Data zndzornuji pramér + smérodatnou odchylku (n = 4), odlisna pismena znaci
statisticky vyznamné rozdily zji§téné pomoci jednocestné analyzy ANOVA, DMRT, p <0,05.

Kultivar Biomasa (g) Plocha listu (cm?)  VSD (%) OP (MPa)
Kontrolni varianty

Balitus 1,353 £ 0,064 b 5,624 + 1,366 d 6,171 £1,109 a -0,933 £0,029 de

Bohemia 1,523 0,093 a 7,863+ 1,588 a 5.698 + 0,848 a -0,891 = 0,017 be

IS Conditor 1,203 £ 0,025 ¢ 6,635+ 1,325 be 6,864 + 0,382 a -0,865 £ 0,02 ab

RGT Sacramento

Tobak

Tonnage

Tybalt

Prumér

Balitus
Bohemia

IS Conditor
RGT Sacramento
Tobak

Tonnage

Tybalt

Prumér

1,23 £0,528 be
1,197+ 0,057 c
1,28 +0,115 be

1,343 + 0,172 b

1,304

0,594 + 0,019 d
0,612 + 0,085 d
0,529 + 0,026 d

0,528 +£0,034 d

0,504 + 0,057 d
0,526 + 0,047 d
0,54+ 0,061 d

0,548

7,416 = 0,576 ab

544+1318d
6,512 + 0,858 bed
5,877 + 1,588 cd

6,481

7,301 £2,658 a

8,602 £ 0,205 a
9,687 £2,542 a
11,334 +£2,169 a

7,951

Suché varianty

2,325+ 0,551 ¢
3,032+£0,827 e
2,575+ 0,449 ¢

3,125+ 0,66 ¢

2,417+0,515 ¢
2,392 40,727 ¢
3,342+ 1,046 ¢

2,744

27,59 + 0,704 be
25,974 + 2,209 be
35,604 + 3,076 de

21,819 + 3,684 be

21,411 + 1,863 be
38,011 £9,295¢
30,764 + 6,294 cd

28,739

-1+0,016 f
-0,902 + 0,014 cd
0,946 + 0,022 ¢

-0,833+0,023 a

-0,91

-1,802 £ 0,019 i
-1,756 + 0,017 i
1,651+ 0,01 h

-1,865 + 0,026 k

1,796 + 0,038 i
1,967+ 0,028 1
-1,594 + 0,033 g

-1,776

Fluorescen¢ni parametr Fv/Fm nevykazal za podminek daného experimentu vyznamné rozdily

ani mezi kontrolni a suchou variantou, ani mezi genotypy. Pomér interceluldrni a ambientni
koncentrace CO; (ci/ca) byl z kontrolnich variant nejnizs$i u odrid Balitus a Tobak, nejvyssi u
odrid Tonnage a Tybalt (Tabulka 2). Naopak ze suchych variant mély nejnizsi hodnoty ci/ca
odridy Bohemia a IS Conditor a nejvyssi odridy Tybalt a Tonnage. V kontrolni varianté mély
nejnizsi hodnoty rychlosti transpirace (E) odriidy Bohemia a RGT Sacramento, nejvyssi pak
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odridy Tobak a Tybalt; nejvyssi hodnotu vodivosti pruduchtl (Gs) méla odrida Tybalt, nejnizsi
odrida Bohemia; v piipad¢ rychlosti Cisté fotosyntézy (A) dosdhla u kontrolni varianty

nejvysSich hodnot odriida Tobak, nejnizSich odrida Bohemia. U suchych variant nebyly
Vv pripad¢ hodnot E, Gs a A zjistény vyznamné genotypové rozdily.

Tabulka 2. Pomér intercelularni a ambientni koncentrace CO: (ci/ca), rychlost
transpirace (E), stomatalni vodivost (Gs) a rychlost ¢isté fotosyntézy (A) u kontrolnich a
suchych variant ozimé pSenice. Data znazoriiuji prumér + smérodatnou odchylku (n = 4),
odli$nad pismena znaci statisticky vyznamné rozdily zjisténé pomoci jednocestné analyzy
ANOVA, DMRT, p <0,05.

Kultivar ci/ca E(mmolH0m~  Gs (mmol H:O m~ A (umol CO2 m?2s?)
23-1) 25—1)
Kontrolni varianty
Balitus 0,639 £ 0,092 cde 2,098 £ 0,064 ¢ 0,2 £0,009 ¢ 17,806 £5,379 b
Bohemia 0,709 £ 0,088 abc 1,815+0,204 d 0,145+0,018 ¢ 9,796 £3411d
IS Conditor 0,714 + 0,056 abc 2,138 £ 0,086 bc 0,211 +0,013 ¢ 16,184 £3,639 b
RGT Sacramento 0,714 + 0,069 abc 1,74 +0,052d 0,16 + 0,001 d 13,276 £2,712 ¢
Tobak 0,622 + 0,142 def 2,289 £ 0,346 ab 0,238 +0,045b 25,25+8,718 a
Tonnage 0,74 £ 0,05 abc 2,099 + 0,138 ¢ 0,229 +0,018 b 15,368 +£2,592 be
Tybalt 0,759 + 0,024 abc 2,303 +0,171 a 0,246 + 0,031 a 17,572,133 b
Pramér 0,7 2,069 0,204 16,464
Suché varianty
Balitus 0,552 + 0,063 fg 0,586 + 0,06 ¢ 0,043 £0,01 f 4,439 £0,818 ¢
Bohemia 0,492 + 0,085 g 0,511 +£0,076 ¢ 0,036 £0,013 f 4,631 +£0,765 ¢
IS Conditor 0,513 +0,049 g 0,532 +£0,072 ¢ 0,031 £0,011 f 4,329 £ 0,684 ¢

RGT Sacramento

0,521 0,077 g

0,548 + 0,126 ¢

0,036 0,013 f

4,548 + 1,681 ¢

Tobak 0,563 +£0,032efg  0,537+0,066e 0,031 £0,012 f 3,824 40,557 ¢
Tonnage 0,677+0,095bcd  0,488+0,058¢ 0,029 + 0,004 f 2,543+ 0,879 ¢
Tybalt 0,621 +0,162 def  0,487+0,153e 0,031 0,002 f 2,498 + 1,969 ¢
Priamér 0,563 0,527 0,034 3,83
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Ucinnost vyuziti vody (WUE) vykazovala vyznamné genotypové rozdily v kontrolni i suché
varianté: v kontrolni variant¢ méla nejnizsi hodnotu WUE odrida Bohemia a nejvyssi hodnotu
odrﬁda Tobak, v suché variant¢ méla naopak nejvyssi hodnotu odrﬁda Bohemia a nejnizsi
u odriid Bohemia a Tonnage, nejvyssi u odridy Tobak. V suché varianté¢ méla nejnizsi hodnotu
WUEI odrtida Tonnage, nejvyssi odriidy Bohemia a IS Conditor.
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Obrazek 1. U¢innost vyuZiti vody (WUE; A) a parametr WUEi (B) u kontrolnich (modré
sloupce; K) a suchych (¢ervené sloupce; S) variant ozimych odriid pSenice. Data znazornuji
pramér (n = 4), odliSna pismena znaci statisticky vyznamné rozdily zji§téné pomoci jednocestné
analyzy ANOVA, DMRT, p <0,05.

Klastrova analyza byla provedena na zaklad¢ dat zahrnujicich hmotnost Cerstvé biomasy,
plochu nejmladsiho plné vyvinutého listu, hodnoty VSD, OP, Fv/Fm, ci/ca, E, Gs, A, WUE a
WUE:I u kontrolnich 1 suchych variant a jeji vysledek rozdé€lil odriidy do dvou klastrti: klastr 1
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zahrnuje odriidy Bohemia, RGT Sacramento a IS Conditor, klastr 2 odridy Balitus, Tobak,
Tonnage a Tybalt (Obrazek 2).
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Obrazek 2. Klastrova analyza z poméru hmotnosti ¢erstvé biomasy, plocha listu, VSD,
OP, Fv/Fm, ci/ca, E, Gs, A, WUE a WUEI u kontrolnich (K) a suchych (S) variant ozimé
pSenice. Analyza byla provedena u Z-skore transformovanych dat uzitim Euklideanskych
vzdélenosti a Wardovych minimalnich kritérii pomoci programu PermutMatrix (Caraux a
Pinloche 2005).

Diskuse

Jak jiz bylo zminéno v Gvodu, rostliny s C3 typem fotosyntézy, mezi néZ patii i pSenice setd, se
obecné mohou vyznaCovat dvéma krajnimi strategiemi odezvy na sucho: konzervativni, tzv.
Setfici strategii, kdy rostliny zaviraji priiduchy jiz pfi mirné dehydrataci pletiv, ¢imz sice
dosahuji vysoké uc¢innosti vyuziti vody (WUE), avSak za cenu vyznamného omezeni hodnot
intercelularniho CO2 (ci), stomatalni vodivosti (Gs), rychlosti Cisté fotosyntézy (A) a rychlosti
transpirace (E), a naopak tzv. water-spending strategii, kdy rostliny nechavaji pruduchy
oteviené az do relativn€ vysokého VSD, coz snizuje hodnoty WUE, avSak pfispiva k udrzeni
relativné vysSich hodnot ci, Gs, A a E, nezbytnych pro fotosyntetickou asimilaci. Klastrova
analyza rozd¢lila sedm odriid ozimé psSenice do dvou skupin (klastri), ptfi¢emz odridy zatazené
do klastru 1 lze zjednoduSen¢ charakterizovat jako zastupce konzervativni strategie, zatimco
odridy zatazené do klastru 2 jako zastupce ,,plytvajici (water-spending) strategie. Nutno
vitézem nemusi byt jednoznacné zastupci ani Setfici, ani spending kategorie, jelikoz v ptipadé
vynosu zrna zalezi na povaze sucha a rozlozeni srazek béhem celé vegetacni sezony. Obecné
lze shrnout, Ze zastupci konzervativni strategie maji nejen vy$si WUE, ale i vynos
Vv podminkéch kontinualniho sucha v prabé&hu celé¢ vegetacni sezony, kdy celkovy thrn srazek
nepiesahuje 400 mm; naopak v podminkach proménlivého klimatu, kdy se periody sucha
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stfidaji s obdobimi sraZek vede k vy$Simu vynosu spiSe water-spending strategie (bliZze viz
Tardieu 2012; Kosova et al. 2014).
Podékovani

Prace byla podpoiena projekty Ministerstva zemédélstvi CR (MZe CR), a to institucionalnim
projektem VURYV, v.v.i. RO0418, a projekty QK1710302 a QK1910269.
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Hledani zdroju rezistence u rodu Pisum sp. proti Skodlivym organismiim je
béh na dlouhou trat’

Looking for sources of resistance against harmful organisms in Pisum sp. is a
run for a long distance

Krobotova E.%, Dostalova R.!, Seidenglanz M*, Mufioz Arbelaez M, SafaF J.*

YAgritec Plant Research s.r.o., S'umperk

Abstrakt

Ve screeningovém polnim pokusu zaloZeném na lokalité Sumperk v roce 2021 byl hodnocen
vliv testovanych genotypti hrachu (150 polozek, soucasné¢ evropské odridy hrachu,
Slechtitelsky material) na uroven napadeni semen houbovymi chorobami (Mycosphaerela
pinodes, Ascochyta pisi), virovymi chorobami (PSbMV) a hmyzimi skudci (Bruchus pisorum,
Cydia nigricana) za podminek pfirozené infestace. U testovanych genotypt byly zaznamenany
vyrazné rozdily v Grovnich napadeni zpisobenych uvedenymi Skodlivymi organismy a témet
ve vSech pfipadech byl zaznamenan signifikatni efekt hrachového genotypu na rozdily
vV napadeni. V pfipadé urovni poskozeni semen zplsobenych B. pisorum byl téz zjistén
statisticky vyznamny efekt téchto faktort: poloha parcely v ramci pokusu, ¢asnost/zpozdénost
V nastupu kveteni a zbarveni pavézy.

Kli¢ova slova: hrach sety, Sktidci, choroby, tolerance

Abstract

Under field conditions the effect of Field pea genotype as a factor (150 common commercial
varieties and breeding materials were included in the trial) influencing the levels of seed damage
induced by fungi pathogens (Mycosphaerela pinodes, Ascochyta pisi), viruses (PSbMV) and
insect pests (Bruchus pisorum, Cydia nigricana) was assessed. In the group of the compared
field pea genotypes significant differences in the levels of damage induced by the harmful
organisms were recorded, almost in all cases the effect of field pea genotype on the level of
damage showed to be significant. In the case of B. pisorum the levels of seed damage were also
significantly affected with these factors: a position of field pea genotype through the trial crop,
the time when the flowering period started and with the colour of banner.

Keywords: field pea, insect pests, diseases, tolerance

Uvod

Rod Pisum sp. z ¢eledi bobovitych zahrnuje v mnoha aspektech hospodaisky a agronomicky
vyznamné luskoviny — hrach sety polni, hrach peluska (krmny) a hrach dfefiovy. Jedna se o
druhou nejvice péstovanou luskovinu mirného pasma a nejvice péstovanou luskovinu v Evropé
(FAOSTAT, 2021). Nejvice péstovanou luskovinou je i v CR. Hrach zlep3uje ptidni vlastnosti,
ma fytosanitarni u€inek, pomoci symbidzy hlizkovitych bakterii je schopen poutat vzdusny
dusik, ktery rostlina vyuzije a obohati o néj ptidu i pro plodiny nasledné. Hrach je zlepSujici
ptredplodinou, pozitivni vliv ma i jeho vyuzivani na zelené hnojeni pro zlepseni urodnosti pudy.
Siroké vyuziti hrachu je hlavné v potravinaistvi a krmivaistvi pro pfezvykavce i monogastry.
Dlouhodobym obecné akceptovatelnym cilem je zvysit podil luskovin na orné pidé. At uz
v podob¢ hlavnich plodin nebo riznych typti meziplodin. To se ale ne zcela dafi. Jednou
z piekazek pro jejich zatazovani do osevnich sledi (mimo ekonomické diivody) je u mnoha
luskovin, hrach nevyjimaje, zna€na vynosova nestabilita (Rubiales et al., 2019). A pfi¢inou této
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nestability je nizka Grroven porostl tolerovat a vypotradavat se s nasledky (a)biotickych stresti
(tedy nizka uroven resilience). Jako mnoho jinych plodin je hrach poskozovan fadou chorob
(houbovych, virovych) a Skadci. TéZ vykazuje pomérné nizkou schopnost konkurovat
plevelim v boji o zdroje (ziviny, svétlo). Z houbovych chorob jsou z hlediska dopadu na vynos
velmi vyznamné krékové a kotenové choroby, skvrnitosti hrachu (puvodci Mycosphaerela
pinodes, Ascochyta pisi, Didymella pinodella) a virézy (zejména komplex PEMV a PSbMV),
(Ondrackova, 2021). Ze skudcu jsou to predevsim kyjatka hrachova (Acyrthosiphon pisum)
jako vyznamny vektor vird a zrnokaz hrachovy (Bruchus pisorum), ktery je povazovan za
se stal v posledni dekadé velmi nebezpe¢nym (Seidenglanz et al., 2021). Za méné zavazné
hmyzi Skidce jsou v poslednich letech povazovani listopasi rodu Sitona, tfasnénky
(Thysanoptera) a obale¢ hrachovy (Cydia nigricana), (Seidenglanz et al., 2021).

Uplatnénim Slechtitelskych programli zamétenych na urcité agronomické cile odpovidajici
technologiim zaloZenym na relativné vysokych vstupech se podatilo dosdhnout ve skutecnosti
fantastického nartistu rostlinné produkce a produktivity. Je to ale do jisté miry vykoupeno
podle hesla ,,néco za néco* pomérné nizkou urovni genetické diverzity modernich odrtd, coz
se negativné projevuje jejich vykonnosti v podminkach, které¢ nejsou optimalni (Verma et al.
2019). Tedy v podminkach, se kterymi se nepocita: nad-prahovy vyskyt §kodlivych organismu
(mélo by se mu predchazet aplikaci pesticidii — tedy vstupy zvenci), nizky obsah nékterych
zivin v pudé¢ (mélo by se mu predchazet aplikaci umélych hnojiv — dalsi vstupy zvenci),
nedostatek, prebytek, Spatné rozlozeni srazek, neobvyklé teploty atd. Anebo taky
v podminkach, kdy se bud’ z ptesvédéeni anebo pod tlakem vnéjsich okolnosti (pozadavek 50%
snizeni spotfeby pesticidi a umélych hnojiv) dostdvame do situace, ve které je nutné mnozstvi
vstupl snizovat a piechazet od ,,high input* k ,low input* technologiim. Pro technologie
pfizna¢né nizkou urovni vstupi budou potieba jiné odriidy nez pro intenzivni péstitelské
technologie. A to je velka vyzva.

Cilem tohoto pfispévku je potvrdit nebo vyloucit tyto hypotézy:

1) Dostatecn¢ velky soubor slozeny ze soucasnych evropskych odrud a Slechtitelského
materialu (dale genotypy hrachu, GHs) vykazuje vysokou variabilitu v napadeni houbovymi a
virovymi chorobami a téz skidci.

2) GH (jako faktor) v polnich podminkach vyznamnym zptisobem ovlivituje napadeni a
poskozeni pisobené Skodlivymi organismy.

3) V dostatecné velkém souboru GHs je mozné najit polozky vykazujici statisticky
mozné se zaméfit pii Slechténi nebo pii doporucovani vhodnych odrtd pro ,,low input systémy*
péstovani.

Material a metody

Screeningovy pokus s 282 polozkami GHs byl zalozen 16.4. 2021 na lokalité Sumperk.
Jednotlivé polozky GH se vysely kazetovym secim strojem po standardni predsetové piipraveé
ptdy na malé parcely o velikosti 1 m?, s vysevem 120 semen/1 m? (Obrazek 1). Porost byl 18.4.
preemergentné oSetien kombinaci herbicidi Command (0,2 1/ha) + Pendifin (4 1/ha). Po vzejiti
rostlin dne 2.5. 2021 byl dne 9.5. 2021 aplikovan jesté herbicid Corum (0,2 1/ha) obohaceny
smacedlem Dash (1,0 1/ha). Proti jednodéloznym pleveliim byl jesté aplikovan herbicid Targa
Super v davce 1,75 1/ha. Pro podporu fyziologickych procest a stimulaci rastu byl 10.6. 2021
pouzit ristovy stimulator Atonic. Mezi 282 polozkami GHs byly zahrnuty jiZ registrované
odridy ze seznamu doporuéenych odrud, n€které znich s deklarovanou rezistenci proti
houbovym a virovym chorobam a dale Slechtitelské linie, kazda polozka vzdy jen v jednom
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opakovani. Z diivodi malého prostoru neni mozno cely soubor specifikovat po jednotlivych
polozkach. V souboru nebyly zahrnuty jiz staré (krajové) odridy ani dal$i genové zdroje typu
jen ¢aste¢né proslechténych nebo dokonce planych forem druhu P. sativum ¢i jinych druhi rodu
Pisum. Cilem bylo pracovat se souc¢asnymi odridami a se slibnym §lechtitelskym materialem.
Béhem vegetace bylo provadéno popisovani morfologickych znakt jednotlivych GHs. K tomu
byl vyuzit klasifikator pro genus Pisum (u kazdého GH postupné vyhodnoceno 96 znakd; dle
Pavelkova et al., 1986). Ve skliziiové zralosti bylo z parcel jednotlivych GH odebrano 30 luski

vevr

K pozdé&jsim rozborim semen. Toto bylo mozné provést jen u 150 polozek (viz popisek
k Obrazku 1). Veskera zde prezentovana hodnoceni se tedy tykaji pouze téchto 150 polozek
GH. Asi jeden mésic po sklizni se zacalo s rozbory jednotlivych luskli. Hodnotily se tyto znaky:
1) pocet semen v lusku, 2) pocet vlezovych otvort do semen od malych larev B. pisorum / lusk,
3) pocet napadenych semen larvami Bruchus pisorum v lusku (proménné 2 a 3 se mohou trochu
lisit), 4) pocet semen poskozenych larvami obalece hrachového (Cydia nigricana) / lusk, 5)
pocet semen se symptomy napadeni od Mycospaerella pinodes /lusk, 6) poet semen se
symptomy napadeni od Ascochytou pisi / lusk a 7) pocet semen se symptomy virévého napadeni
(PSbMV) / lusk. Pro kazdy lusk byla tedy zjiSténa a zaznamenana hodnota pro znaky 1 — 7.
Znaky 2 — 7 tak bylo mozné s vyuzitim znaku 1 vyjadfit v relativnich hodnotach (%) pro kazdy
lusk oddélené (toto je dilezité pro velikost vybérového souboru — a tedy pro statistické
analyzy). Pro kazdy znak (znaky 1 — 7 jako zavislé proménné) byla testovana mira ovlivnéni
faktorem GH (nezavisle proménnd, faktor). U napadeni zrnokazem byl také zjistovan vliv
polohy GH v pokusu (viz Obrazek 1 vpravo) a vliv nékterych morfologickych charakteristik
kvétl, jez byly béhem vegetace u GHs vyhodnoceny s vyuzitim klasifikatoru dle Pavelkova et
al. (1986). V této studii jde o posouzeni vlivu téchto znaku: velikost pavézy, tvar baze pavézy,
tvar vrcholu pavézy, barva pavézy, tvar kiidel, barva kiidel. U zrnokaza hrachového byly také
jesté posuzovany vliv ¢asnosti / pozdnosti v nastupu obdobi kveteni a celkova délka obdobi
kveteni na napadeni semen timto Sktidcem. Se znaky GH, poloha v pokusu, zvolenymi
morfologickymi charakteristiky kvétl, ¢asnost / pozdnost v nastupu kveteni a délkou obdobi
kveteni bylo pii vypoctu ANOVA nakladano jako s faktory (nezavisle proménnymi) a se znaky
1 — 7 jako se zavislymi proménnymi (Statistica, version 12). U znakl 1 — 7 byla dale testovana
vyznamnost rozdill mezi priméry stanovenymi pro jednotlivé GH: vyuzit Tukey test a nékteré
dal$i metody parametrického i neparametrického testovani.
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Obrizek 1 — Plan pokusu na lokalité Sumperk, rok 2021
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Na obrazku vlevo je vidét design rozmisténi parcel s jednotlivymi GH v pokusu. Cervené
oznacené parcely jsou GH, které bylo nutné vytadit z hodnoceni, protoZe nevyprodukovaly
dostatecné mnozstvi luskll. Z obrazku vpravo je patrné rozdéleni celé plochy pokusu do Ctyt
z6n z hlediska predpokladaného ohroZeni k napadeni zrnokazem hrachovym: zelena zona (1):
nejohrozenéjsi; modra zona (2): ohrozena; oranzova zona (3): mén¢ ohrozena; svétla zona (4):
nejmén¢ ohrozena

Vysledky

GH se ve zde testovaném souboru (150 polozek) projevil jako vyznamny faktor, ktery
statisticky vyznamné ovlivnil rozdily v napadeni zplsobeném zrnokazem hrachovym i
obalecem hrachovym (Obrazek 2a, b). Zejména v ptipad¢ zrnokaza hrachového jsou vysledky
zajimavé, nebot’ mira napadeni v pokusu byla obecné znacné vysoka. U vysokého podilu
porovnavanych GHs byla zaznamenana uroven napadeni piesahujici 10 %. V souboru se ale
téz nachazely GHs s napadenim pies 30 ¢i dokonce 50 %. Naopak nékolik GH bylo
nenapadeno. V tomto piipadé nemusi jit (a ziejmé také nejde) o rezistenci k zrnokazovi
hrachovému. Pi pon¢kud odlisném designu pokusu se slibny GH mtize dostat do mén¢ vyhodné
pozice z hlediska hrozby napadeni zrnokazem (Obrazek 1 vpravo) a miize se najednou projevit
jako citlivy. Pozice parcely v pokusu (kdyZ je hodnocena jako faktor, nezavisle proménnd) ma
na napadeni zrnokazem totiz také signifikantni vliv (vliv umisténi parcely v pokusu: F = 2.6878,
p < 0.05, Sign.), i kdyz ne tak vysoky jako GH (vliv GH: F = 7.2885, p < 0.0001, Sign.; viz
také Tabulka 1). Z podrobnéjsiho rozboru situace vyplyva, ze ve vyhodnéjSim postaveni byly
jen parcely, které se vyskytovaly ve svétlé ctvrté zone (Obrazek 3a + popisek pod obrazkem 1
vpravo). Napadeni semen zrokazem je ale také vyznamné ovlivnéno obdobim nastupu kveteni
(F = 2.3597, p < 0.05, Sign.). GHs s pozdé&jsim zacatkem kveteni (66 — 68 dni od seti) byly
statisticky vyznamné mén¢ napadeny zrnokazem nez GHs, které zacaly kvést diive (57 — 65
dni od seti, Obrazek 3b). Kupodivu (protoze v nesouladu snasim ocekavanim) se jako
signifikantni neprojevil vliv faktoru délka kveteni na Uroven napadeni semen zrnokazem
hrachovym (F = 1.7700, p > 0.05, Nesign., Obrazek 3c).

Samice zrnokaza musi pied tim, nez zacnou klast pfijmout hrachovy pyl (jinak zlstanou
sterilni). Do jaké miry ovliviiuji ovipozi¢ni chovani samic zrnokaza (a nasledné tedy i napadenti
semen) vybrané morfologické charakteristiky kvéti (v této studii posuzovan vliv téchto
parametrt: velikost pavézy, tvar baze pavézy, tvar vrcholu pavézy, barva pavézy, tvar kiidel,
barva kfidel) ukazuji vysledky statistickych analyz sefazené v Tabulce 2. Prokazatelny vliv
méla pouze barva pavézy (Obrazek 4a). GHs se svétle fialovou a fialovou barvou pavézy byly
zrnokazem napadeny statisticky vyznamné méné, nez GHs s bilou a krémovou barvou. I
Vv ptipad¢ barvy kiidel byly GHs s bilou a krémovou barvou vice napadené nez GHs s fialovou,
karminovou a svétle rizovou barvou — efekt tohoto faktoru se ale neprojevil jako statisticky
vyznamny (Obrazek 4b).

Napadeni semen GHs houbovym patogenem Mycosphaerela pinodes dosahlo obecné spise
nizké urovné v pokusu, ptesto zde bylo né€kolik poloZek napadenych silng. Celkové se vliv
faktoru GH na napadeni timto patogenem ukazal byt statisticky vysoce vyznamny (F = 34.351,
p <0.0001, Sign.; Obrazek 5a). Efekt GH na rozdily v napadeni dalSim houbovym patogenem,
Ascochytou pisi, byl podstatné slabsi, avsak stale vysoce statisticky prukazny (F = 1.9947, p <
0.0001, Sign.; Obrazek 5b). Na rozdil od pfedchéazejicich dvou houbovych patogentl, byla
frekvence semen nesoucich ptiznaky napadeni PSbMV v pokusu relativné vysoka a HG se zde
opé&t projevil jako faktor prokazateln€ ovliviiujici rozdily v napadeni (F = 8.6345, p < 0.0001,
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Sign.; Obrazek 6a). I pocet semen v luscich byl jasn€ ovlivnén faktorem GH (F = 9.9133, p <
0.0001, Sign.; Obrazek 6b).

Bruchus pisorum: napadeni semen
70 30
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Obrazek 2a,b — Rozdily v napadeni semen zrnokazem hrachovym (vlevo) a obale¢em
hrachovym (vpravo) u porovnavanych GHs

Tabulka 1 — Vliv GH na miru napadeni hrachu B. pisorum, C. nigricana, M. pinodes, A.
pisi a virézami (PSbMYV). U obou $kudct byl jesté zjistovan vyznam velikosti luski (zde
vyjadieny jako pocet semen / lusk) pro napadeni

B. pisorum:|C. nigricana: | M. pinodes: |A. pisi: pram|PSbMV: prim
Eaktor pram  podil | prim podil | pram podil | podil podil
napadenych | napadenych napadenych napadenych napadenych
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Obrazek 3a,b,c — Vliv polohy parcely v pokusu (3a - vlevo), ¢asnosti / pozdnosti
V nastupu kvéteni (3b uprostied) a délky obdobi kveteni (3¢ vpravo) na napadeni semen
zrnokazem hrachovym.

Vysvétlivky: 3a: RozloZeni jednotlivych zon (1 — 4) v pokusu je patrné z Obrazku 1. 3b: Cas
nastupu kveteni: kod 1 =57 — 59 dni od seti, kod 2 = 60 — 62 dni od seti, kod 3 = 63 — 65 dni
od seti, kod 4 = 66 — 68 dni od seti. 3a: délka obdobi kveteni: kod 1: 6 — 8 dni, kod 2: 9 — 11
dni, k6d 3 =12 — 14 dni, kod 4 = 15 — 16 dni.
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Tabulka 2 — Vliv morfologickych charakteristik: velikost pavézy, tvar baze pavézy, tvar
vrcholu pavézy, barva pavézy, tvar kridel a barva kridel (nezavisld proménnd, faktor) na
napadeni semen zrnokazem hrachovym (zavisla proménnd). Jde o vysledky ANOVA

provedené pro kazdy s posuzovanych faktorti zv1ast.

Hodnoceny nak ;/rlcl)\rfn éii é)napadenl semen zrnokazem hrachovym (%, zavisla
(faktor) hodnota F (Fischerovo rozhrani) | P (hladina vyznamnosti) | efekt
Velikost pavézy 0.6990 p>0.05 NS
Tvar baze pavézy 0.5344 p > 0.05 NS
Tvar vrcholu pavézy |0.9514 p > 0.05 NS
Barva pavézy 2.2760 p <0.05 S

Tvar kiidel 1.2672 p>0.05 NS
Barva kiidel 1.5666 p > 0.05 NS

1S = statisticky vyznamny efekt faktoru, NS = nevyznamny efekt faktoru

Vliv barvy pavézy na napadeni semen zrnokazem hrachovym

40

Vliv barvy kiidel na napadeni semen zrnokazem hrachovym
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Obrazek 4a,b — Vliv barvy pavézy (4a - vlevo) a barvy kridel (4b - vpravo) na napadeni

semen zrnokazem hrachovym. Hodnoty obou faktora uréeny dle Pavelkova et al. (1986).
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Obrazek 5a,b — Rozdily v napadeni semen Mycosphaerelou pinodes (vlevo) a Ascochytou
pisi (vpravo) u porovnavanych GHs
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Virézy na semenech Rozdily mezi primémymi potty semen v luscich u porovnavanych genotypt hrachu
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Obrazek 6a,b — Rozdily ve frekvenci semen nesoucich pfiznaky napadeni PSbMV
(vlevo) a priimérnymi pocty semen v luscich (vpravo) u porovnavanych GHs

Diskuze

Z vysledkt hodnoceni vyplyvaji v nékterych piipadech zajimavé a prakticky vyuzitelné rozdily
mezi porovnavanymi GHs v urovnich napadeni zplisobenych jednotlivymi hodnocenymi
Skodlivymi organismy. I kdyz se ve skupiné zde porovnavanych GHs nepracovalo s genovymi
zdroji (charakteristickych napf. néjakymi unikatnimi vlastnostmi), nybrz jen s ,béznymi*
vV Evropé dostupnymi odridami (¢i Slechtitelskym materialem smétujicim ke komercializaci).
O vyznamnych rozdilech v reakcich komer¢nich odrid hrachu k riznym Skodlivym
organismuim je ve védecké literatuie ale referovano. A to zejména v ptipadé hmyzich skudct
(Teshome et al., 2015; Kaniuczak 2009). To zachovava jistou nadéji, Ze je 1 mezi bézné
dostupnymi odriidami mozné vybirat ty, které jsou na tom, co se tyce funkcnosti obrannych
mechanismi ponékud 1épe nez ostatni. V Evropé se nyni ¢im dal hlasitéji a Castéji z riznych
asociaci zabyvajicich se ochranou porosti ozyva nazor, Ze u nékterych plodin jiz vazné hrozi
kolaps péstebnich technologii zavislych na vysokych vstupech. Neni to ale mysleno z hlediska
environmentalni udrzitelnosti. Zde jde o jiné divody. Je to jednak nedostatek novych tc¢innych
latek pesticidd, jejichz staly piisun je pro intenzivni technologie nutny (vyvoj novych latek je
V podstaté u ledu) a s tim i nestastné spojené snizovani mnoziny pouzitelnych starSich latek
z diivodt pokracujicich zakazii a ¢im dal Castéji také z divodu rezistence (Clarke et al., 2009;
Jensen 2015). Za této situace je nezbytné (z hlediska vyzkumu) hledat, testovat a v praxi
ovétovat technologie pestovani, jejichz dilezitou soucasti budou odridy (nebo jejich smési)
schopné ve vyss$i mife odoldvat riznym stresovym situacim bez vyraznéjSich dopadi na
produkci porostu pii vyrazné nizsi podpoie zvenéi (pesticidni zasahy, hnojeni). Z tohoto
divodu ma i smysl probirat se soubory dostupnych odriid a hledat ty, které jsou na tom po této
strance 1épe (Robertson et al., 2005). V praxi se to mize jiz brzy velmi hodit.

Zavér

1) Testovany soubor tvofeny 150 polozkami GHs (soucasné evropské odridy a
Slechtitelsky material) vykazal vysokou variabilitu v urovnich citlivosti k houbovym a virovym
chorobam a téZ ke sklidciim.

2) GH pojimany jako faktor (nezavisla proménnd) mél v tomto pokusu vyznamny vliv na
uroven napadeni semen houbovymi patogeny Mycosphaerela pinodes a Ascochyta pisi, na
rozdily ve frekvenci semen vykazujicich ptiznaky napadeni PSbMV, na rozdily v Grovnich
napadeni semen zrnokazem hrachovym a obale¢em hrachovym a téZ na rozdily v primérnych
poctech semen v luscich.
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3) V testovaném souboru GHs se nachazeji polozky vykazujici vyrazné niz$i Grovné
napadeni hodnocenymi Skodlivymi organismy. Toto vSak jest¢ neznamena, Ze jde o rezistentni
nebo tolerantni GHs k danym Skodlivym organismim. Slibné GHs ze screeningovych pokust
je nutné podrobit dalsimu zkoumani.

4) Je nutné patrat po GHs s 1épe nastavenymi pfirozenymi obrannymi mechanismy k vice
rozdilnym typtim Skodlivych organismi.

Podékovani
Prispévek je zaloZen na vysledcich ziskanych pfi feSeni projektu MZE-RO1018 a projektu
TACR ¢. TN01000062/05.

Literatura

Aznar-Fernandez T., Rubiales, D., 2019. Flower and pod source influence on pea weevil
(Bruchus pisorum) oviposition capacity and preference. Frontiers in plant science, 10, 491-
498.

Clarke J., et al., 2009. Pesticide availability for cereals and oilseeds following revisions of
Directive 91/414/EEC; Effects of losses and new research priorities. Research Review 70.
HGCA, London, 127pp.

Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAOSTAT)
http://www.fao.org/faostat/en.Visited on October 2021

Jensen JE., 2015. Perspectives on the implementation of IPM in EU — the advisory perspective.
In: Paper given in IPM innovation in Europe, Poznan, Poland January 15-17, 2015
www.pure-ipm.eu/node/430.

Kaniuczak Z., 2009. The occurrence and harmfulness of the pea moth (Laspeyresia nigricana
Steph.) on peas. Journal of Plant Protection Research, 49(2), 535-538. /in Polish/

Ondrackova E., 2021. Ochrana hrachu proti strupovitosti. Uroda, 69(2), 70-72.

Pavelkova A., et al., 1986. Klasifikator, genus Pisum L. vydal: Vyzkumny tstav rostlinné
vyroby Praha — Ruzyn¢. Praha, 1986, 46 stran.

Robertson GP., et al., 2005. Reconciling agricultural productivity and environmental integrity:
a grand challenge for agriculture. Frontiers. Ecol. Environ., 3, 38-46.

Rubiales D., et al., 2015. Achievements and challenges in legume breeding for pest and disease
resistence. Crit. Rev. Plant. Sci., 34, 195-236.

Seidenglanz M., Munoz M., Hedénec P., P. Safat J., Bajerova R., 2021. Uspotadanim
hrachového porostu lze ovlivnit disperzi zrnokaza v prostoru. Uroda, 69(10), 53-57.

Teshome A., et al., 2015. Screening the primary geene pool of field pea (Pisum sativum L.
subsp. sativum) in Ethiopia for resistence against pea weevil (Bruchus pisorum L.). Genetic
Resources & Crop Evolution, 62(4), 525-538.

Verma T., et al., 2019. Screening of Fiel dpea (Pisum sativum L.) Genotype against Pod Borer
Complex. International Journal of Plant & Soil Science, 30, 1-5.

Kontaktni adresa:

Ing. Krobotova Eliska

Agritec Plant Research, s.r.o.
Zemédélska 16, 787 01 Sumperk
krobotova@agritec.cz

tel: 583 382 302

172


http://www.fao.org/faostat/en.Visited%20on%20October%202021
http://www.pure-ipm.eu/node/430
mailto:krobotova@agritec.cz

OBSAH ,
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

Transformace Inu s vyuzitim TALENs

The use of TALENS for linseed transformation
Ludvikova M.}, Griga M.}, Prokopova M.}, Hudzieczek V.2
1 Agritec Plant Research s.r.o., Zemédélska 16, 78701 Sumperk

2 Biofyzikalni tistav Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.

Abstrakt

Prace popisuje tvorbu a pouziti vektorovych konstrukti obsahujicich TALENS (transcription
activator-like effector nucleases) pro transformaci Inu setého (Linum usitatissimum L.) za
ucelem modifikace obsahu mastnych kyselin. Pouziti metody TALENs v souvislosti
s transformaci Inu dosud nebylo publikovéno. Bylo vytvofeno a pro transformaci pouzito
celkem 5 raznych konstruktd s cilem dosahnout indukované mutace v genech fad2-1 a fad2-2
u Inu. Z regenerantd rostoucich na selekénich médiich/ zakofenénych pryti/ rostlin pfesazenych
do zeminy byly odebirany vzorky pro PCR detekci selekéniho genu a oblasti virG a soucasné
pro detekci indukované mutace prostfednictvim metody enrichment PCR. Podafilo se prokazat
vznik transformovanych rostlin obsahujicich selekéni gen bar, nicméné doposud nebyl
zachycen vzorek s uspésné indukovanou mutaci.

Klic¢ova slova: len, transformace, TALENS, Agrobacterium tumefaciens

Abstract

This work describes the creation and the use of vector constructs containg TALENSs
(transcription activator-like effector nucleases) for the transformation of flax (Linum
usitatissimum L.) in order to modify the fatty acid content. The use of TALENS in connection
with the transformation of flax has not been published, yet. A total of 5 different constructs
were generated and used for transformation to induce a mutation in the fad2-1 and fad2-2 genes
in flax. Samples were taken from regenerants growing on selection media/ rooted shoots/ plants
replanted into soil for PCR detection of the selection gene and the virG region and at the same
time for detection of the induced mutation by enrichment PCR. The emergence of transformed
plants containing the bar selection gene has been demonstrated, however, a sample with a
successfully induced mutation has not been captured, yet.

Key words: flax, transformation, TALENS, Agrobacterium tumefaciens

Uvod

Len sety (Linum usitatissimum L.) je tradi¢ni kulturni plodinou s kultivary péstovanymi na
vlakno a olej. V priibéhu let byla popsana fada postupl transformace Inu. Nejpouzivangjsi
metodou pro transformaci Inu je (stejné jako u dalSich dvoud€loznych druhil) transformace
hypokotylti za pomoci agrobakteria, popsana u Inu jiz v roce 1983 (Hepburn et al., 1983).
Buiiky Inu mohou byt relativné snadno transformovany pomoci A. tumefaciens a snadno
péstovany, pokud je aplikovana vhodna inokula¢ni/ selek¢éni/ regeneracni metoda (Jordan a
McHughen, 1988). Byla uc¢inéna fada pokusu, jak zvysit efektivitu transformacniho procesu
vcetné prodlouzeni induk¢ni faze kalusu, odstranéni epidermis a prodlouzené kokultivace.
Dalsi moznosti je agrobakteridlni transformace kalust Inu ziskanych z prasnikové kultury, které
jsou kokultivovany s A. tumefaciens (Chen a Dribnenki, 2003; Chen et al., 2008; Chen et al.,
2015). Dalsim ¢asto uzivanym pfistupem pro transformaci rostlin je biolistickd metoda (particle
bombardment). Wijayanto a McHughen (1999) dokumentovali tspé$nou biolistickou
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transformaci a regeneraci transgenniho Inu na standardnim selek¢nim médiu. Pomérné€ nedavno
bylo popsano pouziti metody ,,floral dip* pro agrobakterialni transformaci pradného i1 olejného
Inu (Bastaki a Cullis, 2014; 2019). V poslednich letech se u rostlin rozsitilo vyuZiti technik tzv.
cilené modifikace genomu (Targeted genome modification), 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 (CRISPR, TALENSs, ZFNs) jsou proto ¢asto
sklonovany jako alternativa k metoddm klasického Slechténi rostlin a uzivanych transgennich
piistupti a mtizeme nadale ptfedpokladat expanzi v jejich vyuziti.

Material a metody

Pro tvorbu konstruktii byly osekvenovany geny fad2-1 a fad2-2 v linii Inu, ktera byla nasledné
pouzita pro transformaci (responzivni linie AGT 583/05). Primery na sekvenovani byly
navrzeny na zakladé sekvenci dostupnych v GenBank: JQ963159.1 a DQ222824.1.

Jako vychozi byl pouzit binarni vektorovy systém pCLEAN, konkrétné vektor G-126 spolu s
pomocnym pCLEAN S-167 (Thole at al., 2007). Konstrukty obsahuji v oblasti T-DNA TALE
kazetu (podle Cermak et al., 2011) s FokI katalytickou doménou (heterodimer - KKR/ELD -
Doyon et al., 2011) pod 35S promotorem, ktera byla vytvofena cilené pro oba fad2 geny.
Mimo oblast T-DNA byly vSechny konstrukty shodné doplnény o gen nptl.
Do T-DNA oblasti byl vedle TALE kazety naklonovan gen bar pod nos promotorem pro selekci
uspésné transformovanych rostlin.

Vzniklé kontrukty byly elektroporovany do Agrobacterium tumefaciens a pouzity ke
transformaci. Pii transformaci Inu bylo postupovano dle metodiky agrobakterialni genetické
transformace Inu vytvoiené ve firmé Agritec (Vrbova, 2010).

Transformované vzorky byly pomoci PCR testovany na piitomnost genu bar. Za pomoci
amplifikace oblasti virG byla vyloucena pfipadna agrobakterialni kontaminace. Sekvence
primeri pro amplifikaci genu bar a oblasti virG jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1: Primery pro PCR testovani pryti po transformaci hypokotyla TALENs

konstrukty
Nazev primeru Sekvence (5'-3")
Bar 1 GAGTCCACCGTGTACGTCAG
Bar_2 GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC

Vir-G-Forw43 AGGCGATCTCCTTAATCAATAG
Vir-G-Rev295 GATAAGAAGAACGTGTTTCAAC

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

Pro detekci mutaci indukovanych v transgennich vzorcich byla nejprve izolovana DNA
z rostlinného materidlu. Vzorky byly homogenizovany v kapalném dusiku a pomoci kitu
Invisorb® Spin Plant Mini Kit (STRATEC Molecular, Berlin, Némecko) z nich byla izolovana
genomova DNA dle protokolu vyrobce. 5 png DNA bylo nasledné pouzito pro restrikéni reakci.
SloZeni reak¢ni smési pro restrikci 1 zndzoriiuje tabulka 2, pouzité restrikéni endonukleasy
tabulka 3.
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Tab. 2: SloZeni reak¢éni smési pro restrikci 1 (enrichment PCR)

Reagencie Objem (ul)
Ultracista H,O do 20
Ptislusny pufr 2
Restrikéni enzym 0,1

DNA Sug

celkem 20

Pouzity Restrikéni enzym
konstrukt pro testovani
pV0045/pVV0O046 Hpall nebo Mspl
pVv0047 Mbol nebo Dpnl
pVO048 BstXI
pVO049 CviQIl

Tab. 3: Restrikéni endonukleasy pro testovani transformanti dle pouZitych konstrukti

Dal8im krokem byla amplifikace lokusu naseho zajmu. K detekci indukovanych mutaci u GM
Inu modifikovaného konstrukty pVO045, pVO046, pVO047 byla pouzita PCR amplifikace
genu fad2-1. K detekci mutaci indukovanych konstrukty pVVO048 a p\VO049 byla pouzita PCR
amplifikace genu fad2-2. Primery pro amplifikaci genti a délky ziskanych PCR produktii jsou
uvedeny v tabulce 4.

Tab. 4: Primery pro PCR amplifikaci pro testovani indukovanych mutaci po
transformaci jednotlivymi konstrukty (enrichment PCR)

Primery pro fad2-1 Konstrukt Délka produktu
FAD-F1.:AGGTGGAAGAATGCCAGTGC pV0045,46,47| 442 bp

FAD-R1: CTCATCACGATCAAGCGATCC

Primery pro fad2-2 Konstrukt Délka produktu
FAD2-F1: GTCGCCACCACTCCAATACT pV0048 401 bp
FAD2-R1: GGTGTGCTGCAAGAAAGTGA

FAD2-F2: AATAAGGCGGACTCCGAAAC pVO049 446 bp
FAD2-R2: TTCTGCTTGGGGACAAAAAC

Teplotni profil PCR reakce byl: 95 °C/ 9 min + 40x (95 °C/ 45 s, 54 °C/ 1 min, 72 °C/ 90 s) se
zéaverecnou elongaci 72 °C/ 7 min. 10 pl vzorku po PCR reakci bylo pro kontrolu naneseno na
agarozovy gel. Zbylych 40 pl bylo $tépeno pomoci stejného restrikéniho enzymu jako v 1.
restrik¢ni reakci. Slozeni reakéni smési pro 2. restrikéni reakci zachycuje tabulka 5.

Tab. 5: Enrichment PCR — sloZeni reakéni smési pro 2. restrik¢éni reakci

Reagencie Objem (ul)
Ultracista H20 45
Ptislusny pufr 5
Restrikéni enzym 0,5

PCR reakce 40

celkem 50
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Vysledky

Byly vytvofeny konstrukty pVO045, pVVO046, pvVOO047 pro indukci mutace v genu fad2-1 a
konstrukty pVVO048 a pVVO049 pro indukci mutace v genu fad2-2. Bylo provedeno celkem 5
sérii transformaci, ve kterych byly postupné pouzity jednotlivé konstrukty. V kazdé pokusné
sérii se pracovalo s 250 segmenty hypokotyla Inu.

Selekce uspésné transformovanych explantatd probihala na zakladé genu bar. Kultura in
Vvitro regenerantti byla udrzovana na médiu s fosfinotricinem pro vyloueni netransgennich
sektorti. Pryty rostouci z transformovanych kalusti byly pasaZzovany na selek¢ni médium
(obr. 1). Pryty, které na selekénim médiu uspésné zakotenily, byly ptfesazeny do zeminy a
péstovany pro ziskani semen (obr. 2).

= —
¥

Obr. 1 a 2: Transformace konstrukty TALENS

Vievo prepasdzované pryty po transformaci konstruktem pV0046 na médiu s fosfinotricinem,
vpravo rostliny linie AGT 583/05 transformované konstrukty TALENs presazené do zeminy

K detekci GM Inu tspésné transformovaného konstrukty TALENs byla aplikovana metoda
PCR amplifikace selekéniho genu bar. Ocekavana délka amplifikovaného fragmentu byla
243 bp. Testovany byly vzorky béhem riiznych fazi regenerace. U vzorkli DNA pochazejicich
z prytu, u kterych vychazel PCR test na pfitomnost genu bar pozitivné, byl provadén také PCR
test kontaminace agrobakteriem. Pouzity byly primery amplifikujici fragment o velikosti 270
bp v oblasti virG. Ptiklad PCR detekce vzorku kontaminovaného agrobakteriem je uveden na
obr. 3. PCR metodou byla pfitomnost genu bar potvrzena u 12 rostlin, které byly pfesazeny do
zeminy a péstovany do semen.
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Obr. 3: PCR testovani agrobakterialni kontaminace prostiednictvim amplifikace virG
1. 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2, 3 a 5.vzorky negativni, 4. vzorek
S pozitivni detekci kontaminace agrobakteriem, 6. pozitivni kontrola, 7. negativni kontrola

Pro detekci mutaci indukovanych v transgennich rostlindch byla izolovana DNA, ktera byla
nasledné pouzita pro restrikéni reakci s restrikénim enzymem odpovidajicim pouzitému
konstruktu. Dalsim krokem byla amplifikace lokusu naseho zajmu. K detekci indukovanych
mutaci u GM Inu modifikovaného konstrukty pVO045, pVVO046, pVO047 byla pouzita PCR
amplifikace genu fad2-1. K detekci indukovanych mutaci u Inu modifikovaného konstrukty
pVO048 a pVVOO049 byla pouzita PCR amplifikace genu fad2-2. 10 ul vzorku po PCR reakci
bylo vzdy pro kontrolu naneseno na gel (obr. 4). Zbytek vzorku po PCR reakci byl Stépen
pomoci stejného restrikéniho enzymu jako v prvni restrikéni reakei. Po prob&hnuti reakce byla
reakéni smés nanesena na gel (obr 5).
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Obr. 4: Vysledky PCR amplifikace genu fad2-1 (dil¢i krok testovani pomoci enrichment
PCR) 1. 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2. — 16. amplifikované
fragmenty genu fad2-1 u jednotlivych testovanych vzorku (442 bp)
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Obr. 5: Vysledek 2.restrikéni reakce (finalni krok testovani pomoci enrichment PCR)
1. 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litva), 2. — 17. fragmenty genu fad2-1 stépené
enzymem Hpall o délce 237 a 205 bp.
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V piipadé spravného fungovani nukleasy mél byt na gelu patrny neStépeny PCR fragment —
obsahujici mutaci v restrikénim misté. V piipadé, ze jsou na gelu patrné St€pené fragmenty,
nedoslo k indukci vzniku mutace v cilovém genu.

Doposud nebyl detekovan nestépeny produkt, ktery by potvrdil GspéSnou indukci mutace
pomoci konstrukti TALENs. Vzorky transformované konstruktem pVO045/ pVO046 davaly
po restrikci fragmenty o délce 237 a 205 bp (obr. 5), potencialni transformanti ziskani
s pouzitim konstruktu pVO047 fragmenty o délkdch 130 a 312 bp. Také u vzorka
transformovanych konstruktem pVO048 a pVO049 se amplifikaci genu fad2-2 a naslednou
restrikci nepodafilo detekovat neStépeny fragment, pouze Stépené fragmenty o délce 318
a 83 bp, resp. 356 a 90 bp. Indukované mutace v genech fad2 nebyly objeveny navzdory tomu,
ze PCR detekce potvrdila v rostlinach pfitomnost selekéniho genu bar.

Diskuse

V této praci bylo vyuZito progresivnich metod — tzv. ,,targeted genome editing*, pomoci kterych
je mozné upravit gen zajmu na specifickém misté v genomu. Vyhoda metod ,,targeted genome
editing” oproti klasické transgenozi spoCiva v tom, Ze nedochazi k nahodnym inzercim
transgenti. V praci byla konkrétné pouzita technika TALENs (Tale nucleases trascription
activator-like effectors). U Inu doposud jeji pouziti nebylo popsano v zadné publikaci. Tento
fakt by vyznamné zvySoval publikovatelnost vysledkt a to i v ptipadé, pokud by byla objevena
mutace indukovand konstruktem TALENSs, kterd by neméla vliv na fenotyp. Na zakladé
sekvenci gent fad2-1 a fad2-2 byly navrzeny konstrukty TALENSs. Sekvence obou fad2 gent
jsou vSak natolik odlisné, ze se jevilo jako nevhodné cilit je stejnym TALENs konstruktem.
Jako kompromis byly tedy vytvofeny konstrukty pro indukci mutaci v kazdém fad2 genu
zvlast, ackoliv dle diivéjSich publikaci (napf. Haun et al., 2014) se jevila jako lepsi strategie
indukce mutaci v obou genech najednou. Konstrukty byly cileny na gen fad2-1 (v ptipadé
konstrukti pVO045, pV0046, pvVO047) a na gen fad2-2 (konstrukty pvVO048 a pvV0049). U
jednotlivych konstrukti byla pfedpokladana riizna mira uc¢innosti TALE kazety, proto bylo pro
transformaci pouzito pét riiznych variant konstruktd, které maji rizna rozpozndvaci mista.
Pouziti vétsiho mnozstvi konstrukti mohlo vést k zajimavému srovnani uc¢innosti jednotlivych
konstruktli pro indukci mutaci, ale také srovnani efektu téchto indukovanych mutaci pfi
fenotypovém projevu.

V ptipadé funkénosti konstrukti TALENS by po uspésné transformaci Inu méla vzniknout
vgenu fad2-1 ¢i fad2-2 mutace, ¢imz by méla byt sniZzena jeho funkénost, a tudiz
i desaturace kyseliny olejové na kyselinu linolovou. V semenech Inu by tak vznikal olej
s vysokym podilem kyseliny olejové.

Stejné jako v publikaci Haun et al. (2014) byl v nami vytvotenych konstruktech obsazen pouze
selek¢éni gen bar, zatimco reportérovy gen byl vynechan, ve snaze ,,zmensit* oblast T-DNA a
snadnéji vytvofit ,,transgene free* rostliny. Pravdou vSak zlistava, Ze pfitomnost reportérového
genu piinaSi pii transformaci vyhodu a dle naSich dosavadnich zkuSenosti zvySuje
pravd&podobnost a rychlost ziskani transformantli. MoZnost ziskéni rostlin s kyzenou mutaci,
nicméné beze stop ,,cizi“ DNA v genomu, vede k tvaham nad zménou legislativy pro pouziti
technologii programovatelnych nukleas.
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Zavér

V ramci této prace byly vytvofeny a pro transformaci Inu pouzity konstrukty TALENs (Tale
nucleases trascription activator-like effectors). Jedna se o programovatelné nukleasy, u¢innou
skupinu chimérickych enzymd, pouzivanych u celé fady organismu k indukci dvouretézcovych
zlomu. Po Gspé$né transformaci méla dle ptedpokladu vzniknout v genu fad2-1 ¢i fad2-2
mutace, pfi¢emz mél byt zkouman jeji vliv na funk¢énost genu.

Pro transformaci segmentti hypokotylt bylo pouzito celkem pét riznych TALENS konstrukti,
téi pro indukei vzniku mutace v genu fad2-1 (konstrukty pVVO045, pvV0046, p\VOO047); dva pro
vznik mutace v genu fad2-2 (konstrukty pVO048 a pV0OO049). Transformaci byly ziskany
transformované rostliny obsahujici selekéni gen bar, nicméné dle vysledkt enrichment PCR a
sekvenace zadna z doposud testovanych rostlin neobsahovala mutaci indukovanou v genu fad2-
1/fad2-2 TALENSs konstruktem.

Literatura

BASTAKI N. K., CULLIS C. A. (2014): Floral-dip transformation of flax (Linum
usitatissimum) to generate transgenic progenies with a high transformation rate. Journal of
Visualised Experiments (94), e52189, doi:10.3791/52189.

BASTAKI N. K., CULLIS C. A. (2019): Flax Transformation via Floral Dipping Part of the
Plant Genetics and Genomics: Crops and Models book series (PGG, volume 23) Genetics
and Genomics of Linum, 195 — 214,

HEPBURN A.G., CLARKE L.E., BLUNDY K.S., WHITE J. (1983): Nopaline Ti-plasmid,
pTiT37, T-DNA insertions into a flax genome. Journal of Molecular and Applied Genetics;
2: 211 - 24.

CHEN Y., DRIBNENKI P. (2003): Doubled haploid production and genetic transformation.
International patent applications WO 03/041491 A2.

CHEN Y., SINGH S., RASHID K.Y., DRIBNENKI P., GREEN A. (2008): Pyramiding of
alleles with different rust resistance specificities in Linum usitatissimum L. Molecular
Breeding, 21: 419-430.

CHEN Y., ZHOU X.R., ZHANG, Z.J., DRIBNENKI P., SINGH S., GREEN A. (2015):
Development of high oleic oil crop platform in flax through RNAi-mediated multiple FAD2
gene silencing. Plant Cell Reports 34: 643-653.

CERMAK T., DOYLE E.L., CHRISTIAN M., WANG L., ZHANG Y., SCHMIDT C,,
BALLER J.A., SOMIA N.V., BOGDANOVE A.J., VOYTAS D.F. (2011): Efficient design
and assembly of custom TALEN and other TAL effector-based constructs for DNA
targeting. Nucleic Acids Research, 39: 7879.

DOYONY.,VOT.D., MENDEL M. C., GREENBERG S. G., WANG J.,, XIAD. F., MILLER
J. C., URNOV F. D., GREGORY P. D., HOLMES M. C. (2011): Enhancing zinc-finger-
nuclease activity with improved obligate heterodimeric architectures. Nature Methods 8: 74
—79.

HAUN W., COFFMAN A., CLASEN B. M., DEMOREST Z.L., LOWY A., RAY E,,
RETTERATH A., STODDARD T., JUILLERAT A., CEDRONE F., MATHIS L.,
VOYTAS F. D., ZHANG F. (2014): Improved soybean oil quality by targeted mutagenesis
of the fatty acid desaturase 2 gene family. Plant Biotechnology Journal, 12: 934 — 940.

JORDAN M.C., MCHUGHEN A. (1988): Glyphosate tolerant flax plants from Agrobac-terium
mediated gene transfer. Plant Cell Reports, 7: 281 — 284.

THOLE V, WORLAND B, SNAPE JW, VAIN P (2007): The pCLEAN dual binary vector
system for Agrobacterium-mediated plant transformation. Plant  Physiology,
145: 1211 - 1219.

179


https://link.springer.com/bookseries/7397
https://link.springer.com/book/10.1007/978-3-030-23964-0
https://link.springer.com/book/10.1007/978-3-030-23964-0
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hepburn%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6308120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clarke%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6308120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blundy%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6308120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=White%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6308120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6308120
http://www.agr.gc.ca/eng/science-and-innovation/research-centres/manitoba/cereal-research-centre/scientific-staff-and-expertise/rashid-khalid-phd/?id=1181920020956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cermak%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21493687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doyle%20EL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21493687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Christian%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21493687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21493687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21493687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmidt%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21493687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baller%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21493687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Somia%20NV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21493687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bogdanove%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21493687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Voytas%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21493687

OBSAH ,
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

VRBOVA M. (2010): Metodika agrobakterialni genetické transformace Inu (Linum
usitatissimum L.). Agritec Plant Research s.r.0, ISBN: 978-80-87360-04-0.

WIJAYANTO T., MCHUGHEN A. (1999): Genetic transformation of Linum by particle
bombardment. In Vitro Cellular and Developmental Biology, 6: 456 — 465.

Dedikace
Piispévek byl napsan za institucionalni podpory DKRVO MZE-RO1018.

Kontaktni adresa:

Ing. Michaela Ludvikova, Ph.D.,
Agritec Plant Research s.r.o.,
Zemédélska 16, 78701 Sumperk,
583382127, ludvikova@agritec.cz

180


mailto:ludvikova@agritec.cz

OBSAH ,
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

Rostlinna vodni strategie ,,plytvac a Setfi¢*“: metabolomické a proteomické
objasnéni reakce pSenice na sucho

Water-saving and water-spending strategy: The metabolomic and proteomic
clarification of the wheat response to drought
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Abstrakt

Sucho predstavuje celosvétoveé nejrozsiienéjsSi a nejpromeénliveéjsi faktor environmentalniho
stresu. V této studii byly studovany dva kultivary pSenice jako zéastupci dvou kontrastnich
strategii vodniho rezimu rostliny, strategie Setiici vodu (kultivar Baletka) oproti strategii
plytvajici vodu (kultivar Tobak), aby poskytly komplexni pohled na jejich fenotypové reakce
na sucho. Fyziologické charakteristiky sice dokazali odlisit oba kultivary, ovSem proteomické
a metabolomické analyzy odhalily v prubéhu sucha u Baletky (strategie ,,Setfi¢*) vyznamnou
remodelaci bunééné stény, zmény v endocytdze a bunécné signalizaci a specifickou orgadnovou
odpovéd’ v syntéze dalSich obrannych proteind.

9213

Klicova slova: vodni strategie ,,8etfic* a ,,plytvac®; pSenice; sucho; organova odpoved’
2 b b

Abstract

Drought represents the most occurring and the most variable environmental stress factor
worldwide. In the present study, two wheat cultivars Baletka and Tobak as representatives of
two contrasting strategies, a water-saver strategy versus a water-spender strategy, were studied
to provide a complex view on their phenotypic responses to drought. Physiological
characteristics clearly distinguished Baletka and Tobak, and, moreover, proteomic and
metabolomics analyses revealed in Baletka significant remodelling of cell wall, changes in
endocytosis, and specific tissue response in synthesis of other defence proteins.

Keywords: water-saver and -spender strategy; wheat; drought; tissue response

Uvod

Sucho jako nedostatek vody v pidé vede u rostlin k nerovnovaze mezi pifijmem vody
a jejim uvoliiovanim, a predstavuje tak celosvétoveé nejrozsitenéjsi ekologicky stres. U rostlin
s fotosyntézou typu C3 v¢etné obilovin ze skupiny Triticeae predstavuji priaduchy hlavni misto
uvolnovani vody a piijmu COg, které je nezbytné pro fotosyntetickou asimilaci. Rostliny C3
tak pfijaly Sirokou Skalu strategii zvladani deficitu vody, mezi které patii zejména strategie
,uspory vody*, kterd vede k uzavieni pruduchti jiz pii mirném deficitu vody, coz vede k vyssi
ucinnosti vyuzivani vody a sniZeni Cisté rychlosti fotosyntézy, a strategie ,,utrdceni vody*,
pfiniZz rostlina nechavd priduchy oteviené pro zachovani fotosyntetické asimilace
az do relativné zavazného nedostatku vody. Z agronomického hlediska mohou strategie
,uspory vody™ i ,utrdceni vody* vést k relativné vysokému koneénému vynosu plodin
zapodminek sucha v zavislosti na daném ,scénafi“ stresu (Tardieu, 2012).
Vzhledem ke komplexnim dopadiim sucha na plodiny je k pochopeni reakce rostlin na sucho
zapotiebi nejen fyziologicky pohled, ale také informace na proteomické a metabolomické
urovni.

181



OBSAH ,
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

Ackoli kli¢ova role v ochrané rostlin pted abiotickym stresem, zejména suchem, u mnoha
stresem indukovanych proteini ¢i metabolitli jiz byla potvrzena a bylo provedeno mnoho
fyziologickych, proteomickych a metabolomickych studii (Bowne et al., 2012; Ford et al.,
2011; Guo et al., 2018; Herzog et al., 2018; Kosova et al., 2014; Kosova et al., 2011), komplexni
fyziologické a molekularni studie vyuZivajici ,,omické* ptistupy k popisu stresovych reakci na
sucho v plodinéch jsou stale velmi vzacné.

V této studii byly kultivary pSenice Baletka jako zastupce strategie Gspory vody a Tobak jako
zastupce strategie utrdceni vody analyzovany v prabéhu kratkodobého (7denni vysychani na
30% pudni vodni kapacitu, PVK) a dlouhodobého sucha (10denni udrzeni na 30% PVK)
a nasledn¢ opétovného zaliti. Cilem této studie bylo prozkoumat diferencialni reakce Baletky
a Tobaku jako modelovych kultivarG pfedstavujicich kontrastni strategie vodniho rezimu
Vv prib¢hu sucha na urovni fyziologie, celkové proteomiky a metabolomiky.

Material a metody

Biologicky material

Rostliny pSenice ozimé (Triticum aestivum) odrid Baletka a Tobak byly péstovany
Vv klimaboxu pii 19 °C, 16 h svétla a se 70% PVK. Od faze plné¢ vyvinutého druhého listu
stresované rostliny vysychaly 7 dni na 30% PVK (odbér 1), kde byly udrZzovany 10 dnli
(odbér 2) s naslednou rehydrataci na 70% PVK (odbér 3 - 12 hodin po zaliti) po dalsi 3 dny
(odbér 4). Kontrolni rostliny byly udrzovany na 70% PVK po celou dobu experimentu.
Pro vSechny analyzy listti byly odebirany pouze posledni pln¢ vyvinuté listy.

Analyza fyziologickych parametrii

Z fyziologickych parametrii byl méfen relativni obsah vody v listech (RWC) a osmoticky
potencidl (OP). Pro stanoveni RWC se Cerstvé odebrané listy saturovaly vodou po dobu
min. 5 hodin pfi laboratorni teploté¢ do plného nasyceni a nasledn¢ byly vysuSeny pies noc
pti 65 °C. OP byl stanoven na piistroji VAPRO 5600 (Wescor), efektivita fotosystému II
(Fv/Fm) byla méfena pomoci pfistroje Fluorpen FP100 (Photon Systems Instruments) a ostatni
fyziologické parametry byly méfeny pomoci systému LCpro (Opti-Sciences, Inc), vSe podle
pokynti vyrobce.

Proteomicka analyza pomoci 2D-DIGE

Vzorky pro analyzu totalniho proteomu byly extrahovany pomoci TCA/aceton extrakce
(Vitamvas et al., 2015). Extrakty byly obarveny fluorescentnimi barvivy CyDye podle pokynt
vyrobce (GE Healthcare) a isoelektrickd fokusace byla provedena za pouziti IPG stripii (24 cm,
pl = 3-10, GE Healthcare) s max. napétim 10 000 V, 75 000 Vh; nasledovana SDS-PAGE
(2D HPETM Large Gel NF-12,5%, SERVA). Vysledné gely byly analyzovany v softwaru
Samespot (TotalLab Ltd) a vybrané proteinové spoty byly identifikovany pomoci hmotnostni
spektrometrie  MALDI-TOF (SciexTOF/TOFTM 5800, SCIEX) a serveru MASCOT
(NCBI-Triticeae nebo JGI-Triticum aestivum databaze) a na zakladé homolognich sekvenci
pomoci programu BLAST.

Metabolomickd analyza pomoci GC-MS/MS

Vzorky pro analyzu metabolomu byly extrahovany pomoci methanol-chloroformové extrakce
(Lisec et al., 2006) a vzorky byly derivatizovany methoxyaminem a MSTFA. Nasledujici
analyza pomoci GC-MS probihala na pfistroji 7000C Triple Quadrupole GC/MS (Agilent)
za parametru: nastiik 1 ul vzorku ve splete§ modu, priatok He 2 ml/min, 30m MDN-35 kolona,
teplotni program: 2 min pfi 80 °C, nasledné¢ 60-ti minutovy gradient do 330 °C a 6 min
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pii 330°C. Hmotnostni detekce byla provedena v rozmezi 70 — 600 m/z v rozsahu 20 scan/s.
Piky ze ziskanych hmotnostnich spekter byly integrovany a extrahovany pomoci softwaru
MZmine 2. Pro analyzu byly vybrany pouze ty piky, které byly alespon v jedné tietiné vSech
vzorki. K identifikaci metabolitli byla pouzita standardni referencni databaze NIST, verze 2.3
(National Institute of Standards and Technology, USA, 4.5.2017).

Statistickd analyza

Data byla zpracovdna v programu Microsoft Office Excel 365 a R, verze 3.5.3,
a pro statistickou analyzu dat byl pouzit software Statistica 12 (StatSoft), relativni koncentrace
proteind, resp. metaboliti byly navzajem porovnany pomoci klasického Student's Two Sample
Test s rozptylem v rozptylu s minimalni hladinou vyznamnosti 0,01 pro proteiny, respektive
0,05 pro metabolity.

Vysledky

Fyziologické parametry

Béhem obdobi vysychani piidy (1. odbér) byla vétsina fyziologickych charakteristik vyznamné
snizena; pii udrzovani 30% PVK se vSak vét§ina parametri vyrazné zvysila, coz naznacuje
aktivni pfizptisobeni snizené¢ dostupnosti vody v pud¢, nebot’ napt. ve vodou Setiici odrade
Baletka nebyly zadné vyznamné rozdily v hodnotach Fv/Fm a t¢innosti vyuziti vody (WUE)
mezi kontrolnimi a stresovanymi rostlinami po dlouhodobé aklimatizaci na sucho. Po
opétovném zalévani se RWC, OP a Fv/Fm obnovily na kontrolni trovné u obou kultivart, také
se zvysila Cistd fotosyntéza a rychlost transpirace a WUE dokonce piekrocil kontrolni urovné.
Kultivary se vsak vzajemné vyznamné lisily zejména v poméru RWC a Fv/Fm po 7dennim
vysychani (vyssi u Baletky) a béhem dlouhodobého sucha v mezibunécné koncentraci CO>
(vyssi u Baletky).

Proteomicka analyza

Proteomicka analyza byla provedena na dvou rostlinnych pletivech — listech a odnozovacich
uzlech. Testované kultivary vykazovaly rozdilnou organové specifickou odpovéd’. Baletka
odhalila vys$si pocet rtizné¢ abundantnich proteinovych spoti (DAPS) ve stresovanych
odnozovacich uzlech, zatimco v listech v pribehu sucha je akumulace jednotlivych proteint
spiSe inhibovana, pficemz Tobak méa zejména b&hem dlouhodobého sucha pomérné
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Obr. 7: Dynamika identifikovanych proteini v pribéhu sucha. B — Baletka; T — Tobak; D -
suchem stresované rostliny; C — kontrolni rostliny; 1,2,3,4 — odbér: 1 - vysychani; 2 — udrZeni
sucha; 3 —12 h po zaliti; 4 - regenerace



OBSAH

Uroda 12/2021védecka priloha casopisu

vyrovnanou organovou odezvu a vyrazné rozdily lze nalézt aZ po tfech dnech regenerace
(Obr. 1).

Zobrazenim vysledkiit DAPS odnoZovacich uzli s foldchange > 2,5 analyza hlavnich
komponent (PCA) uspésné potvrdila odlisné shlukovani vzorkl stresovanych a kontrolnich
rostlin, a to i v ramci jednotlivych vzorku ¢i odrud (obr. 2). V listech, na rozdil od odnoZovacich
uzl, PCA neodhalila specifickou distribuci vzorkid pravdépodobné proto, ze mnoho DAPS
bylo identifikovano jako RuBisCO, které¢ piekryvaly relativné méné abundantni proteiny.
JelikoZ predchozi statistické analyzy nezjistily vyznamné rozdily mezi kultivary, rozdily mezi
genotypy byly stanoveny parovym t-testem na hladiné vyznamnosti 0,01 pro kazdy
identifikovany DAPS. Pro podrobnéjsi charakterizaci byla data prezentovana
jako zvyseni/snizeni relativniho mnozstvi DAPS ve stresu nebo regeneraci s ohledem
na kontrolu.

Analyza proteint listi odhalila nékolik DAPS identifikovanych jako RuBisCO; na rozdil od
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Obr. 8: PCA odnozZovacich uzli, resp. DAPS s fold change > 2,5. B — Baletka; T — Tobak; D —
suchem stresované rostliny; C — kontrolni rostliny; 1,2,3,4 — odbér: 1 - vysychani; 2 — udrZeni sucha;
3 —12 h po zaliti; 4 - regenerace

jinych statistickych analyz vSak byly mezi DAPS nalezeny také proteiny souvisejici se stresem
a vybrané proteiny jsou diskutovany v diskusi.

Metabolomicka analyza

Metabolomicka analyza identifikovala 49 metabolitti, z nichz nejhojnéji zastoupeny byly
sacharidy glukoza, fruktdza, manodza, cukerné alkoholy a organické kyseliny (45 %). Mezi dalsi
skupiny patii aminokyseliny (28 %) a metabolity citratového cyklu (10 %). Zobrazeni pomoci
PCA vsech metabolitt tspésné potvrdilo odlisné shlukovani vzorkt stresovanych a kontrolnich
rostlin, a to i v ramci jednotlivych vzorkti nebo odriid podobné jako u PCA proteint
odnoZovacich uzli (Obr. 3). Aplikace parovych t-testil vedla k detekci nékolika vyznamnych
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Obr. 9: PCA identifikovanych metaboliti. B — Baletka; T — Tobak; D — suchem stresované rostliny; C
— kontrolni rostlinv: 1.2.3.4 — odbér: 1 - vvsvchani: 2 — udrZeni sucha: 3 — 12 h po zaliti: 4 - reaenerace

rozdilt indikujicich rozdilnou odezvu sucha mezi kultivary také na trovni metaboliti a vybrané
metabolity jsou diskutovany v diskusi.

Diskuse

Mnoho proteinti, nalezenych béhem stresu suchem s riiznym profilem relativni abundance
jak v odnozovacich uzlech, tak i v listech, odpovida klasické reakci rostliny na abioticky stres
¢1 proteintim zapojenym do regenerace rostlin. Jedna se zejména o proteiny katalasa, PR10,
lipooxygenasa, rovnéz transkripéni proteiny, proteiny cytoskeletu, heat shock proteiny (HSP) a
proteiny zachycujici ROS. Dalsi proteiny, zapojené do reakce rostlin na sucho, mély
specifickou organovou odpovéd, zejména u Setfici odridy Baletka. Jedna se zejména
0 3-ketoacyl-CoA-thiolasu, jez se tcastni B-oxidace mastnych kyselin a hraje dulezitou roli
v regulaci signalni drahy aktivované ABA (Jiang et al., 2011), a regulacni 31 kDa ribonuclear
protein, jehoz hlavni funkci je stabilizovat mRNA proteint fotosystému I (Kupsch et al., 2012).
Dalsi protein s riznym tkanovym profilem je HSP90, jenz se podili mimo jiné na signalizaci
ABA a ovliviiuje uzavieni pruduchii (Clément et al., 2011). V naSem experimentu byla vétSina
isoforem HSP90 pozorovéna se snizenou akumulaci zejména v odnozovacich uzlech Baletky
behem kratkodobého sucha, zatimco béhem regenerace byl tento trend opacny, kdy HSP90 byly
zvySeny v uzlech a snizeny v listech. Naproti tomu odriida Tobak organové specifickou
odpovéd’ piili§ nevykazovala. Proteiny LEA se ptimo podileji na reakci rostlin na nedostatek
vody napft. jako osmoprotektory diky jejich hydrofilni povaze. V nasem experimentu byly
LEA1 a LEA3 nejvice zmé&nénymi proteiny v celém proteomu u obou odriid (aZ 40ndsobné).
Zajimavé rozdily byly pozorovany mezi odriidami v odnozovacich uzlech, kdy odriida Baletka
méla témét dvojnasobné zvySenou akumulaci LEA proteinii nez Tobak, v listech vSak
vykazovaly LEA proteiny opacny trend. NasSe vysledky potvrzuji 1 vysledky studie, ktera
detekovala vétsi mnozstvi LEA proteint ve stoncich neZ v kofenech a listech (Liu et al., 2013).
Celkov¢ Baletka centralizovala ochranné proteiny do odnozovacich uzli, na rozdil od Tobaku,
ktery ochranné proteiny distribuuje rovnomérné po celé rostling, a proto nema Zadnou orgénoveé
specifickou obranu proti suchu.
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Zmény v bunécné sténé

Bunécéna sténa rostlin je velmi rigidni bunécnou soucasti, a v ptipad¢ abiotickych strest lze
pozorovat velké zmény ve slozeni bunééné stény (Moura et al., 2010). V nasem experimentu
byl zjistén zvyseny obsah degradacnich produktti celulosy a hemicelulos, tj. zejména celobiosy,
mannobiosy, gentiobiosy a melibiosy, které byly zvySeny zejména po delSim suchu u odrady
Baletka (Settici vodu). Melibiosa se navic podili na podpoie tolerance viici chladu a odolnosti
viaci suchu (Merewitz et al., 2012). Reorganizace hemiceluléz a pektinu také odpovida detekei
neobvyklych cukrti, jako je allosa a talosa, a byl rovnéz nalezen jeden spot
s endoxyloglucantransferasou se zvySenou abundanci v pribéhu sucha v odnozovacich uzlech
Baletky.V nékterych studiich byla po vystaveni rostlin abiotickému stresu, vetné sucha,
detekovéana kalosa mezi bunécnou sténou a plazmatickou membranou (Gregorova et al., 2015).
Kalosa je degradovana B-1,3-glukanasami, jez byly v nasich stresovanych vzorcich nalezeny
ve dvou isoforméch. Tyto isoformy byly exprimovany pouze pii dlouhodobém suchu ve vodou
Setfici Baletce a po zaliti se jejich hladina okamzité snizila na kontrolni uroven. Lze tedy
predpokladat, Ze s prodlouZzenym t¢inkem sucha jiz v Baletce nastdva aklimatizacni faze, kdy
dochazi k obnoveé nové homeostasy a béhem stresu vytvorena kalosa jiz neni potieba.

Dalsi slozky bunééné stény reagujici na sucho jsou fenolické latky nezbytné pro tvorbu bunééné
stény a béhem sucha se jejich obsah v bunétné sténé vyrazné zvysSuje (Hura et al., 2009;
Piasecka et al., 2017). V nasem experimentu jsme pozorovali velké rozdily v chovani
fenolickych latek (napt. glycerolferulat a kyselina vanillylmandlovd) nejen u obou odrid,
ale také beéhem kratkodobého ¢i dlouhodobého sucha, jez koresponduji s jinymi studiemi.
Podobné byla v obdobi sucha u Settici Baletky zjisténa také zvySena akumulace proteinu
fenylalaninamoniumlyasy (PAL), jez je klicovym enzymem pro vyrobu fenolickych latek,
a hraje pozitivni roli v obran¢ rostlin proti vodnimu deficitu (Gholizadeh, 2010). Fenolické
latky v cytoplazmé mohou hrat také ulohu neenzymatickych antioxidantd a mohou chranit
fotosynteticky aparat pied poskozenim fotoinhibitory béhem sucha (Yildiz-Aktas et al., 2009).

Endocytosa béhem sucha

Béhem dlouhodobého sucha byla také zjisténa zvySena akumulace proteinu dynamin, jenz se
podili na mnoha bunécnych procesech, avsak primarné se podili na endocytéze zprostiedkované
klatrinem (Bednarek & Backues, 2010) a na recyklaci lipidii a proteinti plazmatické membrany
(Fujimoto & Tsutsumi, 2014). Nas experiment dale detekoval receptor PYR1-like reagujici
na ABA u odridy Baletka. Receptor PYRI je z plazmatické membrany degradovan pravé
endocytézou zprosttedkovanou interakci klatrin-dynamin (Belda-Palazon et al., 2016).
Dynamin v plazmatické membran¢ interaguje hlavné s fosfoinositidy (Backues & Bednarek,
2010), syntetizovanymi fosforylaci myoinositolu, ktery byl v tomto experimentu béhem sucha
rychle redukovan, zejména u Baletky. VSechny tyto poznatky implikuji zvySenou endocytosu
Vv kultivaru se strategii Setfici vodu v prib&hu sucha.

Zavér

Srovnavaci proteomicka a metabolomicka analyza ukazala, ze pro srovnani tolerance dvou
jinak podobnych odriid nelze spoléhat na analyzu klasickych obrannych molekul proti suchu,
jako je obsah prolinu nebo dehydrinti. Predstavitelé kontrastnich strategii vodniho rezimu
pro objasnéni molekularnich mechanismil, tj. odridy pSenice ozimé Baletka (strategie ,,Setfic*)
a Tobak (strategie ,,plytvac*), v priibéhu sucha vykazovaly signifikantni rozdily fyziologickych
parametrl, pficemz Baletka vykazovala vyS$§i GC€innost vyuZiti vody a vy$§i Fv/Fm.
Z metabolomického a proteomického hlediska vykazovala Baletka celkové zmény
v metabolickych cestach, zejména zmény v endocytose, zmény v remodelaci bunééné stény
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a tkanove specifické zmény v syntéze obrannych proteint, jako jsou zejména proteiny LEA 1
a LEA 3, HSP90 a 31 kDa ribonuclear protein.

Podékovani )
Tato prace vznikla za finan¢ni podpory MSMT, project ¢. 16 _02110008503-01, MZE
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Hodnoceni vlivu sucha na hospodarské parametry vybranych genotypii Inu

Evaluation of the drought effect on the economic parameters
of selected flax genotypes

Prokopova M., Bjelkova M.?

YAgritec Plant Research, s.r.o. Zemédélska 16, Sumperkv
2AGRITEC, vyzkum, §lechténi a sluzby, s.r.o., Zemédélska 16, Sumperk

Abstrakt

Vliv suchych rokl s nedostatkem srazek, které se vyskytly v polednich letech, ma negativni
dopady na hospodafeni napfi¢ rtiznymi zemédélskymi plodinami. Jiz fadu let je cilem
Slechtitelt najit takové odrady, které by nedostatek vldhy a vysoké teploty snasely bez velkého
vykyvu vynosovych a kvalitativnich parametri. V ramci vyuziti genovych zdroji Inu (Linum
usitatissimum L.) bylo otestovano 23 genotypu Inu s cilem najit a vyhodnotit takové parametry,
které by mohly napomoci pii vybéru odridy Inu, vhodné pro péstovani i ve zhorSenych
klimatickych podminkach.

Klic¢ova slova: Linum usitatissimum L., nedostatek srazek, vynos, omega3-nenasycené
mastné kyseliny

Abstract

The impact of dry years with a lack of rainfall, which occurred in the current years, has negative
effects on farming across different crops. For many years, the goal of breeders has been to find
varieties that would tolerate a lack of moisture and high temperatures without large fluctuations
in yield and quality parameters. As part of the use of flax gene resources (Linum usitatissimum
L.), 23 flax genotypes were tested in order to find and evaluate such parameters that could help
in the selection of a flax variety suitable for cultivation even in degraded climatic conditions.
Keywords: Linum usitatissimum L., lack of precipitation, yield, omega3-unsaturated fatty
acids

Uvod

Ve svétovém méfitku je sucho nejvyznamnéjsi faktor, ktery omezuje produktivitu rostlin.
Ocekavané globalni oteplovani by mohlo vést k dalSimu zesileni téchto vlivii. Nicmén¢ rostliny
maji obranné strategie, kterymi se jim brani. Rostliny, vzhledem k ptisedlému zptsobu zivota,
si v prub¢hu fylogeneze vyvinuly velmi bohaté genetické mechanizmy, které jim umoznuji
vyrovnavat se sriznymi typy stresi. VIiv stresovych faktori na rostliny se projevuji
snizovanim jeji vitality a u Kulturnich plodin také snizovanim vynosu. Proto $lechténi odolnych
genotypi je v popredi zajmu Slechtiteld. Jsou nezbytné znalosti mechanizmii odolnosti
K jednotlivym typtim stresovych faktort, znalosti molekularnich mechanizmu, geneticka
determinace odolnosti a s tim mozZnost identifikace genti podilejicich se na odolnosti ( Repkova,
2021).

Védci dokdzou ménit vlastnosti rostlin na tirovni morfologické, fyziologické i molekularni. Je
dalezité fict, na co rostlinu adaptujeme. Nelze vytvofit ,,superodridu®, kterd vydrzi sucho,
horko a mraz a bude odolna vii¢i chorobam a Skiidctim, a jesté¢ bude mit supervynos. Cestou k
toleranci sucha ma byt i vétsi vitalita osiva. Védci se proto snazi ziskat takova, ktera nebudou
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v piidé€ ¢ekat na idedlni podminky, ale i za zhorSenych rychle vytvoii kofenovy systém a klicek.
Jedinec tak bude 1épe piipraveny na zhorsené podminky. Velky potencial skryvaji i geneticky
modifikované organismy, ke kterym je Evropska unie skeptickd a neni pro né pfili§ prostoru na
rozdil od USA (Stfeda, 2021).

U Inu sucho brzdi vynos a kvalitu oleje (Braulio et al., 2019). Pokles vSech rastovych parametrii
zacina, kdyz bylo spotiebovano 30—80 % dostupné piidni vody. Mezi riznymi vyhodnocenymi
parametry rustu existovaly linedrni vztahy. Tyto vztahy nebyly ovlivnény ani stavem vody v
pud¢, ani odridami. Relativni obsah vody u odrtid Ind klesl poté, co bylo vy¢erpano 25-67 %
dostupné plidni vody (Karuiki et al., 2016). Pro ovéfeni této skutenosti byl naplanovan
sklenikovy pokus s aktualné péstovanymi odriidami Inu, u kterych byly néasledn¢ sledovany
zmény v kvalitativnich parametrech dulezitych pii hospodarském vyuziti této plodiny.

Material a metody

Bylo vybrano 23 odrid Inu z genové banky AGRITEC, vyzkum, Slechténi a sluzby, s.r.o.
(Alaska, Astella, Bajkal, Baladin, Batsman, Bethune, Bilton, Bowler, Bukoz, Festival, Flanders,
Floral, Galand, Koral, Leane, McDuff, Omegalin, Prairie Blue, Sideral, Solal, Spring, Szafir,
Winter). Tyto genotypy byly péstovany v polnich a sklenikovych podminkach.

Sklenikovy pokus (viz obrazek ¢.1) — 23 odrud vyseto 1. 5. 2021, sklizeno 18. 8. 2021. Zalivka
do faze rychlého ristu, po 12.6.2021 ukoncena.

Polni pokus — 23 odrid vyseto 24.4.2021, sklizeno 15.8.2021, suma srazek za vegetaci : rok
2021 byl srazkové primérny, v mésicich duben — srpen naprselo 319,5 mm.

Obrazek 1: Sklenikovy pokus — 23 genovych zdroji Inu pri ukonéeni zilivky (A) a pred
sklizni (B), detail rostlin v Fadku — pied ukoncenim zalivky (C) a pred sklizni (D)

A - ]

Krom¢ obsahu mastnych kyselin (pfedev$im k. olejové a k.linolenové) byla hodnocena
hmotnost tisice semen (HTS), a pocet sklizenych rostlin.

Stanoveni pomérného obsahu jednotlivych mastnych kyselin u Inu bylo provadéno metodou
plynové chromatografie (GC DANI, kapilarni kolona Famewax 30 m, detector FID). Mastné
kyseliny jsou pro potieby analyzy prevadény na methylestery dle metodiky Bhatty and Rowland
(1990).

Vysledky

Prvnim ukazatelem pii hodnoceni vysledki byl celkovy pocet sklizenych rostlin v porovnani
s vzeSlymi. Na zacatku pokusu bylo u kazdého genotypu ponechano 100 vzeslych rostlin. Po
ukonceni experimentu se jednotlivé genotypy vyrazné liSily v pocétech sklizenych rostlin
(viz graf ¢.1) Napftiklad odriida Koral - z piivodnich 100 vzeslych rostlin bylo do skliziiové
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zralosti dopéstovano pouze 16. Naproti tomu u odridy Omegalin dorostlo do skliziiové zralosti
vV podminkéch bez jakychkoliv srazek 71 rostlin ze sto vzeslych rostlin.

Graf 1: Vliv sucha na pocet sklizenych rostlin — pocet sklizenych/pocet vzeslych
(100 rostlin)

Pocet rostlin vzeslych / sklizenych ve skleniku

120
100
80
60
40
20

W sklizené mvzeslé

Dalsim hodnocenym parametrem byla hmotnost tisice semen u vybranych genotypt. Zde byl
pozorovan rozdil mezi jednotlivymi odridami a jejich HTS z rostlin stresovanych suchem nebo
z pole. U nékterych odrtd byl rozdil v hmotnosti zanedbatelny (Astella, Flanders, Omegalin,
Bilton), u n€kterych ale doslo k vyznamnému poklesu HTS (o 1g1i vice) vlivem sucha — Bowler,
Batsman, Szafir (graf ¢. 2 A, B). V priméru se HTS snizila o0 0,37g.

Graf 2: A) Vlivsuchana HTS — srovnani HTS u rostlin stresovanych suchem a HTS u
Z rostlin péstovanych na poli B) Rozdil v gramech mezi HTS ze skleniku a z pole

>

Porovnani HTS u 23 genotypti - sklenik/pole (g)

OFRLrNWRUIONO

B HTS ze skleniku B HTS z pole

191



OBSAH )
Uroda 12/202 1vedecka priloha casopisu

B Rozdil v HTS u rostlin stresovanych suchem / HTS rostlin péstovanych v
polnich podminkach (g)

Rozdilv g
o
|

Ny
Omégalin
Bilton
Flanders
Sideral
Bajkal
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Astella
Bukoz
Spring
Winter
Baladin
Solal
Galand
Festival
Bethune
Leane
Floral
Koral
Mc Duff
Prairie Blu
Bowler
Batsman
Szafir

nazev odrudy

Dalsim hodnocenym parametrem byl obsah kyseliny olejové a linolenové, coz jsou dilezité
ukazatele v hodnoceni kvality odrid. Byla prukazna zména v obsahu kyselin, vlivem sucha
doslo ke snizeni obsahu kyseliny olejové u vSech hodnocenych odrid (v priméru o 6,3 %).
Naopak o vSech odrtid doslo k pritkaznému zvyseni obsahu kyseliny linoleové (v priméru o 7,8
%) (Graf 3 A, B).

Graf 3: Porovnani obsahu k. linolenové (A) a obsahu k. olejové (B) u jednotlivych odrad

A Obsah k.olejové v semeni (%)

W k.olejova sklenik ™ k.olejova pole
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B Obsah k.linolenové v semeni (%)

M k.linolenova sklenik  ® k.linolenova pole

Diskuze

V kazdém ze sledovanych parametrii byly pozorovany rozdily mezi rostlinami stresovanymi
nedostatkem srdzek a péstovanymi v polnich podminkach. Nejmarkantngjsi rozdil byl v poctu
sklizenych rostlin z poctu vzeslych, kde se poéty sklizenych liSily o desitky procent od rostlin
vzeslych, coz potvrzuje fada publikaci (Kariuki, 2016; Sehgal, 2018). Stejné tak se vlivem
sucha projevily zmény v obsahu mastnych kyselin v semeni — obsah kyseliny olejové se snizil,
obsah kyseliny linoleové se zvysil. I tyto zmény byly jiz dfive pozorovany u souboru genotypl
olejnych typt Inu (Misha D., 2020). Zmény v obsahu mastnych kyselin se vyznamné lisi
pfedev§$im mezi jednotlivymi odridami. Pfi porovndni zmén v HTS u stresovanych a
nestresovanych rostlin se celkové primémé snizeni vlivem nedostatku srazek pohybovalo jen
v tadu procent, vyznamny rozdil vSak byl mezi jednotlivymi odrtidami, tedy op¢t Ize pozorovat
silnou odridovou zavislost snasenlivosti nedostatku srazek (Braulio J., 2019).

Zavér

Vliv sucha na hospodaiské parametry plodin je dlouho diskutovana skute¢nost. Velmi dulezita
je predevsim doba, ve které se nedostatek srazek u dané plodiny dostavi. U Inu byl v tomto
piipad¢ navozen nedostatek srazek od zacatku obdobi butonizace (nasazovani kvétu) az do
uplné zralosti. Vliv sucha na pocet dopéstovanych rostlin, zmény v HTS a obsahu mastnych
kyselin v nasem experimentu byl zaznamenan, pfi¢emz ale vyznamné rozdily byly pozorovany
predevsim mezi jednotlivymi odridami. Tato skutecnost potvrzuje, Ze snasenlivost nedostatku
srazek bude vlastnost odriidové zavisla a nejlepsi moznou cestou k ziskani takovych genotypt
je screening odrid jiz péstovanych.
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Hodnoceni napadeni genovych zdroji hrachu (Pisum sativum L.)
zrnokazem hrachovym (Bruchus pisorum L.)

Evaluating the levels of infestation in field pea (Pisum sativum L.) genetic
resources induced by pea weevil (Bruchus pisorum L.)

Prokopova M.}, Seidenglanz M.2, Ondra¢kova E.°, Munoz-Arbeliez M.*, Safa¥ J.°
YAGRITEC, vyzkum, $lechtént a sluzby, s.r.o.; >>*5Agritec Plant Research, s.r.o.

Abstrakt

Ve screeningovém polnim pokusu zalozeném na lokalité Sumperk v roce 2021 byl hodnocen
vliv testovanych genotypt hrachu (47 polozek, genové zdroje = GZ, Pisum sativum L.) na
uroven napadeni semen zrnokazem hrachovym (Bruchus pisorum L.) za podminek pfirozené
infestace. Vliv GZ (jako faktoru) na rozdily v napadeni semen zpusobenych B. pisorum se
projevil jako vysoce prukazny (F = 4.3922, p < 0.0001). Ze 13 hodnocenych morfologickych
znakl kvéth a luskl se pritkazny vliv na Groveil napadeni semen zrnokazem prokazal pouze u
dvou: délka kvétni stopky (F = 3.0527, p < 0.05) a tvar baze pavézy (F = 3.6049, p < 0.05).
Klic¢ova slova: genové zdroje, Pisum sativum L., Bruchus pisorum L., rezistence, tolerance

Abstract

Under field conditions the effect of Field pea genotype as a factor (47 accessions of field pea,
Pisum sativum L., genetic resources were included in the trial) influencing the levels of seed
damage induced by pea weevil (Bruchus pisorum L.) was assessed. Effect of genetic resource
(assessed as a factor) on influencing the levels of seed damage induced by the pea weevil proved
to be highly significant (F = 4.3922, p < 0.0001). From the 13 morphological traits describing
the colour and shape of individual parts of flowers and pods, only two of them had significant
effect on the level of damage induced by the pea weevil. They were, the length of flower stalk
(F =3.0527, p < 0.05) and the shape of the basal part of banner (F = 3.6049, p < 0.05).
Keywords: genetic resources, Pisum sativum L., Bruchus pisorum L., resistance, tolerance

Uvod

Dlouhodobym obecné akceptovatelnym cilem je zvysit podil luskovin na orné piadé. At uz
V podobé hlavnich plodin nebo riznych typt meziplodin. To se ale ne zcela dafi. Jednou
z piekazek pro jejich zatazovani do osevnich sledid (mimo ekonomické diivody) je u mnoha
luskovin, hrach nevyjimaje, znacna vynosova nestabilita (Rubiales et al., 2015). A pfi¢inou této
nestability je nizka uroven porostii tolerovat a vyporadavat se s nasledky (a)biotickych stresi
(tedy nizka uroven resilience). Jako mnoho jinych plodin je hrach poSkozovan fadou chorob
(houbovych, virovych) a Skadch. Téz vykazuje pomérné nizkou schopnost konkurovat
pleveliim v boji o zdroje (ziviny, svétlo). Z houbovych chorob jsou z hlediska dopadu na vynos
velmi vyznamné krékové a kofenové choroby, strupovitosti hrachu (ptivodci Mycosphaerela
pinodes, Ascochyta pisi, Didymella pinodella) a virézy (zejména komplex PEMV a PSbMV),
(Ondrackova, 2021). Ze skudcu jsou to predevsim kyjatka hrachova (Acyrthosiphon pisum)
jako vyznamny vektor vird a zrnokaz hrachovy (Bruchus pisorum), ktery je povazovan za
se stal v posledni dekadé velmi nebezpecnym (Seidenglanz et al., 2021). Za méné zavazné
hmyzi Skidce jsou v poslednich letech povaZzovani listopasi rodu Sitona, tfasnénky
(Thysanoptera) a obale¢ hrachovy (Cydia nigricana), (Seidenglanz et al., 2021).
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Odhaduje se, ze ¢lovek selekei pozménil nebo piimo prevedl do kulturniho stavu (odridy) asi
2500 druhti rostlin. U kazdého z téchto druhii néco cilevédomé zménil, aby zvysil vynos a
kvalitu téch casti jejich rostlinnych tél, o které mu jde. I kdyZ globalné rostlinna produkce
vztazena na jednotku plochy a tim padem i produktivita ve druhé poloviné dvacatého stoleti a
ve 21. stoleti vyrazné vzrostly, relativni ztraty pisobené Skodlivymi organismy (kombinovany
efekt pleveld, chorob a sktideit) neklesaji. Jen sktidei (herbivorni druhy hmyzu) snizuji ¢istou
primarni produkci (net primary production) kulturnich rostlin stale asi 0 20 %. A to i piesto, Ze
spotieba insekticidi v tomto obdobi rostla (Gripenberg et al., 2010). Tato zjiSténi podporuji
potfebu vyvijet, testovat a do praxe zavadét pestebni technologie, jejichz Gspéch nebude tak
siln¢ determinovan pravidelnymi aplikacemi pesticida. Principidln€ je spravné, Ze se na tuto
cestu v Evropé€ davame. V té€chto technologiich musi byt daleko vice polozen diraz na vyuZiti
pfirozenych obrannych mechanismil rostlin. Odriidy hodici se do takovych technologii musi
tedy tyto atributy spliiovat. Jinak feceno byt pfipravené vyrovndvat se s biotickymi stresy
pomoci vlastnich obrannych mechanismd.

Tento pfispévek se zamétuje na zrnokaza hrachového, Skiidce jehoZ vyznam roste s probihajici
klimatickou zménou. Sktidce, kterého je tézké udrZet pod kontrolou insekticidnimi aplikacemi.
Prispévek si klade za cil potvrdit ¢i vyloucit dvé hypotézy:

1) V dostate¢né velkém nahodné sestaveném souboru genovych zdroju hrachu (Pisum
sativum L.) I1ze oCekavat vysokou variabilitu v Grovnich napadeni semen zrnokazem
hrachovym (Bruchus pisorum L.) mezi jednotlivymi genotypy za podminek pfirozené
infestace.

2) Rozdily v napadeni semen zrnokazem hrachovym je mozné vysvétlit morfologickymi
odli$nostmi (zejména v utvateni kveétl) mezi porovnavanymi genovymi zdroji hrachu.

Material a metody

V pokusu se pracovalo se 72 genovymi zdroji (GZ) hrachu setého (Pisum sativum L.), které
byly vysety na lokalitd Sumperk dne 18.4.2021. Zptsob rozmisténi parcel s jednotlivymi
genovymi zdroji v ramci pokusu je patrny z Obrazku 1. Zlutou barvou zvyraznéna mista v planu
pokusu ukazuji na polohu parcel s GZ, které bylo mozné zatradit do hodnoceni v této studii
(celkem 47 polozek). Ostatni GZ (celkem 25 polozek) byly z hodnoceni vyfazeny z divodu
nizké kvality porosti: rostliny bud’ nevzesly nebo nevyprodukovaly generativni organy. Ze
souboru 47 do pokusu zatfazenych GZ se jednalo o 5 komer¢nich (v soucasnosti dostupnych)
odrid vybranych z Katalogu odrid (polozky se jmény), dale o 22 GZ bezlistych (semi-leaf less)
starych (krajovych) odrid rGzného plivodu a o 20 listovych odrid rizného piivodu (tyto
polozky jsou oznaceny pouze Cisly).

Jednotlivé polozky GZ se vysely kazetovym secim strojem po standardni pfedsetové ptiprave
s vysevem 120 semen/l1 m?2. Porost byl bezprostiedné po seti (18.4.) preemergentné oietien
kombinaci herbicidi Command (0,2 1/ha; 0.l. clomazone) + Pendifin (4 I/ha; u.l
pendimethalin). Po vzejiti rostlin byl 9.5. 2021 aplikovan jesté herbicid Corum (0,2 1/ha; 0.1.
bentazone + imazamox) se smacedlem Dash (1,0 I/ha). Proti jednodéloznym pleveliim byl jeste
aplikovan herbicid Targa Super (G.1. quizalofop-P-ethyl) v davce 1,75 1/ha. Pro podporu
fyziologickych procesii a stimulaci rastu byl 10.6. 2021 pouzit ristovy stimulator Atonic.
Béhem vegetace bylo provadéno popisovani morfologickych znaki jednotlivych GZ. K tomu
byl vyuzit klasifikator pro genus Pisum (u kazdého GZ postupné vyhodnoceno 96 znaka; dle
Pavelkova et al., 1986). Ve skliziiové zralosti bylo z parcel jednotlivych do hodnoceni
zahrnutych GZ odebrano 30 luskd k pozd&j$im rozboriim semen. Veskera zde prezentovana
hodnoceni se tedy tykaji pouze téchto k hodnocenim vybranych 47 polozek (Obrazek 1). Asi
jeden mésic po sklizni se zacalo s rozbory jednotlivych luskii. Hodnotily se tyto znaky: 1) pocet
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semen Vv lusku, 2) pocet vlezovych otvorti do semen od malych larev B. pisorum / lusk, 3) pocet
napadenych semen larvami Bruchus pisorum v lusku (proménné 2 a 3 se mohou trochu lisit),
4) pocet semen poskozenych larvami obale¢e hrachového (Cydia nigricana) / lusk, 5) pocet
semen se symptomy napadeni od Mycospaerella pinodes / lusk, 6) pocet semen se symptomy
napadeni od Ascochytou pisi / lusk a 7) pocet semen se symptomy virévého napadeni (PSbMV)
/ lusk. Pro kazdy lusk byla tedy zjiSténa a zaznamenana hodnota pro znaky 1-7. Znaky 2—7 tak
bylo mozné s vyuzitim znaku 1 vyjadfit v relativnich hodnotach (%) pro kazdy lusk oddélené
(toto je dulezité pro velikost vybérového souboru — a tedy pro statistické analyzy). Pro znaky 2
a 3 +jejich relativni vyjadieni v % (tykaji se z. hrachového; posuzovany jako zavislé proménné)
byla testovana mira jejich ovlivnéni faktorem testovaného GZ hrachu (GZ tedy bréan jako
nezéavisla proménnd = faktor). Stejnym zplUsobem byl téZ hodnocen vliv vybranych
morfologickych znakil charakterizujicich odliSnosti v utvareni kvéti a castecné 1 luskl
(vyhodnoceno béhem vegetace pomoci klasifikatoru, dle Pavelkova et al. 1986) na uroven
napadeni semen zrnokazem hrachovym (zéavisle proménnd). Do tohoto hodnoceni byly
zahrnuty tyto znaky (celkem 13 znaktl): pocet kvéth v hroznu, délka kvétni stopky, velikost
pavézy, tvar baze pavézy, tvar vrcholu pavézy, barva pavézy, tvar kiidel, barva kiidel, stupen
vytvofeni kylu €lunku, zplisob zakonceni horniho péru kalisnich listki, lusk: pergamenova
vrstva, lusk: stupen zahnuti (v zelené zralosti) a typ zakonceni lusku. Vybrané znaky (opét
brany jako faktory = nezavisle proménné) byly posuzovany samostatné s cilem zjistit
vyznamnost jejich vlivu (koeficient Fischerova rozhrani F a hladina vyznamnosti, p) na
vysledné napadeni semen zrnokazem hrachovym. K vySe popsanym analyzam byla vyuzita
ANOVA (stanoveni hodnot Fischerova rozhrani F, Statistica v. 12). Dale byla testovana
vyznamnost rozdili mezi primérnymi hodnotami napadenych semen z. hrachovym pro
jednotlivé GZ: vyuzit Tukey test a n¢které dal$i metody parametrického i neparametrického
testovani (Statistica v. 12). Dale byly provedeny korela¢ni analyzy pro vybrané pary znakd.
Vzdy §lo o srovnani napadeni semen zrnokazem hrachovym (proménna 1) a nékterou z dalsSich
proménnych vyhodnocenych pro jednotlivé GZ. V pozici proménné 2 se tak postupné objevily:
pocet semen / lusk, HTS, napadeni semen obaleCem hrachovym, napadeni semen patogenem
M. pinodes, napadeni semen houbovym patogenem A. pisi a frekvence semen nesoucich
piiznaky napadeni vir6zami (PSbMV). Korelace byla vyjadiena pomoci Spearmanova
korela¢niho koeficientu, protoze vétsina ze zde porovnavanych proménnych nevykazuje, co se
disperze hodnot ve vybérovém souboru tyce, normalni rozdéleni.

Jesté byla provedena Principal Component Analysis s cilem vysvétlit rozloZeni, které v ramci
testovaného souboru nabyvaji jednotlivé hodnocené znaky (napadeni semen zrnokazem
hrachovym, obale¢em hrachovym, M. pinodes, A. pisi, virozami, HTS, pocet semen v lusku)
pomoci riznosti do screeningového pokusu zahrnutych GZ.
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1. fada 2.fada 3.fada 4 fada

54 | AVATAR 72| 050101044 90 | 050101105 108 | 050100383

53 | TRENDY 71| 050101043 89 | 050101104 107 | 05L0100374

52 | SAXON 70| 05L.0101031 88 | 05L.0101103 106 | 05L0100371

51| pOSEIDON 69 | 050100989 87 | 05L.0101102 105 | 0510100361

50 | TIP 68 | 050100964 86 | 050101099 104 | 05L0100334

49 | 050101033 67 | 05L.0100927 85 | 050101093 103 | 05L0100320

48 | 050100804 66 | 05L.0100900 84 | 05L.0101091 102 | 05L0100317

47 | 050101107 65 | 050100865 83 | 050101052 101 | 05L0100314

46 | 050101106 64 | 05L.0100762 82 | 05L.0101051 100 | 05L0100293

45 | 050500103 63| 05L0100761 81 | 050200218 99 | 05L0100255

44 | 05L0500375 62 | 05L0100736 80 | 05L.0200387 98 | 05L0100189

43 | 05L0500153 61 | 05L.0100644 79 | 050200420 97 | 05L0100167

42 | 05L0500154 60 | 050100617 78 | 050200468 96 | 05L0100123
CESTA | 41 | 05L0500462 59 | 05L0100615 77 | 05L0101093 CESTA| 95 | 05L0100113
3m |40 | 05L0500464 58 | 050100530 76 | 050101051 3m | 94 | 05L0100100
39 | 05L0500481 57 | 05L0100506 75 | 050100530 93 | 05L0100093

38 | 05L0500486 56 | 05L0100463 74 | Brunschviga 92 | 05L0100046

37| 05L0500903 55 | 0510100438 73 | Grejtukan 91 |05L0100041

Obrazek 1: Design screeningového pokusu s genovymi zdroji hrachu setého (Pisum
sativum L.). Velikost parcely: 1 x 4.5 m.

Vysledky

Z Obrazki 2a-c je patrné, Ze rozdily v napadeni jednotlivych GZ porovnavanych v pokusu byly
VvV fad¢ ptipadi velmi vyrazné. Ve vSech tfech typech hodnoceni se projevil vliv GZ (jako
faktoru) jako vysoce signifikantni. Rozdily v napadeni tedy byly nendhodné ovlivnény GZ.
V piipadé srovnani pocti vlezovych otvorii od larev do semen byla hodnota F 4.2594 (p <
0.0001, Obrazek 2a), v pripad¢ srovnani poétd larvami napadenych semen v luscich byla
hodnota F 4.1886 (p <0.0001, Obrazek 2b) a v ptipad¢ srovnani podilii napadenych semen byla
hodnota F 4.3922 (p <0.0001, Obrazek 2¢). Rozdily v napadeni byly mezi nékterymi polozkami
statisticky vyznamné (vysledky Tukey testu). V souboru testovanych GZ se nachazely jak
polozky pomérné vyrazné¢ napadené (s podilem napadenych semen nad 10 %), tak polozky
(celkem 5), u kterych nebyla nalezena Zadna napadend semena. Tyto nenapadené GZ (¢. 57, 69,
70, 78 a 86) by bylo ovSem ptredcasné povazovat za rezistentni k zrnokazovi hrachovému.

Rozdlly v podilu napadenych semen larvami zrnokaza hrachového u
Zmokaz hrachovy: poéty napadenych semen larvami Jjednotlivych genovych zdroju hrachu
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Obrazek 2a-c: Rozdily v napadeni semen larvami zrnokaza hrachového vyjadiené tremi
riznymi zpusoby. Na obrazku vlevo (2a) jsou uvedeny rozdily v poctu vlezovych otvorti do
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semen od larev / lusk, na obrazku uprostied (2b) jde o porovnani pocti larvami napadenych
semen / lusk a na obrazku vpravo (2¢) jde o porovnani podilii (%) larvami napadenych semen.

Na napadeni zrnokazem miize mit vliv to, jak jsou u jednotlivych GZ utvatreny specifické ¢asti
tél jeho hostitelské rostliny (zrnokaz je striktni monofag). Zde byl hodnocen potencialni efekt
tiinacti vybranych morfologickych znakii determinujicich zptisob utvafeni kvétd a luska
(Tabulka 1). Tyto znaky nebyly vybrany nadhodné (vice v diskuzi). Statisticky vyznamny efekt
na uroven napadeni semen timto Skiidcem se projevil pouze u dvou z té€chto znaka. VIiv mély
znaky, délka kvétni stopky a tvar baze pavézy. Tyto dva znaky nendhodné ovlivnily konecné
rozdily v napadeni semen timto Skiidcem v souboru testovanych GZ (Obrazek 3a,b). Samice
zrnokaza hrachového v pokusu ke kladeni preferovaly (to se projevilo ndslednym vyS$im
napadenim semen) GZ s velmi kratkou kvétni stopkou, naopak je odpuzovaly GZ s velmi
dlouhou kvétni stopkou (Obrazek 3a). Co se tye druhého vyznamného morfologického
kvétniho znaku se signifikantnim vlivem na napadeni semen, tvaru baze pavézy, samice davaly
pfednost obloukovité pfed normalni (Obrazek 3b).

Tabulka 1: Vliv morfologickych charakteristik posuzovanych jednotlivé (jako nezavisla
proménna, faktor) na napadeni semen zrnokazem hrachovym (zavisla proménna). Jde o
vysledky ANOVA provedené pro kazdy s posuzovanych faktorti zv1ast'.

Vliv na napadeni semen zrnokazem
Hodnoceny znak (faktor) hrachovym (%, z&visla proménné})
hodnota F P (hladina ofekt?

(Fischerovo rozhrani) | vyznamnosti)
Kvét: pocet kvétl v hroznu 1.7784 p >0.05 NS
Kvét: délka kvétni stopky 3.0527 p = 0.02667 S
Kvét: velikost pavézy 2.2517 p >0.05 NS
Kvét: tvar baze pavézy 3.6049 p =0.04231 S
Kvét: tvar vrcholu pavézy 2.8748 p>0.05 NS
Kvét: barva pavézy 1.1733 p > 0.05 NS
Kvét: tvar kiidel 0.02751 p>0.05 NS
Kvét: barva kiidel 1.7194 p >0.05 NS
Kvét: stupen vytvoreni kylu ¢lunku 0.5469 p>0.05 NS
Kvét: kalisni listky / zakonceni horniho paru 0.1417 p>0.05 NS
Lusk: pergamenova vrstva 0.1254 p >0.05 NS
Lusk: stupen zahnuti (v zelené zralosti) 0.1786 p >0.05 NS
Lusk: zakonceni 0.1957 p>0.05 NS

1S = statisticky vyznamny efekt faktoru, NS = nevyznamny efekt faktoru
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Vliv faktoru délka kvétni stopky na aroveil napadeni semen zrnokazem hrachovym
22 - .

Vliv faktoru tvar baze pavézy na napadenl semen zrnokazem hrachovym

20 F =3.6049, p = 0.04231
9

F =3.0527, p = 0.02667 o Prumér
e T Pramér+SmCh
T Pramér+SmCh

8 1

6 velmi

dlouha
4 E -
velmi 3

2 kratka stredni dlouha kratka obloukovita normalni

B. pisorum: podil napadenych semen (%)
IN]
B. pisorum: podil napadenych semen (%)

3 L) 9 7 1 9 5
Kvét: délka kvétni stopky Kvét: tvar baze pavézy

Obrazek 3a, b: Efekt dvou morfologickych kvétnich znaka, délky kvétni stopky
(vlevo, 3a) a tvaru baze pavézy (vpravo, 3b) na vyslednou urovei napadeni semen v testovaném
souboru GZ. Vliv téchto dvou znak se ukazal jako signifikantni (viz hodnoty F a p vloZzené do
grafil).

V tabulce 2 jsou sefazeny vysledky korelacnich analyz pro vybrané dvojice proménnych
vV nichz vzdy figuruje jako proménnd 1 droven napadeni semen zrnokazem hrachovym.
Z vysledki je zcela zfejmé, Ze napadeni semen timto Skiidcem nekorelovalo ani s jednim do
této analyzy zafazenych znak.

Obrazek 4 ukazuje velice zjednodusené¢ vysledky Principal Component Analysis.
Z ptedchazejicich hodnocenich zamétenych jen na zrnokaza hrachového (hlavni objekt zajmu
V tomto pfispévku) je ziejmé, ze se v souboru testovaném v roce 2021 vyskytuji GZ timto
Skiidcem preferované i opomijené (schvaln€ nevolime termin rezistentni). Lze ale najit GZ,
které jsou na tom Iépe nez ostatni ve smyslu nizsi miry citlivosti k SirSimu spektru Skodlivych
organismil (vSichni zde hodnoceni Skudci a choroby) a soucasné vykazujici vy$s$i hodnoty
nékterych zddanych znakt (pocet semen / lusk, HTS)? Obrazek 4 vystizné naznacuje, ze takové
GZ nebude snadné nalézt.
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Tabulka 2: Vysledky korela¢nich analyz mezi irovnémi napadeni semen zrnokazem

hrachovym a dal§imi vybranymi proménnymi vyhodnocenymi pro jednotlivé GZ
. _ Koeficient| Hladina o
Proménna 1 Proménna 2 koreace r! | v§znamnosti2 Popis vysledku
stat. nevyznamna velmi
HTS () -0.01 p>0.05 |slaba (téméf neexistujici)
negativni korelace
prum. pocet semen v 0.15 p>0.05 stat.. nevyznamna slaba
) 5 luscich pozitivni korelace
uroven ; .
napadeni semen napadvenl semen stat. nevyznamna velmi
semen obalecem 0.06 P>0.05 |slaba (téméF neexistujici)
zrnokazem hraChOVym pozitivni korelace
hrachoy}'lm u n?lpadeni semen A. 0.14 0>0.05 Stat.. gev,}'/znamné slaba
jednotlivych GZ | Pisl pozitivni korelace
ngpadem semen M. 013 0> 0.05 stat. nevyznamna slaba
pinodes negativni korelace
napaden semen stat. nevyznamna velmi
. . -0. > 0. A (témer istujici
virézani (PSbMV) 0.03 p>0.05 |slaba ‘(ter’ner neexistujici)
negativni korelace

WV tomto pripadé byl vyuzit Spearmanitv korelacni koeficient, protoze vétSina zde
porovnavanych promeénnych nevykazuje, co se disperze hodnot ve vybérovém souboru tyce,
normalni rozdéleni
2Aby byla korelace statisticky v¥znamnd alespon s pravdépodobnosti 95 %, musela by byt
hodnota p < 0.05. Ani jeden z pripadu tedy nelze oznacit za statisticky vyznamnou korelaci
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Diskuze

Ve screeningovém pokusu byly zatfazeny GZ, které se v fad¢ piipadl vyrazné li§i mirou
napadeni zrnokazem hrachovym. V nékterych ptipadech jsou rozdily statisticky vyznamné. GZ
jako faktor vyznamné (nejde o ndhodu) prispél (faktorii mize byt vice) k tomu, Ze rozdily
V napadeni semen zrnokazem hrachovym v souboru vykazuji vysokou variabilitu. Toto zjiSténi
je vsouladu stadou studii zaméfenych na hledani zdroji rezistence v ramci druhu Pisum
sativum (nebo Sifeji v ramci rodu Pisum sp.) k tomuto skudci (Clement et al., 2009; Aznar-
Fernandez a Rubiales, 2019). Zrnokaza hrachového, presnéji feceno jeho kladouci samice,
ovlivituje pii hledani vhodnych hostitelskych rostlin fada faktort nejriiznéjsi povahy (De Sousa
Majer et al., 2007). Muze jit i o morfologické znaky, zejména pak ty, co jsou néjakym zptisobem
spjaté s utvafenim generativnich organt (Reddy et al., 2017). To souvisi s tésnou vazbou vyvoje
zrnokaza hrachového na jeho hostitelskou rostlinu. Samice, dfive neZ mohou zacit klast, musi
pfijmout hrachovy pyl, jinak ziistanou sterilni a nerozmnozi se (Mendesil et al., 2016). Je tedy
pravdépodobné, ze vybiraji mezi genotypy podle kvality generativnich organt, kterou mohou
pro né¢ pfedznamenavat urcité morfologické znaky kvétenstvi a jednotlivych kvéti. To, Ze
zrnokaz mezi genotypy hrachu liSicich se samoziejmé i fenotypové rozliSuje a nékteré pro
rozmnozovani preferuje, je znamo (Clement et al., 2009 a mnoho dalSich). Proto jsme se
Vv tomto pfispévku zaméfili na hledani souvislosti mezi napadenim semen zplisobenym
zrnokazem a 11 kvétnimi znaky (+ dvéma znaky charakterizujici lusky). Vztah k vyslednému
napadeni semen se ve zde rozebiraném pokusu prokazal pouze u dvou znakl (délka kvétni
stopky a tvar baze pavézy). Neni ndm znadmo, Ze by se nékdo v pokusech soustiedil na tyto
morfologické aspekty, nemizeme tedy zatim tyto vysledky s dalSimi porovnat.

Zrnokaz mé tendenci ke kladeni preferovat zony v porostu s vyssi frekvenci vitalnéjsich (s
vysSim poctem plodonosnych pater) a zdravéjSich rostlin. Vyhyba se napt. zonam s vyssi
frekvenci rostlin poskozenych kotfenovymi a krékovymi chorobami a napadenych M. pinodes
(jeden z puvodcu strupovitosti), (Seidenglanz et al., 2021). Proto jsme rozhodli provést
korela¢ni analyzy mezi napadenim zpiisobenym zrnokazem a napadenim zptsobenym dal§imi
hodnocenymi Skodlivymi organismy. Hypoteticky by bylo ocekavatelné, ze vysledky budou
naznacovat (alespon v n¢kterych ptipadech) negativni korelaci. To jsme ovSem nezaznamenali.
metodou.

Vysledky PCA analyzy naznacuji, ze hledani zdroju rezistence / tolerance proti vice Skodlivym

organismim najednou bude velmi slozité. To ovSsem neni Zadnym piekvapenim (Gripenberg et
al., 2010).

Zavér

1) Genotyp hrachu vyrazné ovliviiuje miru napadeni semen zrnokazem hrachovym. Neni
tedy bezucelné patrat po zdrojich rezistence (nebo tolerance) k tomuto Skidci ve
sbirkach genovych zdrojl hrachu.

2) Nalezeni zcela rezistentniho genotypu je spiSe nepravdépodobné. Vzhledem k vysoké
variabilité v souboru genovych zdroju hrachu je vSak mozné nalézt genotypy s vyrazné
niz§i atraktivitou a vys$si toleranci k tomuto Skadci, které mohou byt zatazeny do
Slechtitelskych programti zamétenych na produkci odrid, které mohou byt pro
zemédé€lce velmi cenné (viz tlak na nizsi spotiebu pesticidi a tedy i insekticidit).

3) Hledani zdroju rezistence / tolerance v ramci druhu Pisum sativum L. proti vice
Skodlivym organismiim najednou bude velmi slozité.
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Identifikace odrid cesneku pomoci analyzy mikrosatelita
Identification of garlic variety using microsatellites

LeiSova-Svobodova L., Stavélikova H., Zamec¢nik J.
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha 6 — Ruzyné

Abstrakt

Amplifikaci 28 mikrosatelitnich lokust u 31 vzorki souc¢asnych odrtd ¢esneku bylo detekovano celkem
117 alel. Klastrova analyza ukézala na pfitomnost 3 skupin — dva shluky obsahovaly odridy ¢esneku
typu palicak a jeden shluk odridy typu nepali¢ak. VEtsi mira variability byla nalezena u odrad typu
palicak (0,44) oproti odradam typu nepali¢ak (0,38). Byl prokézan statisticky vyznamny rozdil mezi
obéma typy ¢esneku. Metoda analyzy mikrosatelitti je vhodnou metodou pro identifikaci odrid ¢esneku.
Soubor 20 mikrosatelitnich lokusii s hodnotou PIC vétsi nez 0,3 dokaze rozlisit ceské odridy cesneku
z listiny povolenych odrid UKZUZ.

Klic¢ova slova: Allium sativum, geneticka variabilita, SSR

Abstract

In total, 117 alleles were detected by the amplification of 28 microsatellite loci in 31 samples of modern
varieties of garlic. Cluster analysis showed there are three clusters — two of them is formed by garlic
varieties of the type bolting and one cluster involves garlic varieties of the type non-bolting. Higher
level of variability was found in varieties of the type bolting (0.44) comparing to garlic varieties of the
type non-bolting (0.38). The method of microsatellite analysis is a suitable method for garlic varieties
identification. A set of 20 microsatellite loci with a PIC value higher than 0.3 can distinguish Czech
varieties of garlic from the list of registered varieties of UKZUZ.

Keywords: Allium sativum, genetic variability, SSR

Uvod

Cesnek kuchytisky (Allium sativum L) je vytrvala diploidni rostlina s t¢éméf vyhradné klonalnim
zpusobem rozmnozovani. Pochdzi z oblasti mongolskych stepi a byl péstovan jiz ve starovékém
Egypté. Prestoze nepatii mezi nutricné vyznamné plodiny, jeho celosvétova spotieba i produkce
v poslednich ¢tyficeti letech dle statistiky FAO neustale roste (FAOSTAT, http://apps.fao.org).
Cesky ¢esnek, tedy Geské odridy Gesneku se diky své ostré chuti fadi ve svétd mezi
nejkvalitnéjsi.

Identifikace odrid hospodatsky vyznamnych plodin pro potieby nejen semenaiskych podnik,
Slechtitelskych stanic a odridového zkuSebnictvi, ale téz pro kontrolu pravosti odrid je
obecnym problémem. S objevem polymerazové fetézové reakce (PCR) a jejim zavedenim jako
rutinni metody v laboratofich molekuldrni biologie se vSak zna¢né¢ zrychlil vyvoj metod pro
studium genetické variability a tudiz se 1 problém charakterizace odrid stal feSitelnym.
V soucasné dobé¢ jiz existuje mnoho metod, které jsou vhodné pro detekci genetické variability.
Jednou z metod, ktera se rutinné pouziva pro studium variability i pro forenzni tcely je analyza
mikrosatelitii. Mikrosatelity jsou tseky DNA s opakujicim se motivem nejcastéji dvou
nukleotidi. Pocet opakovani dan¢ho motivu je dan mnoha faktory a je nutno ho chépat
z fylogenetického hlediska. Vlastni pii¢inou je chromosomalni dynamika: chromosomalni
aberace, nerovnomérny crossing-over, amplifikace a neuplnd replikace urcitych segmentl
chromosomalni DNA (Ondfej, 1992; Goldstein et Schldtterer, 2000). Mikrosatelity se tudiz
vyznaCuji vysokou mirou variability v poctu opakovani jejich motivua, kterd se ve vlastni
analyze projevi jako vysokd mira délkového polymorfismu amplifikovanych fragmenti DNA
daného mikrosatelitniho lokusu. Vyhodou analyzy mikrosateliti je hypervariabilita,
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kodominance alel, hojny vyskyt v genomech eukaryot, potfeba pouze malého mnozstvi DNA,
vysoka reproducibilita, moZnost provadét analyzy jako multiplex, tj. v jedné reakci analyzovat
vice SSR lokusl, coz vyrazné zleviiuje cenu analyz (de Vienne et al., 1998). Z mnoha
komparativnich studii (napf.: Russel et al. 1997; Nagaoka a Ogihara, 1997) se analyza
mikrosatelitii ukazuje jako nejvhodné&j$i metoda pro analyzy genetické variability v rdmci druhu
— jinymi slovy tato metoda nejlépe detekuje rozdily mezi odridami téhoz rostlinného druhu.
Cilem této prace bylo nalézt soubor mikrosatelitnich markerti pouzitelny pro jednoznac¢nou
identifikaci aktualné povolenych odrid ¢esneku.

Material a Metody

Celkem bylo analyzovano 31 vzorku ¢esneku (Allium sativum) pievazné z listiny povolenych
odriid UKZUZ (Tabulka 1). Vzorky byly ziskany z Genové banky, pracovi§té Olomouc. DNA
byla extrahovana zlisti pomoci detergentu CTAB (Saghai-Maroof et al., 1984) dle
optimalizovan¢ho protokolu. Kvalita a koncentrace extrahované DNA byly ovéfeny
elektroforeticky v 0,8% agar6ézovém gelu a vizualizaci pomoci ethidiumbromidu v UV svétle
srovnanim s velikostnim a koncentra¢nim standardem AHind III (Fermentas).

Tabulka 1 — Seznam odrtd ¢esneku analyzovanych pomoci mikrosatelitnich lokust

ECN Nézev Pavod Typ Slechtitel
1 09H0101168 Jovan CZE P Kozak
2 09H0101169 Vekan CZE P Kozak
3 09H0101171 Lukan CZE N Kozak
4 09H0101190 Tantal CZE P Tagro
5 09H0101191 Tristan CZE P Tagro
6 09H0101195 Benattan CZE N Kozak
7 09H0101196 Anton CZE N Kozak
8 09H0101197 Anin CZE P Kozak
9 (09H0101198 Bjetin CZE P Kozak
10 09HO0101199 Slavin CZE P Kozak
11 09H0101210 Lumir CZE N Moravoseed
12 09H0101220 Dukat CZE P Moravoseed
13 09H0101221 Stanik CZE P Kozak
14 09H0101223 Dzambul CZE P Kozak
15 09H0101224 Unikat CZE P Moravoseed
16 09H0101237 Karel IV CZE P Semo
17 09H0101241 Havel CZE P Kozak
18 09H0101242 Zahorsky II CZE N Kozak
19 09H0101243 Japo Il CZE N Kozak
20 09H0101244 Havran CZE P Kozak
21 09H0101248 Tutor CZE N Tagro
22 09H0101249 Trubac CZE P Tagro
23 Mirka CZE P Kozak
24 Vekan 11 CZE P Kozak
25 Adam CZE N Semo
26 Topaz CZE P Moravoseed
27 09H0101250 Stépan CZE N Semo
28 09H0101251 Blanin 1l CZE P Kozak
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29 09H0101253 Tarly CZE N Tagro
30 09H0101254 Ivan CZE P Semo
31 09H0101255 Vaclav CZE P Semo

K této analyze uvedeného souboru odrud cesneku (Allium sativum) byl vybran soubor 24
publikovanych mikrosatelitnich markerti amplifikujicich 28 mikrosatelitnich lokust (Tabulka
2). Jeden z dvojice primert je znacen fluorescencni barvou 6-fam, vic, ned nebo pet, coz
umoziuje multiplexovou analyzu produkti PCR reakce. PCR reakce s mikrosatelitnimi
primery byla provadéna dle optimalizovaného protokolu. Reakéni smés o objemu 15 pl
obsahovala 0,5 uM pftislusné dvojice primert (tzv. forward a reverse), 0,2 mM dNTP, 1x pufr,
MgCly, Tth polymerazu Biotools firmy DYNEX a 100 ng vzorku DNA. Reakce byla provadéna
Vv cykleru fy Sensoquest (Némecko). Zakladni reakéni cyklus se skldda z prvni denaturace 5
min pii 95°C.; nésleduje 35 cykla: 30 sec pii 95°C, 30 sec pti Ta, 30 sec pii 72°C a zavérecna
doba syntézy 5 min pti 72°C. Separace produkti PCR reakce byla provadéna metodou kapilarni
elektroforézy v pfistroji ABI PRISM 3130 firmy Applied Biosystems (USA). Jako interni
velikostni standard byla pouzit LIZ500. Elektroforetogramy byly analyzovany pomoci
programti GeneMapper a MS Excel do podoby sestavy alel.

Tabulka 2 — Seznam mikrosatelitnich lokust pouzitych v praci

Pocet

Locus Alely - rozsah alel H* PIC**  Reference
ASM53b 190-218 9 0,838 0,838 Ma et al., 2009
ASM40 256-284 7 0,785 0,785 Ma et al., 2009
ASA14 225-247 9 0,771 0,771 Cunhaetal., 2012
ASM72b 237-277 8 0,771 0,771 Ma et al., 2009
GM15  267-287 6 0,767 0,767 Liu et al., 2015
ASM59 269-295 6 0,700 0,700 Ma et al., 2009
GM91  158-172 4 0,696 0,696 Liu et al., 2015
GM02  162-170 4 0,683 0,683 Liuetal., 2015
GM03  215-343 6 0,680 0,680 Liu et al., 2015
GM92a 255-261 4 0,674 0,674 Liuetal., 2015
GM107 254-268 4 0,663 0,663 Liuetal., 2015
GM23  112-118 4 0,660 0,660 Liuetal., 2015
ASA10 222-232 5 0,654 0,654 Cunhaetal., 2012
ASM78 176-210 6 0,627 0,627 Ma et al., 2009
ASM105 202-230 5 0,558 0,558 Ma et al., 2009
ASM72a 217-221 3 0,459 0,459 Ma et al., 2009
GM19 128-134 5 0,442 0,442 Liuetal., 2015
GM12b 281-283 2 0,424 0,424 Liuetal., 2015
ASM80 152-156 2 0,389 0,389 Ma et al., 2009
GM92b 260-261 2 0,375 0,375 Liuetal., 2015
GM84  114-116 2 0,296 0,296 Liuetal., 2015
GM90  143-155 4 0,295 0,295 Liuetal., 2015
GMO09  275-277 2 0,219 0,219 Liuetal., 2015
ASM53a 162-166 2 0,153 0,153 Ma et al., 2009
ASA06 199-203 2 0,129 0,129 Cunha et al., 2012
GM35  90-128 3 0,081 0,081 Liuetal., 2015
GM22 280 1 0,000 0,000 Liuetal., 2015
GM12a 261 1 0,000 0,000 Liu et al., 2015
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Ze ziskanych dat byly vypocteny genetické vzdalenosti mezi genotypy a sestrojen dendrogram
pomoci programu Darwin (Perrier a Jacquemoud-Collet, 2006). Vérohodnost byla testovany
pomoci vypoctenych bootstrapil s poctem znadhodnéného vybéru 2000. Hodnoty bootstrapti jsou
uvedeny u kazdé vétve dendrogramu v procentech (Obrazek 1).

Genotypova diverzita byla pocitina pomoci programu TFPGA (Miller, 1997). Mira
informativnosti daného polymorfismu byla vypoctena podle vzorce:

PIC=1-Ypi,
kde pi je frekvence i-té alely.

Vysledky a diskuse

Zakladni ptednosti metody analyzy mikrosatelitid je, Ze je dobfe aplikovatelnd pro rutinni
vyuziti, je robustni a s vysokou mirou reprodukovatelnosti. Pomoci této metodiky Ize rozlisit
i velmi piibuzné genotypy v zavislosti na poctu pouzitych lokust. Zaroven vysoka mira
reprodukovatelnosti umoziuje vyuzit tuto metodu pro forenzni ucely, v naSem piipadé
pro identifikaci a ochranu odrid cesneku (ur€eni pravosti, pifipadné vylouceni pravosti
deklarované odridy).

Analyzou 28 mikrosatelitnich lokusti u 31 vzorkd bylo detekovéno celkem 117 alel.
Nejvyssi variabilitu vykazovaly lokusy ASMS53b (9 alel), ASA14 (9 alel) a ASM72b (8 alel).
Lokusy GM12a a GM22 byly u studovaného souboru monomorfni. Nejvyssi hodnoty PIC
(polymorphism information content) vykazuji lokusy ASM53b, ASM40, ASA14, ASM72b,
GM15 a ASMS59 (Tabulka 2). Na zékladé¢ hodnoty PIC bylo pfipraveno nékolik testovacich
souborti: PIC > 0,1; > 0,2; > 0,3; > 0,4; > 0,5, u kterych byly spo¢teny genetické vzdalenosti a
sestrojen dendrogram. Bylo zjisténo, ze lokusy s PIC < 0,3 je mozno z analyzy vyloucit, aniz
dojde ke ztrat¢ informaci. Vyloucenim lokust s PIC < 0,4 uz zbyly pocet 18 lokusti nebylo
schopno rozli§it mezi vSemi testovanymi odriadami ¢esneku. Vysledny dendrogram s 20
mikrosatelitnimi lokusy s PIC > 0,3 je uveden na Obrazku 1. Primérna hodnota PIC vysledného
souboru je 0,63. Tato hodnota je srovnatelna s hodnotou PIC nalezenou u mikrosatelitnich
lokusii pSenice, kterd v praci Smithe et al. (1997) ¢inila 0,62.

Shlukova analyza identifikovala ve studovaném souboru odriid ¢esneku s velmi dobrou mirou
veérohodnosti 3 skupiny (Obrazek 1). Dvé vétve dendrogramu odpovidaji skupinam ¢esneku
typu pali¢ak. VSechny studované odridy ¢esneku typu nepali¢ak jsou soustfedény do tietiho
shluku. Odridy ¢esneku typu pali¢ék vykazuji vyssi miru genetické variability (H = 0,44) nez
je tomu u odrid ¢esneku typu nepali¢ak (H = 0,38). Hodnota F (0,35) je zna¢né vysoka a svédci
o malém genovém toku mezi obéma typy ¢esneku. Tento fakt je podpoten vysledkem testovani
rozdilnosti obou skupin pomoci exaktniho testu diferenciace populaci (x* = 317,08, df = 52, p
< 0,01). Pro¢ tomu tak je mize odhalit az celogenomové sekvenovani.

Uskalim metody analyzy mikrosateliti je, Z¢ bez pouZiti standardi alel a referenénich odrid
neni mozné spolehlivé identifikovat danou odrudu ¢i detekovat hledanou alelu a porovnavat
vysledky analyz provadénych v riznou dobu ¢i v riznych laboratotich. Toto uskali lze vSak
snadno piekonat zvolenim tzv. standardd alel a ty pak analyzovat vZdy s danymi vzorky.
V pilotni studii bylo navrzeno 7 standardii alel, které jsou v dalSich analyzach standardné
pouzivany.

Vysledky analyzy mikrosateliti ukazaly rovnéz na vysokou uroven genetické variability u
soucasnych odrid ¢esneku, coz je znaéné prekvapivé vzhledem k faktu, ze se cesnek mnozi
pouze klonaln€ a Slechténi probihd pouze vybérem z existujicich genotypt, pfevazné krajovych
odriid. Tyto genetické zdroje jsou tedy pravdépodobné zna¢né rozdilné, jak naznacuji vysoké
hodnoty bootstrapti jednotlivych vétvi dendrogramu. V dalsi praci bude analyzovan §irsi soubor
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genetickych zdrojii ¢esneku, aby bylo mozno ziskat podrobnéjsi znalosti o mife diverzity odrid
a genetickych zdroji esneku Ceské republice. Ziskané vysledky, tj. sestavy alel byly vloZeny
do databaze GRIN Czech k ptisluSnym genotypim. DosaZené vysledky oznaceni rodin odrid
cesneku typu palicak jsou shodné s vysledky u tychz odriid analyzovanych v roce 2014 (Ovesna
et al. 2014).

Obrazek 1: — Dendrogram sestrojeny na zakladé matice parovych genetickych
vzdalenosti vypoctenych z dat analyzy mikrosateliti
(modfe jsou oznaceny odrudy typu pali¢ak a zelen¢ odrady typu nepalicak)
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Zavér

Metoda analyzy mikrosateliti se ukazala jako vhodna pro identifikaci odrid ¢esneku. Soubor
20 vybranych lokusti dokaZe rozlisit eské odrady Eesneku z listiny povolenych odrid UKZUZ.
Vysledky analyzy mikrosateliti ukazaly rovnéz na vysokou uroven genetické variability
u soucasnych odrid ¢esneku, coz je znaéné prekvapivé vzhledem k faktu, ze se cesnek mnozi
pouze klonalné. Ziskané vysledky byly vlozeny do databaze GRIN Czech.
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Hibernace ¢melaka zemniho (Bombus terrestris) v laboratornim chovu
Hibernation of the bumblebee (Bombus terrestris) in laboratory breeding

Votavova Alena

Zemeédeélsky vyzkum, spol. s r.0., Troubsko

Abstrakt

Hibernace patii mezi vyznamnou ¢ast zivotniho cyklu ¢melaki. V ptirodnich podminkach
muze trvat 6-9 mésicli, coz mize byt i vice nez polovina zivota ¢mela¢i matky. V laboratornich
podminkach je hibernace obvykle kracena, kviili vysoké iimrtnosti po 6. mésici. Neni tak témét
nic znamo o uspéSnosti piezivani déle trvajici hibernace u ¢meldka zemniho (Bombus
terrestris). Zde piinasime vysledky 2 letého (2018—2020) sledovani tspéSnosti piezivani
hibernace v laboratornich podminkach, trvajici 4,7—12,5 mésicii. Zatimco po 6,5—7,4 mésicich
hibernace dosahlo ptezivani ve dvouletém priméru 60 %, po 7,5—8,4 mésicich 36 %, po 8,5-9,4
meésicich 38 %, po 9,5-10,4 mésicich 24 %, po 10,5-11,4 meésicich 11 % a po 11,5-12,5
meésicich 4,5 %. V roce 2020 pét matek, které piezily hibernaci dlouhou 11,9 mésicii, zalozilo
hnizdo a odchovalo nové matky. Po¢ty mladych matek z téchto hnizd byly 15, 33, 69, 120, 202.
Kli¢ova slova: Bombus terrestris, hibernace, diapausa

Abstract

Hibernation is an important part of the life cycle of bumblebees. Under natural conditions, it
can last 6—9 months, which can be more than half of the life of a queen. Under laboratory
conditions, hibernation is usually shortened, due to high mortality after 6 months. Almost
nothing is known about the success of surviving longer—lasting hibernation in the bumblebee
(Bombus terrestris). Here we present the results of a 2—year (2018—2020) monitoring of the
success of surviving hibernation in laboratory conditions, lasting 4.7—12.5 months. While after
6.5—7.4 months of hibernation, the two—year average survival reached 60%, after 7.5—8.4
months 36 %, after 8.5—9.4 months 38 %, after 9.5—10.4 months 24%, after 10.5—11.4 months
11 %, and after 11.5—-12.5 months 4.5%. In 2020, five queens who survived 11.9 months of
hibernation established a nest and raised new queens. The numbers of young queens from these
nests were 15, 33, 69, 120, 202.

Keywords: (max 5 slov): Bombus terrestris, hibernation, diapause

Uvod

Cmelaci patii mezi dileZité opylovatele mnoha zemé&délskych a divokych rostlin. Hnizda
produkovana v laboratornim chovu jsou vyuzivdna zejména ve sklenicich s rajcaty, pfi
Slechténi v izolatorech, pro opylovani sadli a plantazi. V evropskych podminkéch je laboratorné
chovan pouze ¢melak zemni (Bombus terrestris, L.). Jedna se o nejhojnéjsi druh, ktery je
snadno dostupny a vyborn¢ snasi laboratorni podminky (Velthuis & van Doorn, 2006).
Zivotni cyklus émelakd zadina ve stiedoevropskych podminkach probuzenim matek ze zimniho
spanku (hibernace) od po¢atku biezna (Macek, 2010). Prvni probuzené matky vsak byly v CR
pozorovany uz v pilce unora. Matky hledajici misto k zalozeni hnizda Ize nalézt az do poloviny
kvétna. Jakmile hnizdo vychova dostatek d€lnic, zaéne hnizdo produkovat pohlavni jedince
(nové matky a samce). Obvykle k tomu dochazi v ¢ervenci (Macek, 2010), ale lihnuti
pohlavnich jedinct miZe zacit uz koncem kvétna (u rané zaloZzenych hnizd nebo u hnizd, kde
doslo k naruSeni piirozeného vyvoje napi. uhynem matky). Mladé matky si vytvoii tukoveé
zasoby, které jim umozni ptezit n¢kolik mésicti bez potravy, a opusti hnizdo, aby se spafily. Po
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té se jesté do rodného hnizda vrati, aby si naplnily volatko medem, a nasledné si vytvoti v zemi
ukryt (hibernaculum), ve kterém pieckaji do jara.

V literatufe je uvadéna obvykla doba hibernace 6—9 mésicii (Alford, 1969), coz odpovida
standardnimu prub&hu sezony s nastupem hibernace v ¢ervenci a probuzenim koncem biezna.
Avsak u matek, které se vylihly a spatily koncem kvétna — zacatkem Cervna, by doba hibernace
mohla byt prodlouzena na 10—11 mésicti. V dostupnych studiich, vénovanych hibernaci
¢melakl se obvykle pracuje s kratkou dobou hibernace, neptesahujici 8 mésicti (Bogo, et al.
2017, Vesterlund et al. 2013, Beekman & Stratum, 2000, Beekman et al. 1998 a dalsi).

Bylo zjisténo, Ze délka hibernace ma negativni vliv na ptezivani (Gosterit & Gurel, 2009) a ze
na uspéSnost prezivani ma vétsi vliv hmotnost matky nez teplota okolniho prostiedi (Beekman
et al. 1998, Vesterlund et al. 2013). Nepodafilo se mi vSak najit Zddnou studii v€novanou
hibernaci delsi nez 9 mésici, s vyjimkou prace Horbera (1961), kterému se podatilo hibernovat
matky ¢melaka rokytového (Bombus hypnorum) 9 mésict s tictyhodnou 87% uspésnosti
prezivani pii teploté 1 °C. Zajimava je ovSem zminka, ze Cast matek byla v dobé ukonceni
hibernace stara 10,511 mésict, protoZe po spateni byly na nékolik tydnli umistény pfi teploté
2—4 °C, nez byly hromadné¢ zazimovany pii 1 °C. Sam Horber tuto dobu do hibernace
nezapocitavd, nicméné z dneSniho pfistupu k hibernaci by se tato doba pocitat méla a ve
skute€nosti tak dosahl hibernace delsi nez 9 mésic.

V Zemédelském vyzkumu, spol. s r.o. v Troubsku se laboratorné¢ chovaji ¢melaci zemni
(Bombus terrestris), kteti nejsou Slechténi. Do chovu jsou pravideln¢ zafazovany matky
odchycené v pfirod¢, aby byl zajistén ,,gene flow™ a nedoSlo k ustanoveni laboratorni
subpopulace. Zivotni cyklus je nezménén, ale neni zavisly na roénim obdobi.

Zde piinaSime vysledky ze sledovani uspéSnosti prezivani hibernace v laboratornich
podminkach.

Material a metody

Mladé ¢melaci matky byly vybirdany z hnizda kazdy 2. nebo 3. den a ponechdny 7 dni ve tmé
pii teploté 25 °C v plastovém chovném ulku s cukernym nektarem a pylem. Po té k nim byli
pfidani nepfibuzni samci a ulky byly umistény do mistnosti s dennim svétlem. Jedinci byli
kazdych 15 minut kontrolovani (priméma doba kopulace u ¢melaka zemni je 30 min, viz
Roseler, 1973) a kopulujici pary byly vyjmuty do krabicky, kde mély k dispozici cukerny sirup.
Po ukonceni spojeni byli samci odebrani a matky byly umistény do temné mistnosti pii
pokojové teploté po dobu 4—7 dnti a nésledné zazimovany. Pii zimovani byly matky umistény
do kelimku, ktery byl caste¢n¢ naplnén vlhkym lignocelem a uzavien vikem s vétracim
otvorem. Kelimky byly nasledné vlozeny do vétsi plastové dozy s vikem a umistény v béznych
lednicich rtiznych znacéek pfi kolisavé teploté 0—8 °C.

Vzhledem ktomu, ze sledovani nebylo provadéno samostatné, byly matky probouzeny
prabézné podle chovnych potieb a délka hibernace byla métena v poctu dni. Z toho divodu je
nebylo mozné rozd¢lit jednoduse na skupinu hibernujici 4, 5, 6 atd. mésici, ale pro prehlednost
byl pocet dni hibernace vydélen 30 a délka hibernace byla stanovena intervalem. Nejkratsi doba
hibernace trvala 4,7 mésictli, nejdéle zimujici matka hibernovala 12,5 mésice.

P11 ukonceni hibernace byly matky vyjmuty z lednice, byl zhodnocen stav ptrezivani a nasledné
byly stimulovany ke kladeni.

Pokus probihal v letech 2018—2020.

Celkem bylo do pokusu zatazeno 5637 matek, které byly zimovany v obdobi duben 2018 —
listopad 2019 a 5481 matek, které byly zimovany v obdobi kvéten 2019 — listopad 2020.
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Vysledky
Pocty hibernovanych matek v jednotlivych mési¢nich intervalech, pocet Zivych matek po
skonceni hibernace a procentualni zastoupeni ptezivani je uvedeno v Tabulce 1.

Tab. 1. Vysledky uspésnosti prezivani hibernace. N — pocet hibernovanych matek, n — pocet
zivych po ukoncéeni hibernace.

Ukonceni hibernace 2019 Ukonceni hibernace 2020

Délka
hibernace
(mésice) N Zivé n N Ziveé n
4,7-5,4 157 82,8% 130 304 94,4% 287
5,5-6,4 1024 68,4% 700 986 72,7% 717
6,574 1870 60,4% 1130 1768 58,9% 1025
7,5-8.4 845 34,2% 289 463 37,1% 172
8,5-9,4 557 43,3% 241 554 31,9% 177
9,5-104 |317 19,6% 62 486 28,0% 136

10,5-11,4 325 9,8% 32 347 11,8% 41
11,5-12,5 |542 4,2% 23 573 4,7% 27
suma 5637 2607 | 5481 2582

V roce 2020 pét z 27 matek, které prezily hibernaci dlouhou 11,9 mésict, zalozilo hnizdo a
odchovalo nové matky. Pocty mladych matek z téchto hnizd byly 15, 33, 69, 120, 202.

Diskuze

Obvykla doba hibernace ¢melacich matek v pfirod¢ je 6—9 mésici (Horber, 1961, Alford,
1969), zatimco v laboratornim chovu ¢melédkli obvykla doba hibernace nepiesahuje 6 mésici
(Velthuis and van Dorn, 2004), protoze po 6 mésicich vyznamné klesa ispéSnost piezivani, coz
potvrzuji i nase vysledky. Uspéch Horbera (1961), ktery hibernoval ¢melaka rokytového pii
teploté 1 °C s 87% uspésnosti, 1ze povazovat za naprosto unikatni. Beekman et al. (1998), ktefi
se studiu hibernace ¢meldka zemniho intenzivné vénovali a publikovali na toto téma fadu praci,
se ve své studii o testovani optimalni teploty pro hibernaci k témto vysledkiim ani zdaleka
nepiiblizili. Jelikoz se jedna o jedinou publikovanou studii uspéSnosti prezivani hibernace
Vv jednotlivych mésicich, kde bylo sledovano i obdobi delsi nez 6 mésict, tak tyto vysledky
uvadime pro srovnani v Tabulce 2.
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Tabulka 2. Vysledky uspéSnosti prezivani hibernace publikované Beekman et al. (1998)

Table 2. Results of the 45 different diapause treatments. M stands for the number of months of exposure. N is the total
number of queens per treatment, n is the number of survivors or the number of surviving queens that laid eggs. pp stands
for the preoviposition period (number of days between applying honeybee workers and the first eggs laid)

Diapause  Without transition period Pp: With transition period Pp:
regime Number of queens (d) Number of queens (d)
*CM) Total Survivors With eggs Total Survivors With eggs
™ (o) (@ o) (@ ™) (%) (@ (®e) (m)
151 49 98 48 25 12 235 -
1572 64 8 55 40 22 ‘218
15/4 4L 91 40 73 29 111 -
15/6 38 21 8 38 3 103 -
15/8 39 0 0 - 0 - -
1011 43 98 42 31 13 245 41 98 40 20 8§ 202
102 47 72 34 47 16 114 45 60 27 48 13 267
10/4 - 34 15 33 5 148 33 0 0 - 0 -
10/6 55 2 1 100 1 90 32 0 0 = 0 =
10/8 50 0 0 - 0 - 34 0 0 - 0 -
51 51 88 45 18 8 103 45 100 45 56° 25 122
572 38 100 38 55 21 126 41 98 40 45 18 128
5/4 43 79 34 74 25 70 42 67 28 54 15 58
5/6 45 51 23 48 11 110 4 23 10 60 6 26
5/8 47 26 12 33 - 98 46 24 11 45 5 58
01 49 88 43 42 18 116 351 88 45 53 24 146
012 39 87 34 65 22 90 48 85 41 59 24 133
0/4 48 9 46 48 22 91 36 92" ‘33 36 12 6.6
0/6 38 3 1 0 0 - 35 6 2 0 0 -
0/8 37 0 0 - 0 - 39 0 0 - 0 -
-5/ 43 72 31 23 7 64 50 96 48 54 26 165
—512 49 90 44 20 9 66 43 95 41 68 28 53
—5/4 40 78 31 26 8 74 56 79 4 61 27 6.7
—5/6 43 0 0 - 0 - 27 0 0 - 0 -
—-5/8 58 0 0 - 0 — 37 8 3 67 2 85

Nejlepsich vysledkl po 8 mésicich hibernace doséhli Beekman et al. (1998) pii teploté 5 °C s
26% prezivanim. Oproti této studii jsou naSe vysledky pfezivani v 7,5-8,4 mésicich
s prumérem 36 % o néco Usp&snéjsi. Pokles na prumérnych 24% piezivani byl nasi metodou
dosazen azZ v intervalu 9,5-10,4 mésice. Nejzajimavejsi vysledkem vSak v nasi studii bylo
témer 4,5% prezivani u matek vystavenych hibernaci trvajici déle nez 11,5 mésice s nejdelsi
zaznamenanou dobou hibernace 12,5 mésice. Z 27 matek, které prezily takto dlouhou hibernaci
vroce 2020, zalozilo hnizdo s uspésnou produkci matek 5 znich, pficemz jedno hnizdo
dokonce vychovalo 202 matek.

NaSe pozorovani potvrdilo negativni vliv délky hibernace na piezivani, ale zaroven jsme
prokézali, Ze malé procento matek je schopno minimalné v laboratornich podminkéach takto
dlouhou hibernaci nejen zvladnout, ale dokonce zalozit hnizdo s velkou produkci novych
matek.
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Zavér

NasSe pozorovani piinasi malo znama data o uspéSnosti prezivani hibernace trvajici delsi nez 6
mésict v laboratornich podminkéch. Potvrdili jsme negativni vliv délky hibernace na ptezivani,
ale zaroven jsme prokazali, ze matky ¢meldka zemniho jsou i po téméi 12 mésicich hibernace
schopny zalozit hnizdo s velkou produkci mladych matek.
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Fyziologické charakteristiky jednotlivych trsii novoslechténi bramboru
ziskané z bezpilotniho multispektralniho snimani

Physiological characteristics of individual potato breeding material obtained
from unmanned multispectral scanning

Zameénik J.}, Domkarova J. 2, Lukas J. 1, Faltus M. %, Svecova R.?2, Ptadek J. 2

YWyzkumny vistav rostlinné vyroby, v.v.i.
2Vyzkumny vistav brambordrisky Havlickitv Brod, s.r.o.

Abstrakt

Vyvoj senzori pro meéfeni spektralni odrazivosti vytvoril prilezitost pro kvantitativni
vyhodnoceni fyziologickych parametrii vegetace, jako je mnoZzstvi biomasy, listova plocha,
hustota porostu, vyzivny stav nebo zdsobenost vodou a produkce nadzemni biomasy. Z analyzy
dat dalkového priizkumu porostu novoslechténi bramboru pomoci multispektralni kamery
vyplynulo, ze pro zachyceni genotypovych rozdili ramsi bramboru je nejcitlivéjSim kritériem
integralni hodnota stupiii Sedi a to pro studované vegeta¢ni indexy Green Normalized
Difference Vegetation Index (GNDVI1), Normalized Difference Vegetation Index (NDVI), Leaf
chlorophyll index (LCI), Normalized difference red edge (NDRE) a pro Optimized soil adjusted
vegetation index (OSAVI).

Klic¢ova slova: suchovzdornost, dalkovy prizkum, multispektralni analyza, novoslechténi

Abstract

The development of sensors for measuring spectral reflectance has created an opportunity for
quantitative evaluation of physiological parameters of vegetation, such as the amount of
biomass, leaf area, stand density, nutritional status or water supply and above-ground biomass
production. Analysis of data from remote sensing of new breeding potato canopy using a
multispectral camera showed that the most sensitive criterion for capturing genotypic
differences in new potato breeding is the integral value of grayscale for the studied indices:
Green Normalized Difference Vegetation Index (GNDVI), Normalized Difference Vegetation
Index (NDVI) Leaf chlorophyll index (LCI) Normalized difference red edge (NDRE) and
Optimized soil adjusted vegetation index (OSAVI).

Key words: drought resistance, remote sensing, hyperspectral analysis, new breeding

Uvod

Vyuziti ddlkového priizkumu a zejména pak multispektralni zaznamenavani odrazivosti porostu
znamena v poslednich letech vyznamny piinos pro péstebni technologie vétSiny zemédélskych
plodin. Hospodateni rostlin bramboru s vodou je vyznamnym stabilizujicim prvkem v produkci
brambor. V polnich podminkach brambor trpi nedostatkem vody a je timto faktorem
prokazatelné snizen vynos a kvalitativni vlastnosti. Jednou z nejefektivnéjSich cest je pouzit
Sirokého spektra geneticky zalozené odolnosti bramboru k suchu (Zamecnik et al. 2018,
Zamecnik 2015). V poslednich letech je snaha o zjednoduseni vybéru novoslechténi bramboru
pomoci dalkového prizkumu (Zamecnik et al. 2020).

Dostupnost senzori pro méteni spektralni odrazivosti zemédélskych porosta vytvoril piilezitost
pro kvantitativni vyhodnoceni fyziologickych parametrii vegetace, jako je mnozstvi biomasy,
listova plocha, hustota porostu, vyzivny stav, zdsobenost vodou a produkce nadzemni biomasy
(Luo et al. 2020). Zakladem pro vyuziti spektralni odrazivosti v dalkovém prizkumu je
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absorpce ur€ité ¢asti spektra rostlinnymi pigmenty, a tim zména odrazeného spektra. Z hlediska
fyziologie nejdilezitéjSimi rostlinnymi pigmenty jsou chlorofyl a, chlorofyl b. Mnozstvi
absorbovaného svétla témito pigmenty urcuje fotosynteticky potencial. Fotosynteticky aparat
velmi citlivé reaguje na fyziologické zmény zpisobené nedostatkem vody, vyzivou dusikem,
poskozenim abiotickymi a biotickymi stresovymi faktory a senescenci.

Cilem prace je tvorba systému pro vyuZiti spektralni odrazivosti kK vypoctu vegetacnich indexi,
které maji pro Slechtitele prakticky vyznam. Hlavni pfinos této studie vychdzi ze skute¢nosti,
ze pii velkém poctu hodnoceni jedincu (tisice) nelze pouzit jiny zpuisob hodnoceni porostu
odhadu produkce nadzemni biomasy, nez dalkové snimani spektralni odrazivosti jedinci.

Material a Metody

Studovali jsme soubor 1740 novoslechténi bramboru, ramsi (kombinace kfiZzeni v prvni polni
hlizové generaci) na jednom stanovisti (lokalita U lesika, Valecov) v jednom pokusném roce
predstavujicich genetickou rozmanitost po kifiZzeni vybranych rodi¢i. Snimky byly potizené
Z bezpilotniho letounu DJI Phanotom 4 Multispectral z vySky 20 a 50 m v pasmech Blue (B):
450 nm = 16 nm; Green (G): 560 nm + 16 nm; Red (R): 650 nm + 16 nm; Red edge (RE): 730
nm + 16 nm; Near-infrared (NIR): 840 nm = 26 nm a RGB. Leteckéd mise byla naprogramovana
a fizena pomoci programu DJI GS PRO. Samotné snimani bylo realizovano koncem cervence
s dopfednym/stranovym piekryvem jednotlivych snimkt 75/75 % pfti automatickém nastaveni
expozice, clony a citlivosti v navaznosti na kompenzacni c¢innost iradiaéniho senzoru.
Ortorektifikace snimku byla provedena programem DJI Terra a Pix4D. Vyslednd mozaika byla
dale zpracovédna v programu Imagel] pro dekompozici na jednotlivé multispektralni slozky,
odstranéni pozadi (pidy) tak, aby analyza vegetacnich indexd byla provedena vyhradné na
samotnych rostlinach ve vyty¢enych transektech na jednotlivych pixlech.

Jednotlivé spektralni snimky jiz 1épe charakterizuji jednotlivé vegetacni indexy, jejich relativni
uroven nez jejich realné hodnoty. Pfi samotném meéteni bylo dbano na to, aby méfeny porost
byl konstantné ozaren. Pii proménlivych podminkach ozafenosti porostu nebyla data brana do
analyzy. Postup vyhodnoceni snimki: Radky novoslechténcti bramboru byly proloZeny
Vv programu ImagelJ piimkou Sirokou 20 pixeli coz reprezentovalo ve skutecnosti 33 cm. Pak
byly pro jednotlivé vegetatni indexy vyhodnoceny stupné Sedi odpovidajici hodnoté
vegetacnimu indexu. Kalibrace snimaciho senzoru multispektralni kamery byla provadéna
v automatickém modu programu DJI GS PRO. Tyto hodnoty byly prekopirovany do tabulky
Excelu. Vznikla tak matice 32 krat 6800 tj. ptiblizn¢ 217 600 hodnot stupiiti Sedi. Pomoci
Excelové funkce MAX byla zjisténa hodnota Sedi ve vybrané casti matice odpovidajici
genotypu bramboru. Hodnota Sedi odpovidala definici vegetatnimu indexu ze vztahu
jednotlivych vinovych délek. Pomoci funkce Cetnosti bylo zjiSténo potadi nejvyssich hodnot
Sedi. Ty byly oznaceny podle fadku a sloupce.

Charakteristika jednotlivych vegetaénich indext

Green Normalized Difference Vegetation Index (GNDVI) je vegetac¢ni index pro odhad
fotosyntické aktivity a je béZzné pouzivanym indexem vegetace k ur€eni piijmu vody a dusiku
do nadzemni ¢asti rostliny a senescence. Rovnice pro vypocet: GNDVI = (NIR - GREEN)/
(NIR + GREEN) (Gitelson et.al. 1996), kde NIR je v rozsahu 760-900 nm, GREEN je v rozsahu
520-600 nm.

Normalized Difference Vegetation Index (NDV1) — vegeta¢ni index vodniho stresu. identifikuje
fotosynteticky aktivni Cast rostliny a jeji stav v urcité oblasti a dodnes je nejznaméjsim a velmi
Casto pouzivanym vegetacnim indexem. NDVI odraZi zavadani rostlin ¢i uvadnuti. Hodnoty
vegetacniho indexu NDVI se pohybuji v intervalu od -1 do +1, pfi hustém pokryvu vegetaci je
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vétSinou mezi 0,3 az 0,8. Rovnice pro vypocet: NDVI=NIR-RED/NIR+RED (Rouse 1973),
kde RED je v rozsahu 630-690 nm

Leaf chlorophyll index (LCI) - listovy chlorofylovy index, se pouziva k vypoétu celkového
obsahu chlorofylu v listech. Je citlivy na malé odchylky v obsahu chlorofylu a konzistentni u
vétsSiny druhti. Obsah chlorofylu v listech souvisi se suchem, vyzivou N a napadenim
jednotlivymi skodlivymi faktory. Rovnice pro vypocet: LCI= (R850-R710)/(R850+R680) Kaur
et. al (2015).

Normalized difference red edge (NDRE) - normalizovany rozdilovy index ¢ervenych okraja.
Snimky ziskané z vice spektralnich obrazovych senzort vypovidaji o zdravé vegetaci a o
olisténosti. Je podobny normalizovanému vegeta¢nimu indexu (NDVI). Jeho bézny rozsah pro
zelenou vegetaci je 0,2 az 0,9. Rovnice pro vypocet: NDRE= (NIR — RED)/(NIR + RED)
Thompson et al. (2019).

Optimized soil adjusted vegetation index (OSAVI) — optimalizovany vegeta¢ni index vegetace
oCistény o pidu. Pouziva standardni hodnotu 0,16 pro faktor nastaveni pozadi nadzemni ¢asti
rostliny. Tento vegetacni index se nejlépe pouziva v oblastech s relativné fidkou vegetaci, kde
je puda viditelnd pifes rostlinny pokryv. Rovnice pro vypocet: OSAVI =(NIR-
RED)/(NIR+RED+0,16) Rondeaux et al. (1996).

Vysledky a diskuze

Z vysledkt z dalkového snimani multispektralni kamerou (obr. 1) vyplyva, ze na piikladu
nahodn¢ vybraného velkého a malého trsu maximalni hodnoty Sedi se lisi, stejné¢ tak 1 u
pramérné hodnoty Sedi. Na rozdil od téchto dvou charakteristik, integralni hodnota trsu
zohlediuje jak intenzitu stupni Sedi, tak 1 §ifi trsu. V tomto piikladu (obr. 1) je integralni
hodnota plochy stupiiti Sedi pod kiivkou. Integral hodnot stupnii Sedi u velkého trsu je 47,5 a
malého 13,9 tj. priblizn¢ velky trs ma tuto hodnotu 3,5krat vétsi nez maly trs. Tato zavislost
byla zkoumana u 55 trst v jedné fadé. Jak plyne z obr. 2. maximum stupi Sedi u jednotlivych
trsi koreluje s integralni hodnotou stupiii Sedi, ale maximum stupiii Sedi je malo citlivé

fvwr

Sv v

Podobné tomu je u vztahu mezi primérem stupiiti Sedi u jednotlivych trst v korelaci s integralni
hodnotou stupnii Sedi (obr. 3). Primér stupii Sedi u jednotlivych trst jako kritérium je malo
srovnani s integralni hodnotou stupiti Sedi je opét malo citlivy, kdyz se srovna Sestinasobek
S 26nasobkem.

Vztah mezi primérnou hodnotou stupiiti Sedi v zavislosti na jejim maximu (obr. 4) je velmi
tésny a jak z predchoziho vyplyva, jsou oba malo citlivé pro hodnoceni dalkového snimani
porostu bramboru. Podobné vysledky jako s byly ziskany jest€¢ pro dalsi vegetacni indexy
NDVI, LCI, ENDRE a OSAVI. Data analyz zbylych vegeta¢nich indexi nejsou zahrnuta do
vysledki tohoto sdéleni. Na zédklad¢ méteni byly odhaleny trsy brambor s nejvys§imi
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Obr. 1 Porovnani GNDVI u velkého trsu (¢ervena kiivka) a malého trsu (modra kiivka)
bramboru. Carkované piimky vyjadiuji pramér hodnot stupiii Sedi vegeta¢niho indexu
GDNVI trsu. Integralni hodnota je plocha pod kiivkami tvofenymi jednotlivymi hodnotami.

Sipky ukazuji maximalni hodnotu stupiiti $edi u trsu. Pod hodnotou 0,3 stupiiti $edi je pozadi,
povrch pudy, jehoz hodnoty nebyly brany do vypoctu.
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Obr. 2 Porovnani vztahu maximalni hodnoty stupiii Sedi a integral stupna Sedi pro

jednotlivé trsy. Hodnotami je prolozena mocninova funkce. Podle indexu determinace r se
jedna o vysoce prikaznou zavislost. n=55.
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Obr. 3 Porovnani vztahu priméru stupiii Sedi a integralu stupii Sedi pro jednotlivé trsy.
Hodnotami je prolozena mocninova funkce. Podle indexu determinace r se jednd o vysoce
prikaznou zavislost. n=55

GDNVI

........... (@] y= 0’9149)(0,4465
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Obr. 4 Porovnani vztahu maximalni hodnoty stupiiii Sedi a priméru stupii Sedi pro
jednotlivé trsy. Hodnotami je proloZena mocninova funkce. Podle indexu determinace r se
jedna o vysoce prikaznou zavislost. n=55

hodnotami maxima stupiii $edi u piislusného vegetaéniho indexu. Zadny vegeta¢ni index se
nepiekryval u zadného trsu. Coz svéd¢i o zasadnim rozdilu mezi jednotlivymi vegeta¢nimi
indexy.

V piipad¢ pouziti ru¢nich senzor na urcité zajmové plose pii pohybu nad porostem a sbér
pramérné hodnoty spektralnich vegetacnich indexti (Klem et al. 2014) plyne i velmi mala
vypovidaci schopnost vzhledem k malé citlivosti primérnych hodnot vegetacnich indext
(obr.3). Vylouceni nejvysSich a nejnizSich dat z analyzy, stejné tak jako klouzavy primér
nem¢élo vliv na zlepseni vypovidaci hodnoty praméru.

Bézné vyuzivané spektralni vegetacni indexy, jako je napt. NDVI, jsou proto nedostatecné
citlivé ke zménam v rozpéti od stiedniho do vysokého obsahu dusiku. Tento vegetacni index je
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naopak velmi citlivy ke struktufe porostu (pfedev§im hustoté, nadzemni biomase a indexu
listové plochy LAI), coZ zna¢né€ znesnadiiuje interpretaci ve vztahu k dusikaté vyziveé (Mistele
a Schmidhalter 2010).

Zavér

Z analyzy dat dalkového pruzkumu porostu bramboru pomoci multispektralni kamery
vyplynulo, Ze pro zachyceni genotypovych rozdilii ramsi bramboru je nejcitlivéj$im kritériem
integralni hodnota stupiili Sedi a to pro vegetacni index GNDVI. Dalsi analyzou bylo prokazano
Vv ptipadé dalSich vegetacnich indexli platnost integralni hodnoty jako vhodného kritéria pro

vhodny zplisob vyhodnoceni spektralnich charakteristik porostu ramsi bramboru.
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Uplatnéni markery asistované selekce ve Slechténi jabloni
Application of the marker assisted selection in apple breeding
Zdarska L., Rejlova M., Podlipny J., Vavra R., Cmejlova J.
Vyzkumny a slechtitelsky uistav ovocnarsky Holovousy s.r.o.

Abstrakt

Molekuldrni markery maji velky potencidl pro zlepSeni ucinnosti a piesnosti konven¢niho
Slechténi. Prostfednictvim markery asistované selekce (MAS) je mozné vyselektovat jedince
obsahujici pozadované znaky jiz ve velmi ranych vyvojovych fazich. Podminkou je existence
molekularnich markert, které jsou ve vazbé s geny kontrolujicimi tyto znaky, nebo se nachézeji
pfimo v téchto genech. Pro ucely MAS byla pouzita velmi rychla a spolehliva metoda detekce
molekularnich markertt pomoci real-time PCR a alelické diskriminace. Pro analyzy bylo
vybrano 18 rodicovskych kombinaci. Tato kiiZzeni byla zaméfena pfedevSim na tvorbu
kvalitnich sloupcovych odrtud s genem rezistence vuéi strupovitosti Rvi6, dale na pyramidizaci
gent rezistence vuci této chorobé Rvi4 a Rvi6 a na ziskani jedincti s homozygotnim genotypem
vyse uvedenych znakli. MAS umoznila odstranit vice nez polovinu jedincl neperspektivnich
ve sledovanych znacich jiz v prvnim roce $lechtitelského procesu.

Klic¢ova slova: strupovitost, rezistence, sloupcovy rist, SNP markery

Abstract

Molecular markers have a great potential to improve the efficiency and accuracy of
conventional breeding. Through marker-assisted selection (MAS), it is possible to select
individuals containing the desired traits already in the very early developmental stages. The
precondition is the existence of molecular markers that are linked to genes controlling these
traits. For the purposes of the MAS, we used a very fast and reliable method for the detection
of molecular markers using real-time PCR and allelic discrimination. 18 parent combinations
were selected for analysis. These crosses were focused mainly on the creation of quality
columnar cultivars with the Rvi6 scab resistance gene, as well as on the pyramidization of the
Rvi4 and Rvi6 scab resistance genes and on the acquisition of individuals with a homozygous
genotype above stated traits. The MAS allowed us to select out more than half of the individuals
not perspective in the monitored traits already in the first year of the breeding process.
Keywords: scab, resistance, columnar growth, SNP markers

Uvod

Jablon domaci (Malus x domestica Borkh.) je celosvétoveé jednim z nejpéstovanéjsich ovocnych
druhti, péstované odridy se vSak musi neustdle ptizptisobovat nejen poptavce trhu, ale i
ménicim se piirodnim podminkam. Slechtitelé se proto snazi vyuzivat v procesu §lechténi nové
techniky, které umozni dosahnout stejného vysledku Slechténi v podobé hodnotné odriady
s mnohem niz§im objemem vynalozené prace a nakladd nez pii konven¢nim $lechténi. Mezi
hlavni Slechtitelské cile patii zlepSeni kvality plodd, zlepSeni odolnosti vii¢i abiotickému a
biotickému stresu, dobré péstitelské vlastnosti aj. Znaky jako rezistence a odolnost vici
jako chutové vlastnosti, barva plodi nebo skladovatelnost pak lze hodnotit az po nékolika
letech, kdyz se strom dostane do plodné faze a je mozné ziskat prvni plody. Diky molekularnim
metodam je vSak mozné urcit pozadovany znak, pro ktery je znam jeho geneticky zaklad,
pfipadné geneticky marker, jiz ve velmi ranych vyvojovych fazich semenace. Proto je zatazeni
MAS (markery asistované selekce) vhodnym doplnénim klasického Slechténi.
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patii strupovitost jabloné. Pivodcem strupovitosti je houbovy patogen Venturia ineaqualis
(Cooke) G. Winter. Péstovani odrid citlivych viici tomuto patogenu miZze vyZadovat 1 20-30
fungicidnich postfikii produkénich sadl rocné (Manktelow et al. 1996), cozZ je nejen finanéné
naroc¢né, ale aplikované latky mohou rovnéZz negativné ovlivnit Zivotni prostiedi a lidské zdravi
v podob¢ zustatkovych rezidui v ptidé nebo v plodech. Proto se v soucasné dob¢ klade duraz na
Slechténi odrid rezistentnich vici strupovitosti, jejichZ péstovani spolu s pouzitim vhodné
agrotechniky umoznuje vyznamné snizeni spotieby fungicidii. Rezistentni odridy se vyznacuji
ptitomnosti tzv. genti rezistence, neboli Rvi gend. Bylo jich identifikovano jiz vice nez 20 (Bus
et al. 2011; Soriano et al. 2014; Patocchi et al., 2020). VétSina modernich odrid jabloni
rezistentnich vici strupovitosti nese gen rezistence ziskany z genotypu Malus floribunda 821.
Tento gen rezistence oznaceny jako Rvi6 (ptivodni oznaceni Vf) je vS§ak v mnoha regionech
Evropy pfekondvan urcitymi rasami V. ineaqualis (Parisi et al. 2004). Dalsimi vyuzivanymi
geny jsou Rvi2, Rvi4, Rvi5, Rvi7, Rvi9, Rvil0, Rvill, Rvil2, Rvil3, Rvil4, Rvil5 (Patocchi et
al., 2020). N¢které z téchto gent (Rvi5, Rvill, Rvil2, Rvil4, Rvil5) mohou navodit trvalou
rezistenci, avSak na riznych mistech svéta byly identifikovany virulentni izolaty patogenu V.
ineaqualis schopné piekonat vétsinu ostatnich gent Rvi (Bus et al. 2011; Caffier et al. 2015;
Peil et al. 2018; Patocchi et al., 2020). Proto je strategie $lechténi jabloni rezistentnich vici
strupovitosti zameéfena na tzv. pyramidizaci (kumulaci) gent rezistence, kdy je rezistence dana
dvéma nebo vice rtiznymi geny. Pfi tvorbé pyramidalni rezistence je témet nezbytné vyuziti
molekularnich marker(, a to ztoho divodu, Ze je kumulace geni rezistence k jednomu
patogenu velmi obtizné urcCitelna jen na zakladé fenotypového projevu infekce. Je mozné ji
hodnotit pouze po fizené inokulaci ur¢itymi kmeny patogenu schopnymi kiizové piekondvat
jednotlivé geny Rvi (Peil et al. 2008).

Dalsi aktualni téma péstitelt je intenzifikace sadu za ucelem zvyseni produkce, s ¢imz souvisi
1 zvySeni poctu ovocnych stromu pii prakticky nezménéné plose sadi. Pro vysokou produkei
plodl na hektar potfebuji stromy s obvyklym habitem velmi intenzivni péci, zejména fez,
opérné systémy, pestovani pod zavlahou. V Sedesatych letech minulého stoleti byla v Kanadé
identifikovana mutace, kterd ovlivituje habitus jabloné a zplisobuje sloupcovy rlst stromu
(Fisher, 1970). Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze za projev tohoto znaku je zodpovédna dominantni alela
genu 20G-Fe(Il) oxygenazy (Wolters et al., 2013), kterd byla nazvana Co (z anglického
,Columnar*). Sloupcovy riist je tedy monogeneticky dany znak, ktery se projevuje kompaktnim
rastem s kratkymi internodii, omezenym poctem bocnich vyhonti a bohatym obrostem kratkych
plodonosi (Fisher, 1970; Petersen, 2013). Diky tomu je mozné sloupcové jabloné v sadu
vysazovat velmi husté, v disledku ¢ehoz se vyrazné zvysuji vynosy z osazené plochy. Tento
sad vyzaduje minimalni fez, neni tedy nutné budovat opérny systém. Sloupcové jabloné zaroven
produkuji vyssi vytézky na hektar nez standardni jablon€ a jsou odolngjsi i viic¢i suchu (Petersen,
2013; Lazar, 2015). Vzhledem k tomu, Ze jsou plody nahloucené v kratké vzdalenosti od kmene,
muze byt v sadech pouzita mechanizovana sklizen, coz déle snizuje ndklady a pracnost. Tyto
jabloné vSak maji 1 fadu nevyhod, jako jsou napftiklad stfidava plodnost (Blazek, 2011), horsi
chutoveé vlastnosti, kratkd skladovatelnost plodi a vysoké citlivost k chorobdm (Petersen,
2013). Proto se klade velky dliraz na vySlechténi kvalitnich sloupcovych odrid, u kterych je jiz
téméf samoziejmosti introdukovana rezistence ke strupovitosti.

Piedpokladem pro spolehlivé pouziti MAS je existence validovanych markert asociovanych
s pozadovanym znakem. Validovany marker pro konkrétni znak jiz mulZe byt rutinné
implementovan do Slechtitelského programu bez nutnosti dal§iho testovani (Chagné et al.
2019). Vsoucasné dobé jsou nejpouzivanéjsi molekularni markery typu SNP
(jednonukleotidové polymorfizmy) a SSR (marker zalozeny na rozdilném poctu opakovani
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kratké sekvence). Pro detekci téchto markerti se vyuziva nékolik riznych technologii. Pro SSR
markery je vyuzivand predevS§im metoda fragmentacni analyzy, idealn€ na kapildrnim
genetickém analyzatoru. Pro markery typu SNP se vyuzivaji naptiklad sekvenovani nebo
komeréné dostupné Cipy (Jansch et al. 2015; Chagné et al. 2019). Pro rutinni testovani
Vv priibéhu MAS, kde se obvykle analyzuje aZ nékolik tisic vzorki, vSak tyto metody nejsou
zcela vhodné, at’ jiz z divodu pracnosti, ¢i ceny v piipadé sekvenovani, nebo z divodu
narocnosti na vybaveni a vyhodnocovani v piipadé technologie €ipii. Tato technologie je
vhodna piedevs§im pro analyzu velkého poctu SNP a pro védecké ucely. Velmi zajimavou
alternativou pro MAS, at’ jiz z hlediska ceny, pracnosti nebo moZnosti analyzovat vétsi pocet
vzorkl, se proto stava metoda alelické diskriminace, ktera probiha pii PCR v redlném case
(qPCR). Alelickd diskriminace je dobfe reprodukovatelna metoda pouzitelnd v kazdé
molekularni laboratofi vybavené v dnesni dobé béZnymi laboratornimi pfistroji.

Material a metody

V roce 2020 bylo provedeno kifiZzeni a pro analyzy MAS bylo vybrano 18 rodicovskych
kombinaci. Vybrana kiizeni byla zamétena pfedevsim na tvorbu kvalitnich sloupcovych odrad
s genem rezistence Rvi6, dale na pyramidizaci gent rezistence Rvi4 a Rvi6 a na ziskani jedinct
s homozygotnim genotypem pro geny Rvi6 a Co. Jako rodi¢ovské komponenty byly pouzity i)
sloupcové odridy, pficemz vétsina z nich nese i rezistenci Rvi6: HL1, HL17, HL191, HL445,
HL648, ‘Herald’, ‘Redlane’, ‘Suncats’; ii) odrudy, které jsou nositeli rezistence Rvi6:
‘Admiral’, ‘Frosta’, ‘Karneval’, ‘Reluga’, ‘Reglindis’; iii) odriidy, které jsou nositeli rezistence
Rvi4: ‘Realka’ iv) odrudy, které nenesou zadny s uvedenych znaku, ale maji jiné kvalitativni
vlastnosti a jsou vyuzivany ve Slechténi: ‘Fugi Kiku’, ‘Fugi Kiku Nagafu’, ‘Galaval’, HL1108,
‘Evelina’, ‘Jazz’ (tabulka 1). VSechna kiizeni byla provadéna ptfimo v sadu, opylené kvéty byly
fadné zaizolovany, aby se zabranilo opyleni cizim pylem. Plody vzniklé fizenym opylenim byly
po dozrani sesbirany a ziskand semena byla stratifikovdna po dobu osmi tydnti pii 5 °C, poté
byla od zacatku inora postupné vysévana ve skleniku do sadbovaci. Z téchto kiizeni bylo
v roce 2021 ziskano 631 semenacu (tabulka 1). Odbéry pro MAS probihaly jiz od faze 2 — 4
pravych listl v prubehu dubna a kvétna.

~vrw

Tabulka 1: Piehled kiiZeni a sledovanych znaku

Matka Otec Pocet semenaci Sledovany znak
HL1 HL648 66 Co homozygot, Rvi6
HL17 ‘Redlane’ 45 Co homozygot, Rvi6
HL17 ‘Herald’ 15 Co homozygot, Rvi6
‘Suncats’ HL648 17 Co homozygot, Rvi6
‘Fuji Kikw’ HL191 12 Co, Rvi6

‘Fuji Kiku’ ‘Suncats’ 3 Co, Rvi6

‘Fuji Kiku Nagafu’ HL191 10 Co, Rvi6

‘Galaval’ HL445 16 Co, Rvi6

HL1108 HL191 57 Co, Rvib

HL1108 ‘Herald’ 89 Co, Rvib

HL17 ‘Karneval’ 18 Co, Rvib

‘Frosta’ ‘Karneval’ 30 Rvi6é homozygot
‘Reglindis’ ‘Admiral’ 17 Rvi6é homozygot
‘Reluga’ ‘Karneval’ 14 Rvi6 homozygot
‘Reluga’ ‘Admiral’ 13 Rvi6 homozygot
‘Jazz’ ‘Story Inored’ 91 Rvi6

‘Realka’ ‘Karneval’ 74 Rvi4, Rvi6

‘Realka’ ‘Evelina’ 44 Rvi4
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Pro detekci lokusu Rvi4 byl pouzit validovany SNP marker K146 nachazejici se v oblasti
FBsnRvi4-1, u kterého nukleotid T uréuje rezistentni alelu a nukleotid G senzitivni alelu. Pro
lokus Rvi6 byl pouzit validovany SNP marker R156 nachazejici se v oblasti M8S, u kterého
nukleotid A urcuje rezistentni alelu a nukleotid G senzitivni alelu (Jansch et al. 2015; Chagné
et al. 2019). Byly pouZity specifické primery a sondy rozliSujici senzitivni (Sens) a rezistentni
(Res) alelu gent rezistence Rvi4 a Rvi6 (Zd’arska et al., publikace v ptipravé). Pro detekci
lokusu sloupcového riistu byly pouzity specifické primery a sondy schopné odlisit mutovanou
sloupcovou alelu — Co a alelu divokého typu — WT (Cmejlova et al., 2020). DNA byla
extrahovéna z listli pomoci Kitu QuickExtract™ Plant DNA Extraction Solution (Biosearch
Technologies). Pripravena DNA byla pouzita jako templat pro real-time PCR reakci. PCR
amplifikace probihala v Rotor-Gene Q (Qiagen) real-time PCR cykleru s nasledujicim
teplotnim profilem: ivodni denaturace 94 °C/5 minut; amplifikace v 50 cyklech: 94 °C/20 s, 58
°C/20 s, 72 °C/30 s. Vysledky byly vyhodnoceny metodou alelické diskriminace. Sekvenace
pro ovéfeni funkcnosti systému MAS byla provedena pomoci sekvenacniho kitu Gerbera
Sequencing Kit v3.1 (SEQme). Nasledna purifikace sekvenacni reakce byla provedena kitem
BigDye XTerminator Purification (Thermo Fisher Scientific).

Vysledky a diskuze

Ze vsech 631 semenact byla extrahovana DNA a byla provedena MAS (tabulky 2a-d).

U celkem 348 semenacu, které vznikly z kiizeni sloupcovych odrid, byla nejdiive
vyhodnocena ptitomnost alely Co pro sloupcovy rist. Pouze u vzorkt, které¢ obsahovaly alelu
Co, byla nasledn¢ provedena dalsi analyza pro detekci alel genu rezistence Rvi6 (tabulka 2a).
Pomoci molekularnich analyz jsme u sloupcovych kiizeni identifikovali 60 semenacu s jednou
Co alelou pro sloupcovy rust, které zaroven nesou rezistentni alelu pro gen Rvi6. U dalSich 14
semenact jsme detekovali genotyp s homozygotni sestavou Co alel a u sedmi z téchto ¢trnacti
vzorku byla navic pfitomna i rezistentni alela genu Rvi6.

Hodnoceni semenact z hlediska rezistence dané pouze genem Rvi6 je shrnuto v tabulce 2b. U
kiizeni zaméfenych na ziskani homozygotnich rezistenti u genu Rvi6 jsme homozygotni
sestavu rezistentnich alel objevili pouze ve tfech vzorcich ze 74 analyzovanych a 33 vzorkt
mélo sestavu alel heterozygotni, zbytek genotypti (38) byl senzitivni. Tento nepomér v
segregaci a obtizna tvorba rezistentnich homozygott jsou zfejmeé zpiisobeny piitomnosti tfech
subletalnich genu (sl1, sl2 a sI3) ze kterych dva, a to sl1 a sl2, jsou v tésné vazbé s genem
rezistence Rvi6 (Gao a van de Weg, 2006). U kiizeni ‘Jazz’ x ‘Story Inored’ byla hodnocena
pouze piitomnost ¢i absence rezistentni alely genu Rvi6, pficemz genotyp Res/Sens byl
detekovan u 42 vzorkl a genotyp Sens/Sens u 49 vzorki z celkem 91 analyzovanych vzorki.
U kiizeni zaméfeného na pyramidizaci gend rezistence Rvi4 a Rvi6 jsme u 74 semenacki
detekovali devét genotypu, které nesly rezistentni alelu genu Rvi4 a zaroven rezistentni alelu
genu Rvi6, 35 genotyptl neslo rezistentni alelu jen u genu Rvi4 a 7 genotypt neslo rezistentni
alelu jen u genu Rvi6 (tabulka 2c).

U kiiZeni ‘Realka’ x ‘Evelina’ s 44 potomky byla hodnocena pouze pfitomnost ¢i absence
rezistentni alely genu Rvi4, pficemz genotyp Res/Sens byl detekovan u 21 vzorkl a genotyp
Sens/Sens u 23 vzorki (tabulka 2d).

Tabulky 2a-d: Vysledky MAS pro genotypy jednotlivych sledovanych znaki a jejich
alelické sloZeni: a) po¢ty semenacu, u kterych se sledoval sloupcovy rist s rezistenci Rvi6; b)
pocty semenact, u kterych byla analyzovana pouze rezistence Rvi6; c) pofty semenacul, u
kterych byla vyhledavana rezistence Rvi4 a kumulace rezistence Rvi4 a Rvi6; d) pocty
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semenacd, u kterych byla testovana pouze rezistence Rvi4. Znak - v tabulce znamena, Zze dana

alelicka sestava timto kiizenim vubec nevznika.

a)
wy o . Co/WT + Co/WT + Co/Co + Co/Co +
KFizeni Res/Sens (Rvi6) | Sens/Sens (Rvi6) | Res/Sens (Rvi6) | Sens/Sens (Rvi6) WT/WT
HL1 x HL648 8 17 0 0 41
HL17 x ‘Redlane’ 8 15 5 6 11
HL17 x ‘Herald’ 5 3 2 1 4
‘Suncats’ x HL648 4 9 0 0 4
‘Fuji Kiku’ x HL191 1 0 - - 11
‘Fuji Kiku’ x ‘Suncats’ 0 0 - - 3
‘Fuji Kiku Nagafu’ x HL191 0 1 - 9
‘Galaval’ x HL445 1 6 - - 9
HL1108 x HL191 13 6 - - 38
HL1108 x ‘Herald’ 16 21 - - 52
HL17 x ‘Karneval’ 4 7 - - 7
b)
K¥izeni Res/Sens (Rvi6) Sens/Sens (Rvi6) Res/Res (Rvi6)
‘Frosta’ x ‘Karneval’ 17 10 3
‘Reglindis’ x ‘Admiral’ 8 9 0
‘Reluga’ x ‘Karneval’ 3 11 0
‘Reluga’ x ‘Admiral’ 5 8 0
‘Jazz’ x ‘Story Inored’ 42 49 -
0)
Res/_Sens Res/_Sens Sens/Sens Se(rl]:ls\iiséf)ns
Kiizeni Res/Spns Sens/_Sens (Rvid) + (Rvi4) + (Rid) + .
(Rvid) (Rvi4) Res/Sens Sens/Sens Res/Sens (Rvi6) Sens/Sens
(Rvi6) (Rvi6) es/Sens ( .
(Rvi6)
‘Realka’ x ‘Karneval’ - - 9 35 7 23
d)
K¥iZeni Res/Sens (Rvi4) Sens/Sens (Rvi4)
‘Realka’ x ‘Evelina’ 21 23

Funkénost celého systému MAS, ktery sestava z extrakce DNA pomoci kitu QuickExtract™,
nasledné real-time PCR amplifikace za pouziti specifickych primerti a sond a vyhodnoceni
metodou alelické diskriminace, byla ovétena sekvenaci. Bylo testovdno, zda skutecné tento
systém rozpoznava validované SNP pro geny rezistence Rvi4 a Rvi6 a vysledky alelické
diskriminace odpovidaji ur¢enému genotypu. U 40 vzorkl byla osekvenovana oblast obsahujici
determina¢ni SNP R156 pro gen rezistence Rvi6 a u 8 vzorkti byla osekvenovana oblast
obsahujici determina¢ni SNP K146 pro gen rezistence Rvi4. Vzorkim, u kterych byl pomoci
alelické diskriminace identifikovan genotyp Res/Sens, odpovidal pii sekvenovani ve vSech
ptipadech genotyp A/G pro SNP R156, tj. semenace nesly skute¢né senzitivni i rezistentni alelu
Rvi6, respektive G/T pro SNP K146, coz odpovida senzitivni i rezistentni alele Rvi4. Genotypu
Sens/Sens obou typl rezistenci bez vyjimky odpovidal genotyp G/G pro SNP R156 patfici
senzitivni alele Rvi6, respektive genotyp G/G pro SNP K146 znacici senzitivni alelu Rvi4. Byly
osekvenovany i dva vzorky s homozygotni sestavou alel Res/Res u genu rezistence Rvi6, rovnéz
V tomto ptipadé€ oba vzorky vykazovaly rezistentni genotyp A/A pro SNP R156.

Zavér
Pro potfeby MAS byla zavedena a optimalizovana velmi rychld metoda odbéru a analyzy
velkého poctu vzorkid potomstva vzniklého fizenym kiiZenim. Pomoci MAS je mozZné
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selektovat vzniklé semenace jiz ve velmi rané fazi vyvoje, coz pfindsi nemalé finan¢ni Gspory
diky tspofte prace, materialu i prostor nezbytnych pro jejich péstovani. MAS nam umoznilo jiz
kratce po vykliCeni odstranit vice neZ polovinu, a sice 322 semenacl neperspektivnich ve
sledovanych znacich, a do dalsiho péstovani zaradit jen vybrané hybridni semenace rezistentni
vaci strupovitosti ¢i majici sloupcovy rust. Diky MAS bylo rovnéz mozné identifikovat
semenace s kumulaci riznych pozadovanych gend. Pouzity systém selekce zaroven umoziuje
rozliSeni heterozygotti od homozygoti nesoucich pouze rezistentni alely genu Rvi4 nebo genu
Rvi6, piipadné pouze alely pro sloupcovy rust. Tyto homozygotni genotypy jsou velmi cennym
Slechtitelskym materialem, protoZe budou v dalSim kfizeni teoreticky poskytovat pouze jedince
nesouci vzdy alesponl jednu rezistentni alelu, eventualné alelu pro sloupcovy riist. Vzhledem
k nizké pravdépodobnosti nezadouciho vyrekombinovani sledovaného znaku z potomka tedy
nebude nutné tyto semenace testovat a vSechny budou nositeli poZadovaného genu, coz pfinese
dalsi Gspory pfi Slechténi. Pfipadné ovétfeni bude stacit provést az u jedinct vybranych pro dalsi
Slechtitelsky program, nebo pied jejich registraci coby nové odridy.

Podékovani
Tato prace vznikla za podpory Ministerstva zeméd¢€lstvi Ceské republiky z institucionalni podpory
DKRVO pod ¢islem RO1521.
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Dormance a kli¢ivost semen rostlin z ¢eledi fabaceae

Dormancy and germination of fabaceae seeds
Kopecky P.12, Frei 1.3, Brus J.2, Balarynova J.2, Smykal P.2

YWyzkumny vstav rostlinné vyroby, v.v.i., Olomouc
2Univerzita Palackého v Olomouci
3Zemédelsky vyzkum, spol. s r. 0. Troubsko

Abstrakt

U celkem 69 polozek vzorkl 19 rostlinnych druhi z ¢eledi bobovité (Fabaceae) ziskanych
sbérem na tzemi Moravy z mist reprezentujicich variabilitu prostfedi byla hodnocena
dormance, resp. mira bobtnani, a kliceni pfi teplotach: 5, 10 a 23 °C. Po 119 dnech se procento
nabobtnanych semen pohybovalo Vv rozpéti od 0 (Astragalus cicer) do 98 (Lotus corniculatus),
kli¢ivost pak od 0 (Astragalus glycyphyllos) do 88 % (Vicia hirsuta). Ukazalo se, ze u
nejvetsiho poctu semen byla dormance ukoncena pii 5 °C (primérna hodnota bobtnani byla
23,17 %, pramé&rna klicivost 17,1 %), naopak nejmensi primérna hodnota bobtnani (15,67 %)
a kli¢eni (10,57 %) byla pii teploté 23 °C. Dale bylo zjisténo, Ze nejvétsi vliv prostiedi na
dormanci semen v misté jejiho vyskytu ma primérna teplota v nejsusS$im ctvrtleti (BIO 9).
Z morfologickych charakteristik pak jejich délka a pomér délky k Sitce.

Kli¢ova slova: bobtnani, dormance, Fabaceae, kliivost, prostfedi, semena, teplota

Abstract

In total, 69 accessions of 19 plant species from Fabaceae family collected in Moravia region
representing environmental variability were tested for imbibition and dormancy under
controlled conditions in three different temperature regimes (5, 10 a 23 °C). Imbibition rate
varied from O (Astragalus cicer) to 98 % (Lotus corniculatus) and germination rate
0 (Astragalus glycyphyllos) to 88 % (Vicia hirsuta) after 119 days. Dormancy breaking was the
highest at 5 °C (imbibition rate 23.17 %, germination rate 17.1 %), on the other hand the lowest
were at 23 °C (imbibition rate 15.67 %, germination rate 10.57 %). Environmental factor of
plants influencing its seed imbibition and dormancy is mean temperature of driest quarter (BIO
9), morphometrical length of the seed and also length to width ratio.

Keywords: imbibition, dormancy, Fabaceae, germination, environment, seeds, temperature

Uvod

Mnoho zralych semen je dormantnich a riiznymi mechanismy oddaluje kli¢eni (Baskin a
Baskin, 1989). Dormance semen je neschopnost kli¢it ve specifickém ¢asovém obdobi pfi
jakékoliv kombinaci riznych fyzikalnich faktort prostredi (teplota, svétlo/tma, atd.), které jsou
jinak pro kli¢eni ptiznivé. Na zakladé fylogenetického, evoluéniho, biogeografického hlediska
a také na zaklad¢ propustnosti vody osemenim (propustné nebo nepropustné), morfologie
embrya (plné vyvinuté nebo nevyvinuté) a fyziologické odpovédi celého semena k teploté nebo
sérii teplot rozliSujeme fyziologickou, morfologickou, morfofyziologickou, fyzikalni a
kombinovanou (fyzikalni + fyziologickou) dormanci semen (Baskin a Baskin, 2004). Fyzikalni
dormance, typicka pro Celed’ bobovité (Fabaceae), je zplsobena jednou nebo vice vodé
nepropustnymi vrstvami palisdidové uspofadanych makrosklereid v osemeni (Baskin et al.,
2000, Smykal et al. 2014). Nejcastéji dochazi k ukonceni této dormance pomoci naruseni
struktury osemeni, kudy se dostava voda k embryu (Baskin et al., 2000). Mechanicka nebo
chemicka skarifikace napomaha ukonceni fyzikdlni dormance a naslednému kli¢eni u semen,
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kterd nemaji fyzikdlni dormanci kombinovanou s fyziologickou dormanci. Mechanismy
podilejici se na ukonceni fyzikalni dormance v pfirodnich podminkach nejsou zcela znamy,
predpokladé se kombinace vlivu teplot, vlhkosti plidy, ale i vliv mikrobidlni.

Zda je semeno dormantni nebo ne se li$i nejen mezi rostlinnymi druhy, ale také mezi jedinci
stejného druhu, tzn. ve vzorku semen daného druhu se vyskytuji semena s rliznou mirou
dormance (Baskin a Baskin, 2004). Celed” bobovité (Fabaceae) je charakteristicka tim, Ze
vétSina semen je pro vodu nepropustnd (fyzikalné dormantni).

Cilem této prace bylo zjistit, jak je mira dormance semen vybranych druhi z celedi bobovité
(Fabaceae) ovlivnéna podminkami prostiedi, ze kterého pochazeji, a to prostfednictvim
testovani vlivu rizné teploty na bobtnani a kliceni jejich semen.

Material a Metody

Rostlinny material

Pro studium dormance a kliceni bylo
sbérem nebo z genovych bank ziskano 250
planych  polozek zceledi bobovité
(Fabaceae) véetné pasportnich udaji a GPS
soufadnic sbéru. V experimentu bylo
vyuzito 69 polozek, u kterych bylo ziskano
dostate¢né mnozstvi semen. Jednd se o
polozky ziskané sbérem, predevSim
natzemi  Moravy  (obr.1l)  zmist
reprezentujicich variabilitu prostiedi, kdy
pramérnd ro¢ni teplota lokalit sbéru semen
se pohybovala od 5,2 po 9,6 °C, primérné
roéni srazky od 506 po 957 mm a
nadmoi'ska vyska od 210 do 833 m n. m.
Studovano  bylo  nésledujicich 19
rostlinnych druhd: Astragalus cicer L. (3
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Obriazek 10: Lokality sbéru vzorkii semen
rostlin z ¢eledi Fabaceae

polozky), Astragalus glycyphyllos L. (5 polozek), Lathyrus latifolius L. (2 polozky), Lathyrus
pratensis L. (14 polozek), Lathyrus sylvestris L. (1 polozky), Lathyrus tuberosus L. (4 polozky),
Lotus corniculatus L. (2 polozky), Medicago lupulina L. (4 polozky), Medicago minima L. (3
polozky), Ononis spinosa L. (1 polozka), Trifolium retusum L. (3 polozky), Trifolium striatum
L. (1 polozky), Vicia angustifolia L. (1 polozka), Vicia cracca L. (16 polozek), Vicia hirsuta L.
(3 polozky), Vicia lathyroides L. (1 polozka), Vicia sepium L. (1 polozka), Vicia striata M.
Bieb. (1 polozka), Vicia tetrasperma (L.) Schreb. (3 polozky).

Sklizené zralé lusky byly vloZeny do papirovych sackli a néasledné vysousené pii pokojové
teploté (2224 °C) a 30% vzdusné vlhkosti. Semena poté byla manudlng vycisténa (Hradilova
etal., 2017). Testy kli¢ivosti byly provedené do dvou mésict od sbéru.

Testy kli¢ivosti

Zrala a sucha semena byla polozena na vlhky filtraéni papir (Whatman Grade 1, Sigma CZ)
v 90 mm Petriho miskach (P-Lab, Cesko). 25 semen od kazdé polozky bylo v duplikatu
testovano ve tmé v kontrolovanych podminkach inkubatord (Laboratory Incubator ST4,
BioTech CZ) ve tfech ruznych konstantnich teplotnich rezimech (5 °C, 10 °C a 23 °C). Pro
prevenci vyskytu houbovych chorob bylo aplikovano 25 g/l fludioxonilu a 10 g/l metalaxylu-
M (Syngenta, Cesko). Bobtnani (zvétseni objemu semene po piijmu vody) a kli¢eni semen
(proniknuti kli¢ku osemenim) bylo hodnoceno kazdy tyden po dobu 119 dni. Voda byla
dopliiovana dle potieby piiblizn¢ kazdych 14 dni.

Hodnoceni klimatickych podminek prostfedi
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Podminky prostfedi, ze kterého byla semena sklizena, byly ziskany z WorldClima databaze
(http://worldclim.org/version2) pomoci ArcGIS Pro software (https:/pro.arcgis.com).
Bioklimatické proménné byly odvozené od mési¢nich hodnot teploty a srazek (Fick a Hijmans,
2017) reprezentujici roéni trendy (pruméra ro¢ni teplota BIOI, ro¢ni srazky BIO12),
sezonalitu (napf. rocni rozmezi teplot a srazek BIO4 a BIO15) a také extrémni a limitujici
faktory prostiedi (napf. teplota nejchladnéjsiho a nejteplejsiho mésice BIO5 a BIO6 nebo
mnozstvi srazek vlhkého a suchého Ctvrtleti BIO16 a BIO17; Hradilova et al., 2017).
Hodnoceni velikosti semen

Vsechna semena byla zvazena, pomoci pocitacky semen (Contador, Némecko) spocitdna a
nasledné stanovena hmotnost tisice semen (HTS). Déle bylo 10 semen kazdé polozky
vyfotografovano za pouziti stereomikroskopu Olympus SZ61 (Olympus Corp., Tokyo,
Japansko) vybaveného digitalnim fotoaparatem Canon EOS 1300D (Canon Inc., Thajsko).
Obrazovou analyzou SmartGrain (Tanabata et al., 2012) byly stanovené rozméry semen (plocha
(AS), obvod (PL), sitka (W), délka (L), pomér délky k sitce (LWR), cirkularita (CS) a

Ww oW

Statistické vyhodnoceni

Pro hodnoceni poc¢tu nabobtnanych a vyklicenych semen byl pouZit zobecnény linedrni model
(GLM) s 19 bioklimatickymi daty a 9 morfometrickymi parametry semen jako nezavislymi
(vysvétlujicimi) proménnymi pro vyhodnoceni vlivu pouzité teploty pii kliceni a bobtnani (jako
zéavislé proménné). Data byla zpracovana v programu CANOCO 5.0. Vzdjemna korelace mezi
poctem nabobtnanych a vykli¢enych semen k bioklimatickym datiim a morfometrii semen byla
posouzena Monte Carlo permuta¢nim testem a Waldovym testem. K celkovému popisu
zakladnich vztahti byla po centralizaci a standardizaci dat vyuzita linedrni metoda PCA (analyza
hlavnich komponent) v programu CANOCO 5.0 (terBraak, Smilauer, 2012). Krabicové grafy
byly vytvofeny v programu Statistica 14.0.0.15. Horizontalni linie reprezentuji minimum a
maximum hodnot.

Vysledky a diskuze

U 69 polozek planych druht celedi bobovité (Fabaceae) bylo po dobu 119 dni hodnoceno
bobtnani a kli¢ivost. Bylo zjisténo, Ze teplota ma vliv na miru dormance a po 119 dnech nejvyssi
pramérné hodnoty bobtnani dosahuje pii 5 °C (23,17 %) a také nejvyssi primérné klicivosti
(17,1 %). Naopak nejvice dormantni byla semena pii 23 °C, at’ uz se to tyka praimérné hodnoty
bobtnani (15,67 %) nebo kliceni (10,57 %, obr. 2). Bobtnani a klic¢eni jednotlivych druht je
znazorné€no pomoci krabicovych grafii na obr. 3.

Pro lepsi zjisténi miry vlivu teploty na ukonéeni dormance semen byly zvoleny tfi konstantni
teplotni rezimy (5, 10 a 23 °C), na rozdil napt. od publikace Hradilové et al., 2019, ktera zvolila
teplotni oscilaci v rezimu 25/15 a 35/15 °C, jez 1épe odpovidaji teplotam pii dozravani semen
tolice (Medicago truncatula) a planého hrachu (Pisum elatius). Teplota s vyss§i mirou bobtnani
a klic¢ivosti ve zminované publikaci byla 35/15 °C. Tento rozdil teplot by mohl vysvétlovat jiny
rostlinny druh, ktery byl pfedmétem jejich zajmu a také lokalitami sbéru, které byly v oblasti
Stfedozemniho mofe, kde jsou vyssi letni 1 zimni teploty ve srovnani s teplotnimi podminkami
lokalit sbéru v této publikaci. Vysledky Hradilové et al., 2019 a Probert, 2000 potvrzuji, ze
teplota ma vliv na bobtnani 1 kli¢eni semen.
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Prumérné bobtnani jednotlivych rostlinnych druhu
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Obrazek 12: Prumérna hodnota bobtnani (A) a kli¢ivost (B) jednotlivych druhii z ¢eledi
Fabaceae po 119 dnech. Horizontalni linie reprezentuji minimum a maximum hodnot
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Obrazek 4: Zobecneny linearni model (GLM) vlivu délky semen (Length), poméru délky
ku Sii‘ce semen (Length to width ratio) a také vlivu vliv primérné teploty v nejsussim ctvrtleti
(we2 1 30s bio 9) na bobtnani pii 23 °C (D, G) a kli¢eni pii 5 °C (A), 10 °C (B, E, H)a 23 °C
(C, F, CH).

Vliv 19 bioklimatickych proménnych prostiedi a 9 morfometrickych proménnych semen byl
pro kazdou teplotu (5, 10 a 23 °C) testovan zvlast. Ze ziskanych vysledkl testovani vlivu
proménnych prostiedi (bioklimaticka data) a morfometrie semen ma na bobtnani (u vzorkt
hodnocenych pfi teploté 23 °C) a kliceni semen (u vzorkli hodnocenych pfi teploté 10 a 23 °C)
nejvetsi vliv primérna teplota v nejsussim Ctvrtleti (we2 1 30s_bio_9). Lépe bobtnala a klicila
semena rostlin, ktera v zimnim obdobi nebyla vystavena mrazu (Obr. 4). U ostatnich
proménnych nebyly zjistény zadné statisticky prukazné hodnoty. Pfi testovani vlivu
morfometrie semen na bobtnani byl zjistén statisticky prikazny vliv LWR (u vzorki
hodnocenych pfi teploté¢ 23 °C). U kliceni byl pak zjistén statisticky prikazny vliv LWR
(vzorky hodnocené pfi teploté 10 a 23 °C), PL (vzorky hodnocené pfi teploté 5 °C) a L (vzorky
hodnocené pfi teploté 5, 10 a 23 °C; obr. 4).
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Pro PCA analyzu (Obr. 5) byly zvoleny priikazné proménné pii pouzitém GLM, ato L, LWR,
PL a bio 9. Z grafu je patrné, ze délka semena a obvod semena (PL) pfimo koreluji s
bioklimatickym faktorem primérna teplota v nejsussim ¢étvrtleti (bio_9).
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Obrazek 5: PCA analyza vlivu délky semen (L), poméru délky k Sifce semen (LWR),
obvodu (PL) a také vlivu primérné teploty v nejsusSim ctvrtleti (bio_9) na bobtnani a
kli¢eni semen jednotlivych polozek z eledi Fabaceae pri teploté 5, 10 a 23 °C). A. cicer
reprezentuji body 19, 25, 61, A. glycyphyllos 30, 49, 54, 72, 74, L. latifolius 16, 20, L. pratensis
27,42, 43, 50, 53, 58, 70, 71, 76, 79, 81, 88, 89, 90, L. sylvestris 55, L. tuberosus 31, 37, 66,
77, L. corniculatus 22, 51, M. lupulina 1, 7, 12, 40, M. minima 4, 1, 13, O. spinosa 23,
T. retusum 3, 9, 65, T. striatum 10, V. angustifolia 33, V. cracca 18, 21, 24, 29, 39, 41, 44, 57,
62, 64, 67, 68, 78, 80, 82, 85), V. hirsuta 2, 8, 32, V. lathyroides 6, V. sepium 35, V. striata 5 a
V. tetrasperma 34, 63, 69.

Zavér

Zaverem je mozné fici, ze teplota vykazujici trend, pfi které jsou semena 19 rostlinnych druhii
Z Celedi Fabaceae nejmén¢ dormantni, tzn. ve vétsi mife ukonci dormanci a ndsledné bobtnaji
a kli¢i je 5 °C, coz odpovida jarnimu kli¢eni druht mirného pasma po chladovém pulisobeni.
Naopak trend nejnizsi miry klic¢ivosti a bobtnani je pii teploté 23 °C. Na bobtnani a kliceni ma
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z 19 testovanych bioklimatickych charakteristik statisticky vyznamny pozitivni vliv pouze
prumérna teplota v nejsus$im ctvrtleti a z morfometrickych charakteristik semen je to délka
semen poméru délky k Sifce semen.
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Nové herbicidy na ochranu rostlin do pohanky seté

New herbicide products for sown buckwheat
Frydrych J., Bradacova L.
OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. se sidlem v Zubri

Abstrakt

Cilem vyzkumu bylo ovéfit selektivitu pohanky seté (Fagopyrum esculentum) vici vybranym
herbicidim a jejich vyuziti pro zeméd¢€lskou praxi. Vysledkem vyzkumu v roce 2019 a 2020
bylo ovéteni selektivity pohanky vici herbicidim Betanal Tandem, Stemat Super a Lontrel
300. Vroce 2021 na zaklad¢é vysledka vyzkumu v letech 2017-2020 byl podan Navrh na
roz$ifeni povoleni na mensinova pouziti piipravku na ochranu rostlin do mnozitelskych porostt
pohanky seté u herbicidnich pfipravka Betanal Tandem, Stemat Super, Lontrel 300, Agil 100
EC a Fusilade Forte 150 EC. Vyzkum se zaméfenim na péstitelskou technologii pohanky
Stestovanim novych herbicidd a kvalitativnich parametr@ zrna bude pokracovat
I v nasledujicich letech.

Kli¢ova slova: pohanka seta, herbicidy, fytotoxicita, vyzkum

Abstract

The aim of the research was to verify the selectivity of buckwheat (Fagopyrum esculentum)
against selected herbicides and their use for agricultural practice. At present, a herbicide
preparation against weeds in the sown buckwheat is not registered in the Czech Republic. The
result of the research in 2019 and 2020 was the verification of the selectivity of buckwheat
against the herbicides Betanal Tandem, Stemat Super and Lontrel 300. In 2021, based on the
research results in 2017-2020, a proposal was submitted to extend the buckwheat for herbicides
Betanal Tandem, Stemat Super, Lontrel 300, Agil 100 EC and Fusilade Forte 150 EC. Research
focusing on buckwheat growing technology with testing of new herbicides and grain quality
parameters will continue in the coming years.

Key words: buckwheat, herbicides, phytotoxicity, research

Uvod

V roce 1993 bylo zaloZeno celosvétovée asi 2 miliony hektar pohanky seté (Myers and Meinke,
1994). Mezi nejvétsi svétové producenty pohanky muizeme zatfadit Spojené staty americké,
Cinu, Rusko, Ukrajinu a Francii (AG Canada Outlok, 2007); Alberta Agriculture and Food,
2001). Zvyseny zajem spotiebiteld v Ceské republice o pohanku setou (Fagopyrum
esculentum) se zacina projevovat od 90. let minulého stoleti, zejména pro jeji nezastupitelnou
ulohu v raciondlni vyzivé Cloveéka a bezlepkové dieté. Zajem o pohanku v soucasnosti je
motivovan zejména divody zdravotnimi, dietou, ktera posiluje imunitni systém clovéka,
zvysuje pruznost cévnich stén, reguluje krevni srazlivost a obsah cholesterolu v krvi. Produkce
pohanky se v poslednich letech celosvétové zvysila v disledku poptavky na trhu se zdravou
vyZzivou po mouce, krupici a pohankovém medu (Myers a Meinke, 1994).

Tradi¢né u nas pievazuji nazory, Ze pohanka je malo naro¢na na agroekologické podminky.
Dnes ovSem chceme vyuzit pohanku jako perspektivni trzni plodinu k pfimému

potravinafskému vyuziti s dobrou jakosti (Petr a kol., 1997). Z toho vyplyva, ze musime
vytvofit co nejlep$i podminky pro pohanku tak, aby byl vyuzit co nejlépe jeji vynosovy
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potencidl a dosazeno pozadovaného vynosu a kvality produkce zrna. Pohanka mé vSak
vSestranné vyuZiti nejen jako obilnina, ale 1 jako zelenina a krmivo pro hospodaiska zvitata.
Lze ji vyuzit na zelené hnojeni ¢i k ziskavani fytofarmak. Pohanka je plodina vhodna pro
pestovani v ekologickém zemédélstvi a diky svym vynikajicim nutricnim vlastnostem je
povazovana za jednu z nejhodnotnéjsich plodin (Janovsk a kol., 2008).

Pohanka v soucasnosti za¢ina nabyvat na vyznamu jako minoritni plodina a vyzkum selektivity
pohanky vi¢i herbicidiim vyznamnym zpiisobem inovuje péstitelskou technologii této plodiny.
V oblasti péstitelskych technologii ve vSech plodinach je ochrana proti pleveltim rozhodujici
opatfeni, které sméfuje k zajisténi odpovidajiciho vynosu, ale také potiebné kvality produkce.
V soudasnosti neni v Ceské republice registrovan herbicid proti plevelim do pohanky seté.
Plevele negativné ovliviiuji rist pohanky zejména v obdobi vzchézeni, tvorby pravych listi az
do zacatku tvorby poupat, a to zejména jednodélozné a dvoud€lozné plevele. Soucasné plevele
zpiisobuji snizeni vynosu osiva pohanky. Z téchto diivodl je menSinové povoleni herbicidii do
pohanky velmi dilezité. Péstovana plocha pohanky seté v CR neni CSU evidovana a jeji
odhadovana péstovana plocha se dle riznych zdroji pohybuje zpravidla kolem 3 000 ha.
Pohanka seta tedy vymeérou, na které je péstovana, splituje kritérium mensinového pouziti dle
§ 37 odstavec 2a zakona.

Sama pohanka je dobrou piedplodinou pro obilniny, dokonce s fytosanitarnim G¢inkem. Jen
u prosovitych obilnin se zjistilo, Ze vyluhy z poskliziiovych zbytkii pohanky inhibovaly kli¢eni
a vzchazeni. OvSem po pohance je velmi dlouhé meziporostni obdobi, takZze se mtize tento vliv
zmirnit (Petr a kol., 1997).

Pohanka ma dobrou konkurencni schopnost vii¢i plevelim za tepla a vlhka. Mechanicka
regulace plevelll se provadi pleCkovanim Sirokotadkového porostu nebo vlaéenim plecimi
branami s vysokymi prutovymi nebo plochymi prsty. Uzké i Siroké fadky lze odplevelit
vlacenim porostu plecimi branami ve fazi 3—5 listi, tj. do vysky 20-25 cm vzdy v odpolednich
hodinach, kdy jsou rostliny pruzné a neldmou se (Janovskd a kol., 2008). Plevele Skodi
Vv pohance seté zejména po zalozeni porostu, vedle pozdnich jarnich pleveld je to v soucasnosti
zejména jezatka kufi noha (Echinochloa crus-galli), ktera mize vyraznym zptsobem oslabit
porost pohanky pted zapojenim porostu (Frydrych a kol., 2016)

V roce 2019 a 2020 byl testovan v pohance seté ptipravek Lontrel 300 (G€inné latka clopyralid
300 g.I") v davce 0,4 Lha? a 0,8 I.ha?, Betanal Tandem (a¢inné latky phenmedipham 200 g.1*
a ethofumesate 190 g.I'Y) v davkach 0,5 Lha® a 1 l.ha! a Stemat Super (4¢inna latka
ethofumesate 500 g.I') v davkach 0,5 Lha® a 1 L.hal. Lontrel 300 hubi zejména plevele
hefmankovité, pchac¢ oset (Cirsium arvense), lociku kompasovou (Lactuca serriola), mlé¢ rolni
(Sonchus arvensis), bodlak (Carduus), lopuch (Arctium), turan kanadsky (Conyza canadensis),
vydrol slune¢nice (Helianthus), ostropestice marianského (Silybum marianum), hrachu
(Pisum), starceky (Senecio), pampelisku lékatskou (Taraxacum officinale), rdesna (Persicaria),
tetluchu kozi pysk (Aethusa cynapium), lilek ¢erny (Solanum nigrum), blin ¢erny (Hyoscyamus
niger), regenerujici jeteloviny (Trifolium) a pelynék ¢ernobyl (Artemisia vulgaris).

Betanal Tandem spolehlivé ucinkuje proti Sirokému spektru dvoudé€loznych jednoletych
plevelu. Citlivé jsou zejména svizel ptitula (Galium aparine), merliky (Chenopodium), lebedy
(Atriplex), fedkev ohnice (Raphanus raphanistrum), hot¢ice rolni (Sinapis arvensis), lilek ¢erny
(Solanum nigrum), bazanka ro¢ni (Mercurialis annua), violka rolni (Viola arvensis), zemédym
Iékatsky (Fumaria officinalis), rdesna (Persicaria), hluchavky (Lamium), ptacinec zabinec
(Stellaria media), kokoska pastusi tobolka (Capsella bursa-pastoris), maky (Papaver), durman
obecny (Datura stramonium), bér zeleny (Setaria viridis). Méné¢ citlivé plevele jsou laskavec
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ohnuty (Amaranthus retroflexus), kopiiva zahavka (Urtica urens), psarka polni (Alopecurus
myosuroides), oves hluchy (Avena fatua), jezatka kufi noha (Echinochloa crus-galli), rdesno
pta¢i (Polygonum aviculare). Stemat Super spolehlivé ucinkuje proti svizeli pfitule, drchnicce
rolni (Anagallis arvensis), bazance ro¢ni (Mercurialis annua), kolenci rolnimu (Spergula
arvensis), rdesnum (Persicaria), ptacinci zabinci (Stellaria media), konopici napuchlé
(Galeopsis tetrahit) a merliku bilému (Chenopodium album). Méné citlivé plevele jsou
laskavce (Amaranthus), rozrazily (Veronica), mak vI¢i (Papaver rhoeas), zemédym lékaisky
(Fumaria officinalis), svlacec rolni (Convolvulus arvensis), chrpa modra (Centaurea cyanus),
lebeda rozkladita (Atriplex patula) a vydrol obilnin. Soucasny zvyseny zajem péstiteld a
spottebiteli o pohanku vytvafi nové moznosti pro vyzkumnou praci. Zejména je tieba fesit
otazku péstitelské technologie pohanky a zaméfit se na jeji slaba mista. Cilem nového vyzkumu
bude inovace péstitelské technologie pohanky v soucasné zemédelské praxi a zvySeni kvality
vysledného produktu zrna, ktery bude odpovidat vysokou jakosti potravinafskym parametrim.
Jednim ze slabych ¢lankt péstitelskych postupti je chemicka ochrana proti plevelim (Frydrych
a kol., 2016).

Material a metody

Pro ovéfovani biologické ucinnosti herbicidii v pohance seté (Fagopyrum esculentum) ve
dvouletém obdobi let 2019 a 2020 byly zalozeny maloparcelkové pokusy o vyméie parcely
10 m?. Vysevek pohanky ¢&inil 100 kg.ha, pro testovani byla vybrana odriida pohanky seté
'Zita'. Pohanka byla vyseta do bloku se ¢tyfmi opakovanimi pro jeden ptipravek. V roce 2019
a 2020 byl testovan piipravek Betanal Tandem v davkach 0,5 Lhata 1 L.Lhal (Gginné latky
phenmedipham 200 g.I* a ethofumesate 190 g.I'%), piipravek Stemat Super (G¢inna latka
ethofumesate 500 g.I"Y) v davkach 0,5 Lhata 1 L.ha? a ptipravek Lontrel 300 (u¢inna latka
clopyralid 300 g.I'') v davce 0,4 l.ha! a 0,8 l.ha. Do pokusu byla zafazena i neosetfena
kontrola.

Piipravky byly aplikovany v roce 2019 a 2020 ve fazi pohanky 3-5 list. Davka vody pro
piipravky ¢&inila 200 1.ha™t. Pozorovéni bylo provedeno ve dvou terminech, 14 dni po aplikaci
a mésic po aplikaci pfipravkil a zjisStovala se vizualni fytotoxicita po aplikaci (Tab. 1).
Fytotoxicita byla hodnocena vizudlné v % odhadem se zaméfenim na chlorézu a deformaci
rostlin. V tabulce Tab. 1 jsou uvedeny pramérné hodnoty odhadované fytotoxicity u rostlin po
aplikaci ptipravkl. Byl stanoven vynos zrna, hmotnost tisice semen a klicivost.

Tab. 1: Testované pripravky a davky pouZité v roce 2019 a 2020 (odhady v %0)

Varianta | Pripravek Davka Fytotoxicita Fytotoxicita
(.hat) za 14 dnt za 28 dnii
primér dvou let priumér dvou let

1 Kontrola

2 Betanal Tandem 0,5 5 0
3 Betanal Tandem 1,0 10 0
4 Stemat Super 0,5 5 0
5 Stemat Super 1,0 10 0
6 Lontrel 300 0,4 5 0
7 Lontrel 300 0,8 10 0
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Vysledky a diskuze

V soucasnosti neni v Seznamu povolenych ptipravki a pomocnych prostfedkii na ochranu
rostlin pro rok 2021 uveden herbicid pouZitelny do pohanky. (Petr a kol., 1997) udava na
zaklad¢é zkuSenosti péstiteltt v praxi v minulosti moznost pouziti ptipravkii pro postemergentni
aplikace do pohanky Racer 25 EC 1,2-2 kg.ha, Ramrod 5 kg.hat, Synbetan D 3 I.ha™ + Citowet
0,1 L.ha?l, Kusagard 1,5-2 kg.ha? a Fusilade 1,5-2 l.ha. Tyto pfipravky rovnéz nebyly
registrovany v metodikach pro zemédélskou praxi. Frydrych (2016) uvadi ovéteni selektivity
piipravki Garland Forte — . 1. propachizafop — 100 g.I* a Fusilade Forte 150 EC — . 1.
fluazifop-P-butyl — 150 g.I"" v roce 2015 a 2016 v pohance seté. Fytotoxicita u ptipravkl
Garland Forte a Fusilade Forte 150 EC v pohance nebyla prokazana ve sledovanych znacich
vynosu zrna a hmotnosti tisice semen v obou letech 2015 a 2016.

V roce 2019 a 2020 byl testovan ptipravek Lontrel 300 v davce 0,4 L.ha® a 0,8 I.ha, Betanal
Tandem v davkach 0,5 Lha™ a 1 l.ha a pripravek Stemat Super 0,5 Lha™ a 1 I.ha v pohance
seté. Aplikace probé&hla v obou letech 2019 a 2020 v prvni poloviné mésice Cervna.

Fytotoxicita u téchto ptipravka v rozsahu 5-10 % se projevovala mirnym zezloutnutim listi,
pokroucenim listii a niz§im vzrastem rostlin ¢trnact dnii po aplikaci u vSech oSetfenych variant.
Mésic po aplikaci piipravki pfiznaky fytotoxicity u nizSich i vySSich davek vymizely.
Hodnoceni fytotoxicity probéhlo v obou letech 2019 a 2020 v druhé poloving ¢ervna a v prvni
poloviné mésice Cervence.

Tab. 2: Vynos semene v roce 2019 a 2020 (kg.ha™)

2019 | Primér % na Prikaznost | 2020 | Pramér % na Prikaznost
(kg.ha) | kontrolu | na kontrolu (kg.ha®) | kontrolu | na kontrolu
1 1609 100,00 1 1811 100,00 ++
2 1780 110,66 ++ 2 1954 107,88 ++
3 1748 108,67 ++ 3 1942 107,20 ++
4 1792 111,38 ++ 4 1987 109,70 ++
5 1784 110,88 ++ 5 1 965 108,49 ++
6 1743 108,36 ++ 6 1939 107,07 ++
7 1734 107,82 ++ 7 1939 107,07 ++
Anova: md 0,05: 19,230 md 0,01: 26,164 Anova: md 0,05: 15,645 md 0,01: 21,286
++ vysoce prikazny rozdil + pritkazny rozdil

U pripravkia Betanal Tandem, Stemat Super a Lontrel 300 se neprojevila fytotoxicita ve
sledovaném znaku vynos semene (Tab. 2). Nejnizsi vynos v roce 2019 a 2020 byl zaznamenan
U neoSetfené kontroly.
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Tab. 3: Hmotnost tisice semen v roce 2019 a 2020 (g

2019 | Primér % na Prikaznost | 2020 [ Pramér % na Prikaznost
(9) kontrolu | na kontrolu (9) kontrolu | na kontrolu
1 26,91 100,00 1 28,27 100,00
2 27,72 103,01 ++ 2 29,06 102,78 ++
3 27,50 102,20 ++ 3 28,88 102,16 ++
4 28,22 104,89 ++ 4 29,50 104,32 ++
5 27,85 103,49 ++ 5 29,20 103,27 ++
6 27,48 102,12 ++ 6 28,98 102,48 ++
7 27,39 101,78 + 7 28,80 101,86 ++
Anova: md 0,05: 0,386 md 0,01: 0,525 Anova: md 0,05: 0,382 md 0,01: 0,519
++ vysoce prikazny rozdil + pritkazny rozdil
Tab. 4: Kli¢ivost semen v roce 2019 a 2020 (%)
2019 | Primér % na Prikaznost | 2020 [ Pramér % na Prikaznost
(%) kontrolu | na kontrolu (%) kontrolu | na kontrolu
1 97,00 100,00 1 98,25 100,00
2 98,75 101,80 ++ 2 99,25 101,02 ++
3 98,00 101,03 ++ 3 99,00 100,76 +
4 99,25 102,32 ++ 4 99,75 101,53 ++
5 99,00 102,06 ++ 5 99,50 101,27 ++
6 97,75 100,77 ++ 6 98,75 100,51 0
7 97,50 100,52 0 7 98,50 100,25 0
Anova: md 0,05: 0,524 md 0,01: 0,713 Anova: md 0,05: 0,681 md 0,01: 0,926
++ vysoce prikazny rozdil + prukazny rozdil

Vysledky vyzkumu byly zpracovany statistickou metodou Anova.

U piipravkd Betanal Tandem, Stemat Super a Lontrel 300 se neprojevila fytotoxicita ve
sledovaném znaku hmotnost tisice semen (Tab. 3) a kliCivost (Tab. 4) ve dvou zkuSebnich

Sv v

Sakaliene a kol. (2008) uvadi vysledky ovéfeni herbicidi Lontrel 300 s ucinnou latkou
clopyralid a herbicidu Betanal AM s¢innou latkou desmedipham a jejich kombinaci
V pohance seté. Autofi uvadi ucinnost vybranych herbicidnich variant na cilené plevele.
U pohanky byl hodnocen vliv oSetfeni u jednotlivych variant na pocet rostlin na metr ¢tvereéni,
vysku rostlin, hmotnost rostlin, po€et semen, vynos zrna a hmotnost tisice semen. Autofi zjistili,
7ze kombinace herbicidnich pfipravkdl vyznamné nezvySovaly vynos zrna pohanky oproti
neoSetiené kontrole. U samostatnych aplikaci clopyralidu a desmediphamu dochazelo
k navyseni vynosu zrna u n¢kterych davek ucinné latky. Vyzkum probihal ve 4 letech.

V roce 2021 na zaklad¢ vysledki vyzkumu v letech 2017-2020 byl podan Navrh na rozsifeni
povoleni na mensinova pouziti ptipravku na ochranu rostlin do mnozitelskych porostti pohanky
seté u herbicidnich piipravki Betanal Tandem, v davce 1 1.ha?, Stemat Super v dévce 1 L.ha™,
Lontrel 300 v davce 0,4 1.ha™®, Agil 100 EC v davce 1,2 l.ha! a Fusilade Forte 150 EC v d4vce
1,6 I.ha. Viechny herbicidy jsou uréeny pro postemergentni oSetteni ve fizi 35 listl pohanky
set¢ (BBCH 13-15). V publikaci jsou uvedeny vysledky vyzkumu fytotoxicity herbicidd
V pohance seté, a to piipravkl Betanal Tandem, Stemat Super a Lontrel 300. Publikace je uréena
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pro odbornou zemédélskou vetejnost. Soucasné jsou uvedeny v publikaci i pfipravky Agil 100
EC a Fusilade Forte 150 EC navrzeny pro minoritni pouziti z divodu kompletni informace o
pouziti herbicidli do mnoZitelskych porostii pohanky seté.

Zavér

Na zaklad¢ vysledkli vyzkumu nebyla prokazana fytotoxicita po pouziti ptripravki Betanal
Tandem v davce 0,5 Lhata 1 l.ha, Stemat Super v davce 0,5 I.hat a 1 I.ha %, Lontrel 300
v davce 0,4 Lha a 0,8 I.hal v pohance seté v roce 2019 a 2020 u sledovanych znaki vynos
zrna, hmotnost tisice semen a kli¢ivost. Pfiznaky fytotoxicity na rostlinach vymizely mésic po
aplikaci pripravkd. V roce 2021 na zakladé vysledkt vyzkumu v letech 2017-2020 byl podan
Navrh na rozSifeni povoleni na menSinovd pouZiti pfipravku na ochranu rostlin do
mnozitelskych porostti pohanky seté u herbicidnich ptipravki Betanal Tandem, Stemat Super,
Lontrel 300, Agil 100 EC a Fusilade Forte 150 EC. Vyzkum se zaméfenim na péstitelskou
technologii pohanky s testovanim novych herbicidi a kvalitativnich parametri zrna bude
pokracovat i V nasledujicich letech. V soucasnosti je pohanka péstovana bez oSetieni herbicidy,
existuji vSak plevele, které¢ je nutno eliminovat jiz v pocate¢nich stadiich vyvoje této plodiny.
Zvysené mnozstvi odbornych dotazii z fad zemédélské praxe na pouziti herbicidii v pohance
tuto skutecnost doklada.
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U¢innost vybranych silic druhi z ¢eledi Lamiaceae k patogenu
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Efficacy of selected essential oils of species from Lamiaceae family against
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Jilkova B.1, Vichova J.1, Pokorny R.1
Mendelova univerzita v Brné

Abstrakt

V laboratornich podminkach byla diskovou difuzni metodou testovana u¢innost vybranych silic
a jejich komponent k pektinolytické bakterii Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
a nasledné byla hodnocena minimalni baktericidni koncentrace (MBC) v tekutém médiu. Do
testli byly zatazeny silice maty, oregana, rozmarynu a komponenty carvacrol, menthon, thymol
prirodni a synteticky a jako kontrola byla pouzita silice ze skofice.

Vsechny testované silice a jejich komponenty vykazovaly antibakterialni u¢innost do
koncentrace 50 pl/ml. Zadny inhibiéni efekt vak nemély v koncentracich 10 a 5 pl/ml. U silic
Z oregana a skofice bylo dosazeno MBC jiz pti koncentraci 25 pl/ml, zatimco u silice z maty
byla MBC 100 pl/ml.

Kli¢ova slova: mokra hniloba, Solanum tuberosum, biologicka ochrana

Abstract

The effectiveness of selected essential oils and their components against the pectinolytic
bacterium Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum was detected by the disk diffusion
assay and subsequently the minimum bactericidal concentration (MBC) was evaluated in the
liquid medium under laboratory conditions. Essential oils from mint, oregano, rosemary and
components carvacrol, menthon and thymol (natural and synthetic) were included in the tests.
Essential oil from cinnamon was used as a control. All tested essential oils and their components
showed antibacterial activity up to concentration of 50 ul/ml. However, no inhibitory effect was
evaluated at concentrations of 10 and 5 pul/ml. MBC of essential oils from oregano and
cinnamon was achieved at a concentration of 25 ul/ml, while MBC of essential oil from mint
was 100 pl/ml.

Keywords: soft rot disease, Solanum tuberosum, biological control

Uvod

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) je spole¢né s dalSimi bakterialnimi
druhy Pectobacterium atrosepticum, Dickeya solani a Dickeya diathicola vyznamnym
patogenem bramboru, na némz zpiisobuje bakterialni ¢ernani stonku a mékkou hnilobu hliz.
Tento organismus je polyfagni a je schopen piezivat v pidé v rostlinnych zbytcich nebo
v rhizosféte kulturnich a plevelnych rostlin (Kiidela et al., 2002), proto je velmi dulezita
ochrana k zabranéni infekce hliz bramboru. V soucasné dobé& nejsou povoleny zadné ptipravky,
které by mohly byt vyuzitelné pro moteni proti bakterialnim patogeniim, predevsim do systému
ekologického zemé&dé€lstvi, proto se pozornost zaméfuje na vyuziti silic riznych druhti rostlin
nebo jejich jednotlivych purifikovanych slozek. Vici Pcc byly aéinné silice napt. z Myrtus
communis, Ferula gummosa, Artemisia dranunculus (Hajian-Maleki et al., 2021), Saturea
khuzistanica, Zataria multiflora (Hajian-Maleki et al., 2019) a Peganum harmala (Shaheen a
Issa, 2019).
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Cilem nasi studie bylo rozsifeni mozného spektra silic z druhu rostlin ¢eledi Lamiaceae,
pfipadné jejich komponent. Celkem bylo vybrdno osm pfirodnich latek se zndmymi
antimikrobialnimi G¢inky, a to silice z maty peprné (Mentha x piperita) (Guerra et al., 2014) a
komponent menthon, silice dobromysli obecné neboli oregana (Origanum vulgare) a
komponenty carvacrol a thymol ve formé& ptirodni a syntetické (Bozik, et al., 2017) a silice z
rozmarynu lékafského (Rosmarinus officinalis) (Mehrsorosh et al., 2014). Bozik et al. (2017)
a Bravo Cadena et al. (2018) prokézali silny baktericidni u¢inek u silice ze skofice
(Cynnymomum zeylanicum), coz bylo potvrzeno i nasimi piedeSlymi testy s Pcc. Na zakladé
této skutecnosti byla silice ze skofice zvolena jako standard do dalSich naSich pokust.

Material a metody

Diskova difuzni metoda (DDM)

Metodika vychazi z EUCAST (2021) s uzptsobenim pro podminky antibakterialniho vlivu
silic. Pro zajisténi optimalniho ristu byl kmen Pcc (CPPB 56, VURV Praha-Ruzyng)
kultivovan na King B médiu (HiMedia Lab.) pfi teploté 28 °C po dobu 48 h. Poté byla ve
fyziologickém roztoku pfipravena bakterialni suspenze o koncentraci 1,5.108 CFU/ml, coz
odpovida 0,5 McFarlandovy zakalové stupnice. Stanoveni bylo provedeno pomoci
denzitometru DEN-1 (BIOSAN).

Silice a jejich komponenty (M&H Mica a Harasta s.r.o., Sigma-Aldrich) byly fedény 96%
ethanolem s pfidanim Tween 20 pro lep$i homogenitu a pro ziskani zakladni koncentrace 100
ul/ml. Dalsi koncentrace (75, 50, 25, 10 a 5 pul/ml) byly pfipraveny ze zékladniho fedéni
piidanim sterilni destilované vody a Tween 20.

Na Petriho misky s Mueller Hinton agarem (MHA) (HiMedia Lab.) bylo pipetovano 100 ul
piipravené bakterialni suspenze a sterilni hokejkou rovnomérné rozetfeno. Po zaschnuti inokula
bylo pipetovano 7,5 ul roztoku silice o dané koncentraci na ¢tyfi disky sterilniho filtracniho
papiru o pruméru 6 mm, které byly na Petriho misce rovhomérné rozmistény do c¢tverce.
Inkubace probihala v termostatu pti 28 °C a po 24 h byly odecitany vzniklé inhibi¢ni z6ny.
Testovani probihalo ve tfech opakovanich, s ristovou kontrolou (disky se sterilni destilovanou
vodou) a ethanolem.

Vysledky byly statisticky zpracovany analyzou variance (ANOVA) a Tukey-HSD testem pii
hladiné vyznamnosti P < 0.05 (program STATISTICA 12).

Minimalni baktericidni koncentrace (MBC)

Metodika byla pievzata od Hajian-Maleki et al. (2021) a EUCAST (2003) a vyznamné
modifikovana dle testovanych podminek.

Ptiprava inokula probihala stejnym zptsobem jako u DDM, s tim rozdilem, ze byla bakterialni
suspenze pripravena v Mueller Hinton Broth (MHB) (HiMedia Lab.).

Ptirodni latky byly fedény totozné jako u DDM, nicméné jejich roztoky byly pfipraveny 1,1x
koncentrovanéjsi. U néslednych koncentraci byl k fedéni pouzit MHB.

Vzhledem ktekavosti silic a jejich komponent bylo zvoleno testovani v 0,2 ml
mikrozkumavkach, do kterych bylo pipetovano 135 pl roztoku pfirodni latky v danych
koncentracich a 15 pl inokula. Desticka s mikrozkumavkami byla zabalena do folie a
inkubovéna pfi teploté 28 °C s nepfetrzitym tfepanim pii rychlosti 100 rpm. Po 24 h byl
z mikrozkumavek odebran vzorek 10 pl, ktery byl pipetovan na plotny s MHA a inkubovéan pfi
teploté 28 °C dalSich 24 h. Prvni koncentrace, u které nebyl zjiStén rist bakterii, byla hodnocena
jako MBC.

Testovani probihalo ve ¢tyfech opakovanich, s kontrolou rlstu bakterie, kontrolou ¢istoty
média a ethanolem.
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Vysledky a diskuze

Diskova difuzni metoda

Vsechny testované silice a jejich komponenty vykazovaly antibakteridlni U¢innost do
koncentrace 50 pl/ml (Tab. 1). Zadny inhibiéni efekt viak jiz nemély v koncentracich 10 a 5
ul/ml. Pti25 pl/ml si a¢innost zachovala silice z oregana a komponenty silic carvacrol a thymol
ptirodni. Thymol synteticky, ktery si drzel podobnou az vys$si a¢innost jako thymol pfirodni,
mél pii koncentraci 25 pl/ml nevyznamny antibakteridlni vliv. Pii porovnani velikosti
inhibi¢nich zo6n vSech koncentraci se jako nejucinngjsi jevi komponenty silic carvacrol a thymol
pfirodni, ze silic poté oregano. U skupiny oregano, mata, rozmaryn a menthon bylo zajimavé
zjiSténi, ze antibakterialni efekt klesal se snizujici se koncentraci velmi pozvolna.

U silic a pfislusSnych komponent bylo zaznamenano podobné pilisobeni na bakteridlniho
patogena. U dvojice mata x menthon byl menthon lehce slabsi, u oregana x carvacrolu, thymolu
ptirodniho a syntetického byla naopak u¢innost lehce vyssi u testovanych komponent.

Tabulka 1. Inhibi¢ni zény testovanych silic a komponent a MBC v danych

koncentracich

SILICE KONCENTRACE SILICE (ul/ml) MBC (ul/ml)
100 75 50 25

Skofice 19,3 15,3' 12,6% 10,5¢df 25
Thymol 20,6/ 14,9' 10,3¢de 7,8% 50
ptirodni
Thymol 20,9/ 12,34€f 10,8%f 6,22 50
synteticky
Carvacrol | 19,0’ 14,39N 11,6%f 8,4 50
Oregano 15,0' 12,7% 11,7%f 8,5 25
Mata 14,8" 12,4¢ 11,20 6,0 100
Menthon 12,419 11,7%f 8,6 6,02 75
Rozmaryn | 12,0%f 10,3 8,7 6,02 50

Pozn.: Odlisna mala pismena uvnitf bunék indikuji prikazné rozdily (P < 0.05) podle Tukey-HSD testu. Inhibi¢ni
zony jsou méfeny v mm, teré¢ik (6mm) je zapocitan do vysledku. MBC — minimalni baktericidni koncentrace.

Silice a jejich komponenty byly hodnoceny také zvlast’ po jednotlivych koncentracich. Pti
koncentraci 100 pl/ml (Graf 1) byl viditelny vyznamny antibakterialni ucinek thymolu
ptirodniho, thymolu syntetického a carvacrolu, ktery byl srovnatelny se standardem silice ze
skotice. U koncentrace 50 pl/ml (Graf 2), coz byl hrani¢ni bod, pfi kterém m¢ély jesté vSechny
silice a jejich komponenty baktericidni vliv na Pcc, bylo dosazeno podobnych hodnot
inhibi¢nich zén silic, jejich komponent a standardu skofice s vyjimkou menthonu a rozmarynu.
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Graf 1. Srovnani jednotlivych silic a jejich komponent p¥i koncentraci 100 pl/ml

Silice; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(7, 16)=80,211, p=,00000
Dekompozice efektiv ni hy potézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehliv osti
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Pozn.: Inhibi¢ni zony jsou méfeny v mm.

Graf 2. Srovnani jednotlivych silic a jejich komponent pii koncentraci 50 pl/ml

Silice; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(7, 19)=11,836, p=,00001
Dekompozice efektiv ni hy potézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehliv osti
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Pozn.: Inhibi¢ni zoény jsou méfeny v mm.
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Minimalni baktericidni koncentrace (MBC)

Bylo zjisténo, Ze silice z oregana ma baktericidni U€inky jiz pii koncentraci 25 pl/ml, coz je
srovnatelné s MBC pro skofici (Tab. 1). U silice z rozmarynu a rovnéz thymolu pfirodniho,
thymolu syntetického a carvacrolu bylo dosazeno MBC az pti 50 pul/ml. Nejnizsi uc¢inek na Pcc
byl zaznamenan u silice z maty s MBC odpovidajici 100 pl/ml.

Bozik et al. (2017) potvrzuji vyznamny ucinek silice z oregana na Pcc a zarovei konstatuji, ze
samostatné komponenty carvacrol a thymol mély slabsi ucinek nez silice z oregana. Didry et
al. (1994) uvadi, ze carvacrol a thymol piisobi synergicky, coz by vysvétlovalo silngj$i ucinek
silice z oregana oproti carvacrolu a thymolu. Kachur a Suntres (2020) zdiiraznuji také moznost
vyuziti carvacrolu a thymolu pro desinfekci riznych produktii proti bakteridlnim patogentim
¢lovéka prenosnych potravinami.

Prieto et al. (2020) pii hodnoceni ucinnosti silic na puvodce aktinobakterialni obecné
strupovitosti bramboru Streptomyces scabiei zjistili vysokou tcinnost silic z tymianu a nizsi
ucinnost silic z oregana a maty. Naopak vysokou uCinnost silic z rtznych druhl a
mezidruhovych kfizencti rodu Mentha vici bakterii Rhizobium radiobacter a Pseudomonas
syringae pv. syringae vyhodnotili ve svych testech Schollenberger et al. (2018).

Niz8i antibakterialni u¢innost k Pcc byla v nasich testech zjisténa u silice z rozmarynu. Také
Alamshahi et al. (2010) uvadi, ze silice z rozmarynu ma mirné Géinky na Pcc. Oproti tomu
Bellumori et al. (2021) zjistili vysokou uc¢innost riznych komponent silice z rozmarynu na
bakterii Pseudomonas viridiflava.

Zavér

U vsech vybranych silic a komponent z rostlin ¢eledi Lamiaceae byly v laboratornich
podminkach prokazany baktericidni ucinky k bakterii Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum. Toto zjisténi je vyznamné pro nasledné testovani a rozsifovani spektra silic a
komponent, které by mohly byt vyuzitelné v oblasti ochrany rostlin v systémech ekologického
zemedelstvi.
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Vliv vybranych rostlinnych silic na riist mycelia houby
Rhizoctonia solani Kiihn, 1858

The effect of selected plant essential oils on mycelial growth of fungus
Rhizoctonia solani Kiihn, 1858

Kmoch M.%, Nevolova H.%, Jilkova B.%, Pokorny R.2, Vacek J.!

Y Vyzkumny ustav brambordisky Havlickiv Brod, s.r.o.
2Mendelova univerzita v Brné

Abstrakt

Houba Rhizoctonia solani je vyznamnym pidou pfenosnym patogenem bramboru. Pro jeji
eliminaci jsou vyuzivany syntetické fungicidy, které mohou mit fadu negativ. Ekologickou
alternativou jsou esencialni oleje (EO), silice, které jsou extrahované z aromatickych rostlin.
Cilem pokusu bylo vyhodnoceni vlivu vybranych rostlinnych silic (cinamaldehyd, carvacrol,
D-carvone, a-pinene a L-linalool) na riist mycelia R. solani. Pro tento i¢el byly provedeny in
vitro testy s pouzitim ¢istych EO o koncentraci 0, 100, 200, 400, 800 a 1600 ppm v kultiva¢nim
médiu a byla stanovena inhibice ristu mycelia. Mezi kontrolou a jednotlivymi koncentracemi
EO byly zjistény statisticky vyznamné rozdily. VSechny hodnocené EO mély vliv na inhibici
ristu mycelia. Antifungalni aktivita jednotlivych EO se vSak vyznamn¢ liSila. Nejsilnéjsi

cwwr

Klic¢ova slova: Rhizoctonia solani, esencialni oleje, antifungalni aktivita.

Abstract

The fungus Rhizoctonia solani is an important soil-borne potato pathogen. For its elimination
synthetic fungicides are used that can have many disadvantages. An ecological alternative are
essential oils (EO) extracted from aromatic plants. The aim of the trials was an evaluation of
the effect of selected plant essential oils (cinamaldehyde, carvacrol, D-carvone, a-pinene and
L-linalool) on mycelial growth of R. solani. For this purpose in vitro tests were performed using
pure EO in concentrations of 0, 100, 200, 400, 800 and 1600 ppm in the culture medium and
mycelial growth inhibition was determined. Statistically significant differences were found
between control and individual EOs concentrations. All evaluated EOs had an effect on
mycelial growth inhibition. However, the antifungal activity of individual EOs differed
significantly. The highest antifungal activity was recorded for carvacrol and cinamaldehyde,
the lowest one for a-pinene.

Keywords: Rhizoctonia solani, Essential oils, Antifungal activity.

Uvod

Rhizoctonia solani J.G. Kiihn, 1858 [teleom.: Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank) Donk,
Houba je patogen rostlin a saprofyt (Frank & Leach, 1980). Napada celou fadu plodin
hospodarského vyznamu po celém svété, véetné brambor, fazoli, rajcat, soji, jahod, tulipanu aj.
(Kotba et al., 2018; Lahlali & Hijri, 2010; Ismail & Ismail, 2011; Naher et al. (2014).
Onemocnéni bramboru vyvolava hlavné anastoméza skupiny 3 (AG-3), i kdyz brambor mutize
rovnéz infikovat nékolik dalsich skupin (AG-4, AG-5 a AG-9) [Anguiz & Martin, 1989; Balali
et al., 1995]. R. solani mize vyvolat zna¢né ztraty na vynosu brambor (Tsror, 2010). Na
bramboru zpisobuje kratce po vysadbé infekce klickt a stolonové a stonkové nekrozy a mize
vyrazné zpozdit vzchazeni rostlin. Stolonova infekce ovliviiuje pocet a velikost sklizenych hliz
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a pti vyssi infekcei celkové snizeni vynosu (1994; Hide et al., 1996). Na hlizach se mohou vyvijet
sklerocia R. solani, coz ma za nasledek vzniku tzv. vlo¢kovitosti hliz bramboru, ktera ovliviuje
kvalitu hliz a pisobi jako zdroj inokula (Banville, 1989). Sklerocia v pidé na organickém
materialu zUstavaji zivotaschopna po mnoho let (Tsror, 2010).

K zamezeni ztrat na vynosu zpusobenych R. solani se ¢asto pouzivaji chemické fungicidy.
Jejich intenzivni a nespravné pouzivani vedlo nejen k vyvoji rezistentnich patogent, ale i k
toxickym u¢inkiim na necilové organismy a k zvySeni kontaminace piidy (Arcury & Quandt
2003; Huang et al., 2012). Evropska unie prosazuje regulaci pouzivani fungicidia z divodu
jejich dopadu na ekosystém a nepiiznivych ucinkd, které mohou ptedstavovat pro ¢loveka.
(Sempere et al., 2021). Diky vySe popsanym skute¢nostem je tfeba hledat alternativni zptisoby
ochrany pied patogeny (Zubrod et al., 2019). Ekologickou alternativou syntetickych chemikalii
k omezovani patogenu jsou silice (esencialni oleje, EO) a jejich slozky s nizkou toxicitou
extrahované z aromatickych rostlin (Isman & Machial, 2006; Sempere et al., 2021). EO jsou
koncentrované, hydrofobni kapaliny obsahujici tékavé aromatické latky (komplexni smési
esterd, aldehydu, ketont, terpeni a dalsich tékavych sloucenin s nizkou molekulovou
hmotnosti) [Isman, 2000; Bakkali et al., 2008; Isman et al., 2011; Bergman et al., 2019). Slouzi
mj. k obrané proti bylozravym sktidcim a k prilakani opylovacu (Theis & Lerdau et al., 2003;
Tholl, 2006]. Silice s pesticidnimi u¢inky byly ziskany z rostlin riznych ¢eledi, napi. Apiaceae,
Asteraceae, Chenopodiaceae, Cupressaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Zingiberaceae,
Umbelliferae a Geraniaceae [Regnault et al., 2012; Ebadollahi & Jalali, 2015; Rajendran &
Sriranjini, 2008; Bahrami et al., 2016]. Ziskavaji se z riznych ¢asti rostlin, jako jsou kvéty,
pupeny, semena, listy, vétve, kara, dievo, plody a kofeny (Bergman et al., 2019). Kvili
ptirozenému pivodu jsou snadno biologicky rozlozitelné (Pavela, 2016). Rostlinné extrakty se
po staleti pouzivaji k nejriizné¢jSim ucelim (napf. tradi¢ni medicina, pramyslové aplikace,
kosmetika, konzervace potravin) kvili jejich antimikrobialnim vlastnostem, a protoze vétsina z
nich je zafazena do kategorie bezpe¢nych pro ¢lovéka (Busquet et al., 2005). Hlavni divody
pro pouziti esencialnich oleji jako antifungalnich latek je jejich ptirodni ptivod a mala Sance na
vyvoj rezistence patogeni. Maji minimalni nepfiznivy uéinek na fyziologické procesy rostlin a
prostiedi ve srovnani s jejich syntetickymi alternativami (Gnanamanickam, 2002).

Cilem pokusu bylo in vitro vyhodnoceni vlivu vybranych rostlinnych silic (cinamaldehyd,
carvacrol, D-carvone, a-pinene a L-linalool) na rist mycelia R. solani.

Material a Metody

Houby R. solani potiebné pro pokusy byly izolovany z pfirozené infikovanych hliz bramboru
vykazujicich typické piiznaky onemocnéni (sklerocia na slupce). Hlizy pochazely z Ceské
republiky (Ceskomoravska vrchovina). Sklerocia oddélena z hliz byla dezinfikovana v 70%
ethanolu po dobu jedné minuty, poté byla promyta sterilni destilovanou vodou a suSena na
sterilnim filtratnim papiru. Dezinfikovana sklerocia byla rozdélena na né€kolik kust a dale
kultivovana na PDA (Potato dextrose agar) médiu pii 25 £ 1 °C a byla provedena purifikace
izolovanych hub. Patogen byl potom na zakladé vlastnosti kultur, morfologickych a
mikroskopickych charakteristik identifikovan jako R. solani, jak popsal Sneh et al. (1991).
Antifungélni aktivita testovanych silic byla stanovena za pouZiti techniky inhibice radidlniho
rastu mycelia. Pro pokusy byly vybrany ¢isté ptirodni EO cinamaldehyd (>95%, natural),
carvacrol (99%, natural), D-carvone (>96%, natural), a-pinene (98%) a L-linalool (>95%,
natural) [Sigma-Aldrich, Némecko]. Testované EO byly fedény 96% etanolem (100 ul oleje v
1 ml ethanolu) s naslednym piidanim par kapek Tweenu 20 [0,01% (v/v)] k dokonalému
rozptyleni v médiu. Pfislusny objem rozpusténé silice byl pfidan do sterilizovaného PDA média
(o teploté 40—45°C) pro ziskani kone¢né koncentrace 0-1600 ppm. Po dostate¢ném promichani
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byly vysledné roztoky PDA okamzité nality do Petriho misek (20 mI/PM) o priméru 9 cm. Po
ztuhnuti Zivné piidy byl pomoci korkovrtu vykrojen agarovy disk s inokulem houby (o priméru
6 mm) z mladé kultury a umistén do stfedu Petriho misek, které byly nasledné utésnény
parafilmem. Od kazdé varianty koncentrace byly pfipraveny tii opakovani a PM byly
inkubovany pti 25+ 1 ° C po dobu tfi az pét dnti, dokud rist mycelia na kontrolach (PDA bez
EO) nedosahl okraje PM. Potom byl zméfen primér kolonii jednotlivych variant pokusu (v
mm) a byly vypocitany parametry inhibice rustu mycelia. MGI (inhibice ristu mycelia) byla
vypocitana pomoci nasledujiciho vzorce (Albuquerque et al., 2006): MGI (%) = [(DC -
DO)/DC] x 100

DC: Radialni rast mycelia kontroly (mm) — primér kolonie houby neosetiené EO

DO: Radialni rist mycelia (mm) — primér kolonie houby osetfené EO

Statistické vyhodnoceni pokusu bylo provedeno pomoci analyzy rozptylu (MS Excel).

Vysledky a diskuze

V laboratornich in vitro experimentech byl testovan vliv vybranych rostlinnych esencialnich
oleju pii ruznych koncentraci na inhibici rastu mycelia R. solani. Z vysledku vyhodnoceni
pokustt vyplyva, ze vSechny hodnocené silice mély antifungalni aktivitu (obr. 1). Mezi
kontrolou a jednotlivymi koncentracemi silic byly zjistény vyznamné rozdily. Antifungalni
aktivita jednotlivych EO se vSak vyznamné liSila. Nejvyssi antifungalni aktivita byla
zaznamenana u carvacrolu a cinamaldehydu (obr. 2), které zplsobily jiz pfi koncentraci 100
ppm inhibici ristu mycelia R. solani 100 %, respektive 59,0 %. Carvacrol mél 100% G¢innost
pii vSech koncentracich. Vysledky se shoduji s pracemi jinych autori. Dobrou antifungélni
aktivitu carvacrolu publikoval Sempere et al. (2021). Carvacrol je monoterpenoidni fenol s
vyraznou antifungalni aktivitou, ktery byl izolovany napiiklad z oregana (Origanum vulgare),
majoranky (Origanum majorana) a tymianu (Thymus sp.) [Vincenzi et al., 2004].
Antimykotickou aktivitu cinamaldehydu proti R. solani popsal (Xie et al., 2017). Vynikajici
inhibi¢ni G¢inek cinamaldehydu na R. solani a Fusarium solani publikoval (Lee et al., 2005).
Podle Shreaz et al. (2016) cinnamaldehyd inhibuje bakterie, kvasinky a vlaknité houby
prostiednictvim inhibice ATPaz, biosyntézy bunétné stény a zmeény struktury a integrity
membrany. Cinnamaldehyd je viskozni organickd fenolicka slouCenina poskytujici
charakteristickou chut’ a vlni skofice. Nachazi se v ktite skoticového stromu a dalSich druht
rodu Cinnamomum. Skoficovy olej EO muze obsahovat az 90 % cinnamaldehydu (Guzman,
2014). Ug¢innost L-linaloolu a D-carvonu byla oproti carvacrolu a cinamaldehydu niZsi.
Nejniz$i antifungélni aktivita byla zaznamenana u a-pinenu (obr. 3), kdy pfi koncentraci 1600
ppm byla zjisténa pouze 76,1% inhibice. Kromé a-pinenu mély v§echny hodnocené silice 100%
ucinek jiz pti 400 ppm.
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Obr. 1 Primérna inhibice riustu mycelia R. solani pii aplikaci EO o koncentraci 0-1600 ppm
/7 N\

Inhibice rdstu mycelia (%)

Koncentrace EO (ppm)

I carvacrol m D-carvone = L-linalool ® cinamaldehyd M a-pinene
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kontrola

Obr. 3 Inhibice riistu mycelia R. solani pfi aplikaci a-pinenu o koncentraci 0-1600 ppm
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Zavér

Pro zjisténi vlivu vybranych rostlinnych silic (cinamaldehyd, carvacrol, D-carvone, a-pinene a
L-linalool) na raGst mycelia R. solani byly provedeny laboratorni in vitro pokusy a byla
vyhodnocena inhibice ristu mycelia pii riznych koncentracich (0, 100, 200, 400, 800 a 1600
ppm v kultivaénim médiu). Mezi kontrolou a jednotlivymi koncentracemi silic byly zjistény
statisticky vyznamné rozdily. VSechny hodnocené silice mély vliv na inhibici ristu mycelia R.
solani. Antifungalni aktivita jednotlivych EO se vSak vyznamné lisila. Nejsiln€jsi antifungalni
aktivitu prokazal carvacrol a cinamaldehyd. U¢innost L-linaloolu a D-carvonu byla oproti
carvacrolu a cinamaldehydu nizsi. Nejnizsi antifungalni aktivita byla zaznamenana u a-pinenu.
Utinnost testovanych EO je nutné jesté ovéfit v poloprovoznich a provoznich podminkach, kde
by mohly byt aplikovany pied vysadbou brambor pro snizeni infekce rostlin houbou R. solani
béhem vegetacniho obdobi (kli¢eni a vzchazeni). V piipadé dostate¢né Géinnosti na infekci by
bylo mozné rostlinné silice vyuzit v ekologické produkci brambor pro moderni ochranu proti
R. solani, ktera je Setrna k Zivotnimu prostedi, udrzitelna a bezpecna pro ¢lovéka.

Dedikace

Piispévek byl zpracovéan s podporou projektu NAZV QK21010083 ,,Ekologickd ochrana
konzumnich brambor jako zdravé zeleniny proti vybranym plidou a sadbou pifendSenym
patogeniim*®.
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Citlivosti nosatciki rodu Apion k ac¢innym latkam insekticidi v letech
2018 — 2020

Results of susceptibility of laboratory testing of Apion weevils to the a.i. of
insecticides in 2018 — 2020

Kolarik P., Kolarikova K.
Zemédelsky vyzkum, spol. s r.o., Troubsko

Abstrakt

Byla testovana citlivost populaci nosatéika rodu Apion z vybranych lokalit Ceské republiky k
lambda-cyhalothrinem (8 populaci v roce 2018, 4 populace v roce 2019, 5 populaci v roce 2020)
a tau-fluvalinatem (5 populaci v roce 2020) a ptipravku Biscaya 240 OD (5 populaci v roce
2020) metodou IRAC ¢. 011 verze 3 a €. 021. Ve vSech letech pfevladaly vysoce citlivé
populace. Citlivé populace byly zjistény u nosatcika v roce 2018 na 4 lokalitach. Hodnoty LDso,
LDgo & LDgs odhadované pro testované populace se pohybovaly ve vSech pfipadech na velmi
nizké Grovni v porovnani s registrovanymi dadvkami u obou testovanych uc¢innych latek.
Klicova slova: rezistence; hmyzi $kidci; insekticidy; jetel lucni; nosat¢ici rodu Apion

Abstract

Sensitivity of Apion weevil populations from selected localities in the Czech Republic has been
tested by lambda-cyhalothrin (8 populations in 2018, 4 populations in 2019, 5 population in
2020 in weevils; and tau-fluvalinate (2 populations in 2019, 5 population in 2020) and Biscaya
240 OD (5 population in 2020) using IRAC # 011 version 3 and 021. Highly sensitive
populations were predominant in both years of testing. Sensitive populations were found for
Apion weevils in 2018 at 4 localities. The LDso, LDgo and LDgs values estimated for the test
populations in all years of monitoring were in all cases at a very low level compared to the
registered doses for all active substances tested.

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

Uvod

Nosatéici roku rodu Apion a Protapion jsou uvadéni jako nejvyznamnéjsi sktdci u jetele
lu¢niho (Kolaftik et al., 2012; Langer et al., 2008). V porostech mohou zptisobit vyrazné ztraty
na vynosu jetelového semene. Jejich larvy vyziraji bazalni ¢asti jetelovych kvitkli. Pro ochranu
se zde difive pouzivaly pfedevSim pouze pyrethroidni pfipravky (registrace Karate se Zeon
technologii 5 SC, u.1. lambda-cyhalothrin). U tohoto Sklidce se tak vyznamné zvysuje riziko
vyselektovani méng citlivé (rezistentni) populace k dané skupiné u€innych latek.

Rezistence (odolnost) je dle definice Svétové zdravotnické organizace (WHO) schopnost
¢lenovci piezivat davky insekticidi, které pisobi hynuti vétSiny jedincii normalni populace. Je
mozné kvantifikovat rezistenci populace z poméru hodnot: LDso pro sledovanou rezistentni
populaci a LDso pro kontrolni populaci. Jedna se o mnozstvi latky, po které uhynulo 50 %
testovanych zivocichl za 24 hodin po expozici (Hrudova, 2008). Rezistence viici insekticidim
jako projev je obvykle vysledkem kombinace nékolika mechanizmi rezistence a neni
jednoduché odlisit obzvlasté na fenotypové trovni (pfi hodnoceni projevu riiznym davkam
insekticidim) vlivy jednotlivych podilejicich se mechanismi v kvantitativnim smyslu
(Seidenglanz et al., 2009 b). V souvislosti s rezistenci hmyzich skidct vici pyrethroidim se
povazuji za dulezité pfedevSim dva mechanismy rezistence — ztrata citlivosti cilového mista a
metabolickd rezistence (Scott, 1991). Je mozné kvantifikovat rezistenci populace z poméru
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hodnot: LDsp pro sledovanou rezistentni populaci a LDsp pro kontrolni populaci. Jedna se o
mnozstvi latky, po které¢ uhynulo 50 % testovanych zivocichii za 24 hodin po expozici. Zkratka
je z anglického Lethal Dose, 50 % (Hrudova, 2008).

Cilem nasi prace bylo shromazdit a laboratorné otestovat populace hmyzich skidct viceletych
picnin (nosat&ici rodu Apion) z riznych péstitelskych oblasti Ceské republiky pro zjisténi
inicialniho (pocatecniho) stavu citlivosti k vybranym t¢innym latkdm.

Material a metody

Laboratorni metodou pouZzitou pro hodnoceni citlivosti k insekticidim byl lahvickovy test
(Adult vial test) doporu¢ovany organizaci Insecticide Resistance Action Committee (IRAC).
Pro pyrethroidy (lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate) je uréena 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 insekticidi se aplikuji do
sklenénych lahvi¢ek se znAmym vnitfnim povrchem (v na$em ptipadé: 37,97 cm?) ve velmi
nizkych koncentracich pomoci davkovacich pipet. Jako rozpoustédlo slouzi aceton. Cilem
aplikace je dosahnout rovnomérného pokryti vnitfnich stén testovacich lahvic¢ek ptisluSnou
davkou u¢inné latky: urcitd davka v pg .1./cm? povrchu lahvi¢ky odpovida urcité hektarové
davce. Mezi testovanymi ddvkami je zafazena i kontrola (= 0 pg 1.1./ cm?) a davka odpovidajici
davce registrované. U lambda-cyhalothrinu bylo testovano 6 riznych davek, u tau-fluvalinatu
pak 5 riznych davek. Ovétovana populace, resp. insekticid, byla kazda davka testovana ve tfech
opakovanich (= 3 lahvicky od kazdé davky).

Ptiprava lahvicek pted vlastnim testem: do testovaci lahvicky byl z pfislusného zasobniho
roztoku pfenesen 1 ml tekutiny. Lahvicky s roztokem byly bezprostfedné po aplikaci umistény
na otacejici se valecky rolleru. Po odpaieni acetonu zlstala na vnitinich st€énach rovnomérné
rozprostfena vrstva konkrétni uc¢inné 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 zaklade
charakteru reakci jsou brouci zafazeni 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 broukt v kategorii 1 a
pocet brouku v kategorii 2. Na zakladé podilu broukt v kategorii 2 je stanoveno procento
mortality pro jednotlivé davky a opakovani. Tyto hodnoty jsou vyuzity pro vyjadieni procent
ucinnosti a hodnot letalnich davek (LDsg, LDgoa LDgs). Pro jednotlivé sbéry (= populace) byly
stanoveny hodnoty u¢innosti pro jednotlivé testované davky (dle Abotta; 1925). K vyjadieni
hodnot letalnich davek (LDso9s v g 0.1./ha) je vyuzit software Polo Plus (LEORA software;
metoda probitova regrese). V piipad¢ pyrethroidi je na zakladé zaznamenanych vysledkil
populacim pfifazen urity stupen rezistence (resp. citlivosti) dle kategorizace uzivané v IRAC.

Vysledky a diskuze

Odebrané vzorky hmyzu (nosat¢ici rodu Apion) byly ziskany smykanim porostu jetele lu¢niho.
Z (ginnosti dosazenych 100% a 20% davkami vyplyva, Zze se v CR v ramci screeningového
testovani k pyrethroidu lambda-cyhalothrin v roce 2018 vyskytovalo 50 % populaci nosat¢ika
vysoce citlivych (stupei citlivosti 1) a 50 % populaci citlivych (stupen citlivosti 2). V roce 2019
a 2020 pak byly zaznamenidny pouze populace vysoce citlivé. Uinnost dosahovana
registrovanou davkou byla ve vétSing ptipada plné dostatecna (100 %), hodnoty LDgs jsou pro
vétSinu populaci v obou letech sledovani hluboko pod urovni registrované davky (7.5 g 0.1./ha).
Pouzivani lambda-cyhalothrinu v ochrané proti tomuto $ktidci v semennych porostech jetele
luéniho je tak na zaklad¢ laboratorniho testovani zcela ti¢inné. Zcela odlisna je situace u jinych
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druht hmyzich Skidct, napt. blyskackth nebo u mandelinky bramborové, kteti jsou k dané
iginné latce na uzemi Ceské republiky zcela resistentni (Seidenglanz et al., 2018; Kocourek et
al., 2018). Populace evropskych blyskackl pak vykazuji vysokou uroven rezistence proti
pyrethroidiim jiz nékolik let (Zimmer & Nauen 2011, Seidenglanz et al. 2014). Celkem bylo
k této latce v roce 2018 otestovano 8 ¢eskych populaci, v roce 2019 pak 4 ¢eské populace a
vroce 2020 5 Ceskych populaci. Podilové zastoupeni populaci a LDsg, LDgo a LDgs jsou
znazornény v tabulce 1 (rok 2018), v tabulce 2 (rok 2019) a v tabulce 3 (pro rok 2020).

Pro screeningového testovani k pyrethroidu tau-fluvalinate (tabulka 5) vyplyva, Ze se na tizemi
CR vyskytuji populace vysoce citlivé k dané 1.1. Na zakladé vysledka (tabulka 4) z roku 2020
se pro thiacloprid (Biscaya 240 OD) na tizemi CR vyskytovala 1 populace citliva a 4 populace
vysoce citlivé k dané u.l. Hodnoty LD davek se pro danou uc¢innou latku drzi na velmi nizké
urovni. Naproti tomu u blyskacki je patrné, ze 1 v pfipadé této latky minimdlni hodnoty LD
(LDso, LDgo) v prubéhu poslednich n¢kolika let rostou (Seidenglanz et al., 2014).

Tabulka 1: Vysledky testovani citlivosti ¢eskych populaci nosatéikt (rody Apion) na
estericky pyrethroid lambda-cyhalothrin v roce 2018

-y g koutakt. |

5 = < lab. o LD,
2| B e rezisten| LDso (z| CI |LDg (g| CI Dos CI

ol © obec 3 ncinnost ) ) (g
2 A 2 . cedle | nla) |(0.95)] alha) |(0.95)] (0.95)

20z % davky 1,5 RAC u.1/ha)

- G] gha (%)

23- . Ta
Nemeicky | +-049406N 10600 | 9333 2 | 033 |9 127 |98 187 | 112
1 1NOS 16.4983439E 047 2.64 4.48
29.171546IN 0.15- 0.77- 1.13-

Troubsk 100,00 | 9000 | 2 | 024 1,26 2,03
2 2nvos| SO 165119603 036 2.87 5.53
272 27 - - -
Liostrov | 022982 0000 | 9667 | 2 | 021 | %] oss |96 132 | 077
3 |3NOS 16.3320908E 031 1.90 3.35
18.8108578N 0.13- 0.42- 0.56-

4 |aNOS|  Bied 100,00 | 100,00 | 1 | 0,19 0,65 0,92
71165829650 027 1.36 2.26
_ [49.9771111IN 0.16- 0.44- 0.56-

,

s lsnog| VEVEoVER | 0| 10000 | 10000 | H ] 023 | 065 | 087 | TS
Zabichna |49.8822081N 0.16- 0.55- 0.75-

2 2
6 l6xos| Morave | 16.8972533E| 10000 | 9667 |2 | 0.23 500 086 )y Lo [ 125 50
NAmESH na | 49.6086564N 0.14- 0.49- 0.67-

2

- |nos| Hamé | 17.0875061 | 10000 | 10000 FEE 0200109 | 07T\ gy | L14 | 5 0g
2 - - -
Obomoue [49.5923169N| | 1 " T s 016 | e |95 (a5 | 074
8 |SNOS| Topolmy |17.1865311E 033 1.85 3.14

pramér 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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Tabulka 2: Vysledky testovani citlivosti ceskych populaci nosatéikt (rody Apion) na
estericky pyrethroid lambda-cyhalothrin v roce 2019

) kontakt.
o .9
g | 2 | lab. o
,)JD E S a¢T :
Z | 5| obec E deinnost |\ ictence| "0 @ |1 0.95) 2P0 O |ci (0,95)| “P%5 @ | (0,95)
2| & 2 davky |0 oac| @lha) G.1/ha) 0.1/ha)
s |2 4 1,5 gha [°°
= 6'5 ,5 gha
(%)
. |49.0469025N 0.139- 0.236- 0.270-
1 [iNOgNemeicky [T/ 7 oo | 10000 | 100,00 | 1 017 | Tos 028 | 7 038 | 00
49.2513472N 0.160- 0.316- 0.376-
2 |2N firek 1 1 1 41
O Javire 16.3703130E | 10000 | 100,00 |1 0.19 15206 041 15626 050 15 852
49.1758586N 0.139- 0.246- 0.284-
3 [3NOSTrowbsko |1 20 | 100,00 | 100,00 | 1 016 | 7o 030 | o 035 | o
48.9185539N 0.114- 0.461- 0.646-
4 |4aNOYTvoiihra 100,00 | 100,00 | 1 0,15 0,75 1,17
VOrAZ - 116.1267206E ’ ’ = 10.207 211 995 14013
ramér 100,00 | 100,00 017 043 0,59
median 100,00 | 100,00 0,16 0,35 0,43

Tabulka 3: Vysledky testovani citlivosti ceskych populaci nosatéiki rodu Apio na
estericky pyrethroid lambda-cyhalothrin v roce 2020

8 kontakt. ot
2| & 5 lab. 1 eziste| LD LD LD
2 2| opec = acinnost |~ | cl e | cl
ol 8 2 davky | 0 | © oo | O |ogm| O |09
z| g % 15 gha| 0 [i1ma) a.1/ha) @.1/ha)
© e ! IRAC
(%)

1 [INOS| lJivovi | 49.4021392N, | 100,00 | 100,00 1 0,25 |0,186-| 0,65 (0,4487 0,84 |0,5551
16.0966947E 0,346 1,263 1,893
2 |2NOS| Bfezejc | 49.3461975N, | 100,00 | 100,00 1 0,19 |0,115-| 0,68 [0,3951 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|Tvofihraz| 48.9194561N, | 100,00 | 100,00 1 0,22 |0,161-| 0,39 (0,2957 0,46 |0,3291
16.1288236E 0,287 1,388 2,317
5 |5NOS|Némcicky| 49.0469850N, | 100,00 | 100,00 1 0,17 |0,106-| 0,39 (0,2541 0,49 |0,308
16.5149911E 0,252 0,940 1,439
0
priimér 100,00 | 100,00 0,21 0,56 0,75
median 100,00 | 100,00 0,22 0,65 0,84
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Tabulka 4: Vysledky testovani citlivosti populaci nosatéiktii rodu Apion na estericky
neonikotinoid thiacloprid (Biscaya 240 OD) v roce 2020

° kontakt.
] ©
s r_Lr; _g lab. st.
% §_ obec ,g uéi?nost rezistenc| LDs, (g C1(0,95) LDgq (g C1(0,95) LDgs (g C1(0,95)
2 s 3 davky | edle |d.l./ha) a.1./ha) a.l./ha)
’“ 2 g 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 |9,478
3 INOS 49.0469850N, 2,082- 4,173- 4,936-
Némcicky [16.5149911E | 100,00 | 100,00 1 2,91 |4,884 6,60 (22,943 8,32 (36,619
48.9194561N, 2,403- 5,048- 6,059-
4 4ANOS Tvorihraz |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 5: Vysledky testovani citlivosti ceskych populaci nosatéika rodu Apion na
yrethroid tau-fluvalinate v roce 2020

) o] kontakt.
> 2 c st.
2 3 k] lab. rezistenc| LD, (g LDy (g LDys (g
% & obec 5 Géinnost 0% (ci(0,95), = [ci(0,95)] > [cI(0,95)
9 e 3 ) edle |u.l./ha) G.1./ha) 4.1./ha)
z 3 o davky 9.6 IRAC
= U] 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 9468 | 3,70 |15555
49.4021392N, 1,297- 2,201 2,478
2 2NOS  |Jivovi 16.0966947E | 100,00 | 100,00 1 1,68 [2,763 3,19 |16635 | 3,82 [28552
3 INOS 49.0469850N, 0,901- 1,728- 1,971-
Néméigky [16.5149911E | 100,00 | 100,00 1 1,23 [1,638 | 2,35 [6000 | 2,82 9,139
48.9194561N, 1,297 2,202- 2,479-
4 4NOS _ |[Tvofihréz |16.1288236E | 100,00 | 100,00 1 168 (2,754 | 3,19 [16401 | 3,82 28,062
49.3461975N, 1,147- 2,069- 2,352-
5 SNOS  |Bfezejc  [16.0937336E | 100,00 | 100,00 1 1,52 (2,278 | 3,59 [12,056 | 3,59 |20,105
primér 100,00 | 100,00 1,49 3,06 3,55
median 100,00 | 100,00 1,52 3,19 3,70
Zavér

V soucasnosti Ize v ramci chemické ochrany pouzit proti nosatéikim rodu Apion tyto
registrované piipravky: Karate se Zeon technologii 5 CS (G¢. 1. lambda-cyhalothrin 50 g/l) v
davce 0,2 I/ha a Mospilan 20 SP (u¢€. 1. acetamiprid — 20 %) v davce 150 g/ha (Anonymus,
2021). P11 aplikaci neonikotinoidnich ptipravki s kontaktnim a systémovym ucinkem dochazi
k prikaznému snizeni pocetnosti nosatcikl, jak z hlediska vyskytujicich se dospélcti, tak
nasledné i s mensim vyskytem larev v jetelovych hlavkach. U pyrethroidnich ptipravki je nutno
pro dosaZeni co nejefektivnéjSi ochrany dodrzovat spravné podminky pii vlastni aplikaci,
predevsim dbat na skute¢nost nizsi biologické ucinnosti téchto ptipravkil za vyssich dennich
teplot a UV zafeni, které Casto v obdobi aplikace, tj. konce ¢ervna a zacatku Cervence panuji
(Ma et al., 2012). Pro vyuziti v ekologickém zemédé€lstvi je mozné do jetele lucniho pouzit
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ptipravek Spintor (U€. 1. spinosad 240 g/l) v davce 0,4 1/ha (Anonymus, 2021). Kombinace
téchto registrovanych ptipravka s odlisnymi skupinami u¢innych latek hraje vyznamnou roli v
antirezistentnich strategii v ochrané proti danému $ktidci. Do roku 2020 nebyly na zakladé
laboratorniho testovani zaznamenany necitlivé populace nosat¢ik rodu Apion z porosti jetele
luéniho na uzemi CR.

Podékovani
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Dynamika populace bazlivce kukuri¢ného (Diabrotica virgifera virgifera
LeConte) na vybranych lokalitach jizni Moravy

Population dynamics of the corn rootworm (Diabrotica virgifera virgifera
LeConte) in selected localities of South Moravia

Kolaiik P., Kolaiikova K.
Zemeédelsky vyzkum, spol. s r.o., Troubsko

Abstrakt

Z monitoringu provadéného pomoci feromonovych lapaku typu Csalomon Pal v letech 2011 -
2020 byly ziskany a nasledné graficky stanoveny kiivky primérné denni pocetnosti bazlivct
na lapdk a den v obdobi od konce mésice ¢ervna do poloviny mésice zafi na vybranych
lokalitach jizni Moravy. Dle téchto udaji Ize ptedpokladat vyvoj pocetnosti na danych
lokalitach a optimalizovat tak ochranu pro minimalizaci jeho Skodlivosti pod stanovené
ekonomické prahy.

Kli¢ova slova: kukufice setd; monitoring; feromonovy lapak; bazlivec kukuti¢ny (Diabrotica
virgifera virgifera LeConte)

Abstract

From the monitoring performed using pheromone traps of the Csalomon Pal type in the years
2011 -2020, curves of the average daily abundance of basins per trap and day in the period from
the end of June to the middle of September in selected localities of South Moravia were obtained
and subsequently graphically determined. According to these data, it is possible to assume the
development of abundance in the given localities and thus optimize the protection to minimize
its harmfulness below the set economic thresholds.

Key words: maize; monitoring; pheromone trap; corn rootworm (Diabrotica virgifera virgifera
LeConte)

Uvod

Bazlivec kukuti¢ny (Diabrotica virgifera virgifera LeConte) je brouk patiici do celedi
Chrysomelidae, je velky 4—7 mm, zluté zbarveny s Cernymi krovkami. Samicky lze dobie
rozeznat od sameckll podle kratSich tykadel a tfi podélnych pruhii na krovkach. Hlavnim
rozliSovacim znakem je vSak sklerotizovany tutvar na zadecku, ktery je u sameckli mensi a
zaoblengjsi, zatimco u samicek je uzsi a delsi, vy¢nivajici z pod krovek (Kolafik & Rotrekl,
2008). Bazlivec kukuti¢ny prezimuje jako vajicko (Meinke et al., 2009). Ta jsou nakladena do
hloubky 15 cm, maximaln€ do 35 cm. Mortalitu vaji¢ek mize ovlivnit priibéh zimy, kdy se pfi
poklesu teplot na —10 °C a trvani mrazt asponi tyden snizi lihnuti larev az o 50 %. Pokud tyto
mrazy trvaji dva tydny, zvySuje se mortalita na 75 %. Pfi teploté pod —15 °C je mortalita az 96
% (Manasek, 2008). Hospodatské skody zpiisobuji jak larvy, tak i dospélci na kukufici, ale
vyskytujici se i na nékterych plevelnych rostlinach. Larvy v jarnim obdobi migruji ke kofentim
rostlin kukufice, kde zplsobuji pozerky. Pii silném napadeni dochazi k destrukci celého
kofenového systému rostliny, coz ma za nasledek vyvraceni rostliny ¢i ptimo jejich uhyn.
Dospélci se zivi bliznami a pylem, v pozdé€jSich vyvojovych fazich mize dojit i k napadeni
palic (mohou zptsobit nepravidelnou hluchost klasu) a listi kukufice, po odkvétu kukutice se
pak zivi na jinych rostlinach z c¢eledi hvézdnicovitych nebo tykvovitych (Toth, 2005).
Vhodnymi hostitelskymi rostlinami pro larvy jsou také travy — predevSim rizné druhy bért
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(Breitenbach et al., 2009). Pierce & Gray (2007) se zabyvali vyskytem dospélcti na bobovitych,
konkrétné s6ji ve srovnani s kukufici.

Jsou stanoveny ekonomické prahy Skodlivosti jak proti larvam, tak i proti dospélcim
(Anonymus, 2021). Prahy skodlivosti mohou byt ale t¢zko odhadnutelné a velmi zavislé na
teplotnich a vldhovych podminkach ro¢niku (Manasek, 2008).

Uvedeny ptispévek uvadi vysledky dlouhodobého monitoringu (sledovani) bazlivce
kukufi¢ného na vybranych lokalitach jizni Moravy s naslednym stanovenim primérné denni
pocetnosti (normalu) ziskanych z dat sledovani v letech 2011 — 2020.

Material a Metody

Pro monitoring bazlivce kukufi¢ného jsme vyuzivali feromonové lapace typu Csalomon PAL
(Ustav ochrany rostlin, Mad’arska akademie véd). K vlastnimu monitoringu zde slouZi
feromonovy atraktant lakajici k zachyceni samce bazlivce kukuii¢ného na lepovou desku.
K vlastnimu monitoringu vyuzivame feromonové lapaky, které byvaji pravidelné¢ vyménovany
dle potieby (vétsSinou z diivodu velkého zachytu jedincti na lepové desce a s tim souvisejici
ztrata jeji lepivosti) v ¢asovém intervalu 14-21 dni. Feromonovy lapak jsme instalovali na
jednotlivé lokality vétSinou v posledni dekadé mésice cervna do porosti kukutice do 5. az 6.
fadku od kraje porostu. V dlouhodobém sledovani byl monitoring zahajovan na pocatku lihnuti
dospélct, tj. od konce mésice Cervna do obdobi konce hospodaiskych skod, tj. zacatku zafi.
Odpocty dospélcti na lepovych deskéach byly provadény v cca tydennim intervalu.

Na zakladé udaju z vysledki monitoringu, ktery jsme provadéli v letech 2011 - 2020 jsme byli
schopni sestavit z tydennich odpoétii dlouhodoby primérny denni vyskyt bazlivce na lapak a
den na konkrétnich sledovanych lokalitdch (obr. 1). Mohli jsme tak vyjadfit poCetnost populace
v ramci uréitych oblasti pro: 1 - Troubsko; 2 - Zabgice; okoli 3 - Ném¢iéek (data z lokalit
Némcicky, Bratcice, Syrovice); 4 - oblast Hustopece (data z lokalit Uhercice, Strachotin) a 5 -
oblast Dolni Dunajovice (data z lokalit Dolni Dunajovice, Btezi). U porosti kukufic nebyla
provadéna cilena ochrana proti bazliveim v pribé&hu sledovanych let.

Obr. 1: Lokality monitoringu bazlivce kukuii¢ného (Diabrotica virgifera virgifera
LeConte) v letech 2011 - 2020
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Vysledky a Diskuze

Na lokalité Troubsko (graf 1), kde se data ziskavaly z porostu kukufice péstované v osevnich
sledech, se prvni bazlivci dlouhodobé vyskytuji ve vétsi mife az na pocatku mésice Cervence.
V dalsich cca 12 dnech sledovana populace v poc¢etnostech stagnuje s tim, ze od 19.8. nastava
prvni vrchol naletu, ktery vétSinou trva aZ do obdobi konce mésice ¢ervence. V tomto obdobi
jsou piekonany prahy Skodlivosti pro daného skiidce a mize byt aplikovan insekticid. Po
sniZzeni pocetnosti v mésici srpnu pak nastdva druhy vrchol naletu pohybujici se vétSinou
v obdobi 13. — 16.8. V naslednych terminech je pak populace na nizsi trovni s tim, ze narust je
opétovné zaznamenavan na zacatku druhé dekddy mésice zafi. Tato zvySend pocetnost miize
souviset s migraci bazlivcu z okolnich ploch kukufic, které byvajici ureny pro sklizen na silaz.
Celkova dosazena pocetnost je pro tuto lokalitu na velmi nizké denni Grovni v porovnani s
ostatnimi.

Graf 1: Priabéh vyskytu bazlivce kukuFi¢ného v porostu (¢erven — zaii) — dlouhodoby
normal - pro lokalitu Troubsko

Troubsko
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Pro lokalitu Zabéice (graf 2) jsou uvedena data z poéetnosti bazlivce, ktera byla zaznamenana
Z porostu kukufice pestované ve viceleté monokultufe (opakované stile za sebou). Prvni
vyskyty tak jsou jiz pozorovany na konci mésice Cervna ve velmi nizké pocetnosti. Ty pak
nasledné velmi razantné vzrustaji, a to od poloviny Cervence. Vrchol naletu je velmi vysoky
(od 50 jedinct bazlivct/lapék a den) s tim, ze nejvyssi pocetnosti byvaji zjistény od 23.7. do
29.7. V nasledujicim obdobi je pozorovan vyrazny pokles, ktery opét vzriusta v terminu od 11.8.
Jsou zde tak viditeln¢ zaznamenany dva vrcholy naletu pro tuto oblast sledovani. V dal§im
obdobi je typické sniZovani pocetnosti dospélcti az do doby ukonceni monitoringu v poloving
meésice zafi.
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Graf 2: Prabéh vyskytu bazlivce kukufi¢ného v porostu (Cerven — zafi) — dlouhodoby
normal - pro lokalitu Zab¢ice
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Graf 3: Prabéh vyskytu bazlivee kukufi¢ného v porostu (¢erven — zafi) — dlouhodoby
normal - pro lokalitu Némcicky
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Uvedené udaje z lokality Némcicky (graf 3) jsou ziskané z kukufice péstované v obou
systémech (monokultura i osevni postup) tak jako i v pfipadé¢ dal§ich dvou nasledujicich lokalit.
Geograficky je tato lokalita podobna s lokalitou Zabgice, a tak i prib&h naletu a celkové
pocetnosti v mésici Cervenci byvaji shodné. Vysledné denni zdznamy v mésici srpnu se

~Nro

pohybuji na niz§i Grovni s tim, Ze je potom sledovan vyznamny nartst na prelomu mésicti srpna
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a zafi. Vrcholy néletu jsou tak u této lokality porovnani s ostatnimi od sebe velmi vzdalené a
vysoké (v priméru 60 bazlivct na lapak a den).

Graf 4: Prubéh vyskytu bazlivce kukuFi¢ného v porostu (¢erven — zaii) — dlouhodoby
normal - pro lokalitu Strachotin
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Na lokalit¢ Strachotin (graf 4) byvé zjistén pocatek vyskytu dospélcii bazlivce velmi brzy a
z vysledkti naletd je pak nasledné patrny trvaly nartst az do zaznamenaného 1. vrcholu v obdobi
kolem 27.7. Po kratkodobém snizeni jsou pak zietelné dalsi 2 vrcholy ndletu, a to v obdobi
kolem 20.8. a 6.9. s naslednym razantnim snizenim pocetnosti. Podobny pribéh je pak zietelny
i pro lokalitu Dolni Dunajovice s nepatrné vys$imi zachyty na feromonovém lapaku (graf 5)
V jednotlivych terminech sledovani.

Graf 5: Prubéh vyskytu bazlivce kukufi¢ného v porostu (¢erven — zaii) — dlouhodoby
normal - pro lokalitu Dolni Dunajovice
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Na zacatku monitoringu bylo naSim cilem pfedevS§im potvrdit si pfitomnost bazlivce
kukuficného v provoznich polich kukufice na vybranych lokalitaich jizni Moravy. Od
pocatecnich velmi malych zachytl doslo k velmi vyraznému naristu pocetnosti (Kolafik &
Rotrekl, 2008). Dalsim cilem bylo zjistit, kdy se dospélci bazlivce objevuji ve zvysené mife.
V porovnani se Slovenskem ¢i Mad’arskem (Cagan, 2006; Mandsek, 2008) se bazlivci objevuji
relativné pozdé&ji, a to az v prvni dekdd¢é mésice Cervence. Meinke et al. (2009) uvadi prvni
vyskyty dospélct ve sttedni a vychodni Evropé koncem cervna a pocatkem cervence coz
potvrzuje 1 nase zjiSténi u monokulturné péstovanych kukufic, kde jsou bazlivci zaznamenani
mnohem dfive nez u kukufic péstovanych v osevnich sledech. Prvni vyskyty ovlivituje vice
faktorti, pfedevSim povétrnostni podminky v jednotlivych letech (teplota a mnozstvi srazek),
ale 1 dalsi faktory. Na zéklad¢ dlouhodobych vysledkd (monitoringu) z néaletu provadénych
v letech 2011-2020 pak byly sestaveny grafy naletu pro celkem 5 oblasti jizni Moravy.
Zamétili jsme se také na zjisténi vrcholu ndletli samct na feromonové lapaky. Z vysledka
vyplyva, Ze vrcholll na danych lokalitach je hned né€kolik. Prvni byva ve druhé dekad€ mésice
cervence, druhy v poloviné mésice srpna a tfeti pak v mésici zati. Meinke et al. (2009) uvadi
jako vrchol néletu mésic Cervenec. V ramci dvou odliSnych technologii péstovani kukufice
(monokultura a osevni postup) jsou pak potvrzeny rozdily v pocetnosti tak, jak uvadi Lemi¢ &
Bazok, (2010).

Zavér

Ze ziskanych dat monitoringu bazlivce kukufi¢ného provadéného v letech 2011 — 2020 Ize pro
vybrané lokality jizni Moravy stanovit optimdlni termin ochrany pro minimalizaci jeho
pocetnosti.

Podékovani 5
Vysledek byl ziskan za podpory MZe CR, institucionalni podpora MZE-RO1718
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Screening genotypii hrachu na odolnost k virim PEMV a PSbMV

Screening of pea genotypes for resistance to PMV and PSbMV viruses
Mackova H., Horacek J., Ludvikova M., Dostalova R.
Agritec Plant Research, s.r.o.

Abstrakt

K jedné z nejvyznamnéjSich virovych chorob vyskytujicich se v péstitelskych oblastech hrachu
patii virus mozaiky hrachu pfenosny semenem - Pea Seed-Borne Mosaic Virus — PSbMV.
Spolu s PSbMV se velmi ¢asto vyskytuje vyrastkova mozaika hrachu — Pea Enation Mosaic
Virus - PEMV. Ob¢ virdzy mohou zpusobovat vyznamné vynosové ztraty pievysujici i 50-
60 %. NaSim cilem bylo zmonitorovat pfevdznou vétSinu dostupnych odriid a linii hrachu
pomoci fenotypu, ELISA testli a PCR analyz na senzitivitu/rezistenci vici témto chorobam.
Klicova slova: ELISA testy, PCR analyza, fenotyp, senzitivita, rezistence

Abstract

One of the most important viral diseases occurring in pea growing areas is the Pea Seed-Borne
Mosaic Virus - PSbMV. Along with PSbMV, a growth mosaic of — Pea enation mosaic virus -
PEMV peas is very common. Both viruses can cause significant yield losses in excess of 50-
60%. Our goal was to monitor the vast majority of available pea varieties and lines using
phenotype, ELISA tests and PCR analyzes for susceptibility / resistance to these diseases.
Keywords: ELISA tests, PCR analysis, phenotype, sensitivity, resistance

Uvod

Jednou z velmi vyznamnych chorob hrachu je v soucastné dob¢ virus mozaiky hrachu pfenosny
semenem Pea seed-borne mosaic virus - PSbMV (Hampton a Mink 1975, Piakova et al. 2006).
Jedna se o typického zastupce rodu Potyvirus (¢eled’ Potyviridae). Chorobu poprvé popsal v
byvalém Ceskoslovensku Musil (1966), o rok pozdéji v Japonsku Inouye (1967), o dva roky
pozdé€ji byl zaznamenan v USA (Stewenson a Hagedorn, 1969). Typickymi pfiznaky infekce
hrachu timto virem je svinutka listil, zkraceni internodii, rizny stupenl zakrslosti infikovanych
rostlin, dale deformace kvéti a vyvoj malych deformovanych luski. Pfi¢inou snadného Sifeni
je ptenos semeny, ktery byl popsan u tak celosvétové vyznamnych plodin jako je hrach, ¢ocka
nebo bob. U vnimavych kultivarG hrachu se uvadi ptenos semeny az do 30 %, ale byly
zaznamenany piipady, kdy 90 % komercniho osiva bylo infikovano. Virus je pfirozené
pfenosny vektory, a to msSicemi nepersistentnim zptsobem, napf. Mysus persicae, Aphis
craccivora, A. fabae (Kvicala a Musil, 1973). V soucasnosti se rozlisuji ¢tyfi patotypy PSbMV
oznacované P1, P2, P3 a P4, ze kterych se v Evropé bézn¢ vyskytuje patotyp P1 a v minulém
roce byl potvrzen vyskyt patotypu P4 (Alconero et al. 1986, Ali a Randles 1997, Hjulsager et
al. 2002, Johansen et al. 1991, Provvidenti a Alconero 1988, Safarova et al. 2008). Rezistence
ke standardnim vyse uvedenym patotypiim PSbMV je zalozena recesivné geny sbm-1, sbm-2,
sbm-3 a sbm-4, které odpovidaji zminénym patotypiim PSbMV. Nejlépe je charakterizovan gen
sbm-1, ktery je lokalizovan na chromozému 6. Spolu s PSbMV se velmi Casto vyskytuje
vyrustkova mozaika hrachu PEMV — Pea enation mosaic virus, ob¢ vird6zy mohou zpiisobovat
vyznamné vynosové ztraty pievysujici 1 50 — 60 %. Vyristkovd mozaika hrachu se projevuje
napadenim list, deformaci Gponkt, tvorbou prisvitnych chlorotickych skvrn, na nichz se
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pozdéji vytvaii na spodni strané listové cepele vyristky (enace). Virulentnéjsi izolaty mohou
zpisobovat deformaci luskil, zkraceni internodii a zakrslost vegetacniho vrcholu. Virus
vyruskové mozaiky hrachu je v pfirod€ roz§ifovan perzistentné msicemi, zejména druhy Myzus
persicae, Acyrthosiphon pisum, Macrosiphum euphorbiae, Megoura viciae, Aphis gossypii,
Myzus portulacea, Macrosiphum avenae, Myzus circumfelxus, Aulacorthum solani,
Rhopalosiphum padi a Schizaphis graminum. Virus je snadno pfenosny mechanicky a
pravdépodobné i osivem.

Material a metody

V polnich podminkach byl v letech 2019-2021 zalozen pokus s odridami a liniemi hrachu.
Celkem bylo hodnoceno 282 polozek, které zahrnovaly registrované odriidy ze seznamu SDO,
Slechtitelské linie, zdroje rezistence k virovym a houbovym patogenim s deklarovanymi
vlastnostmi.

Hodnoceni fenotypu bylo provedeno u celého souboru, stejné tak analyzy ELISA testt.
U vybranych 65 genotyptli bylo provedeno testovani pomoci PCR testil. U jednotlivych polozek
byla molekularnimi metodami prokazovana rezistence ¢i senzitivita ke spektru chorob. Pouzity
byly molekuldrni markery pro detekci rezistence/senzitivity k obéma vir6zam: PSbMV
patotypu 1 (Smykal et al., 2011) a PEMV, kde je pomoci metody PCR 98,7% spolehlivost
predikce (Jain et al., 2013).

Metoda ELISA - Detekce PEMV a PSbMV

Detekce obou rostlinnych virG byla provedena metodou DAS-ELISA (Double Antibody
Sandwich Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Pro tento ucel byly vyuzity komercni
soupravy PSbMV Complete Kit (Loewe, Némecko) a PEMV Complete Kit (Loewe, Némecko).
Soupravy obsahovaly mikrotitracni desticky, roztoky specifickych protilatek 1 veskeré
chemikalie pro ptipravu pufrii. Detekce probihala ve formatu 96 jamkovych mikrotitraénich
desti¢ek. V prvnim kroku byla na povrch jamek imobilizovana specificka protilatka, inkubace
s roztokem protilatky probihala po dobu 4 hod pii 37 °C. Mezitim byly pfipraveny vzorky.
Odebrané vzorky listd byly ru¢né homogenizovany ve vzorkovém pufru v 1,5 ml
mikrozkumavkach pomoci jednorazovych plastovych homogenizatori. Druhym krokem po
promyti mikrotitratni desky promyvacim pufrem byla inkubace se vzorky, ktera probihala pies
noc pii 4 °C. Ve tietim kroku byly jamky inkubovany roztokem konjugétu specifické protilatky
a alkalické fosfatazy po dobu 5 hod pti 37 °C. V ptipad€ pfitomnosti antigenu (Castice viru)
doslo navazani konjugatu na antigen a k vytvoreni sendvice. Ve ¢tvrtém kroku byl do jamek
ptidan chromogenni substrat (4-nitrofenyl fosfat), ktery byl alkalickou fosfatazou pfeménén na
Zluty 4-nitrofenol. Zluté zbarveni bylo zméfeno spektrofotometricky pii 405 nm pomoci ELISA
readeru VersaMax (Molecular Devices, USA). VSechny promyvaci kroky byly provedeny na
promyvacce Dynawash (Dynex, CZ). Pozitivni a negativni kontrolni vzorek byly soucasti
soupravy.

IZOLACE DNA

Listy rostlin byly homogenizovany v kapalném dusiku a pomoci Isolate 11 Genomic DNA Kit
(Bioline Meridian Bioscience) z nich byla izolovana genomova DNA dle protokolu vyrobce.
DNA ziskand z pfiblizné 100 mg materidlu byla rozpusténa ve 200 pl eluéniho pufru a
zamrazena.

PCR
PCR probihala v termalnim cykleru Mastercykler Gradient (Eppendorf, Némecko) v objemu
15 pl v 0,2ml zkumavkach (TreffLab, Svycarsko).
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Slozeni reakéni smési bylo: 20-50 ng DNA, 1x Dream Taq PCR buffer, 100 uM kazdého
nukleotidu, 0,4 uM kazdého primeru a 1 U Dream Taq polymerazy (Fermentas, Litva).
Produkty PCR reakce byly rozdéleny na 1,5% agarézovém gelu (Serva, Némecko) barveném
ethidium bromidem, nasviceny UV svétlem a nasniméany.

Vysledky a diskuze

Ptirozeny infek¢ni tlak vir6z je v poslednich letech velmi vysoky, pfitomnost virti na rostlinach
hrachu zplsobuje zdvazna onemocnéni. Pfi hodnoceni symptom, které jsou u PEMV velmi
dobfte rozpoznatelné, byly provedeny i detekce virti pomoci metody ELISA, kdy byly odebirany
listy, na kterych byly typické chlorozy a deformace. Pfiznaky PSbMV byly méné
rozpoznatelné, nebot’ vétsSina hodnocenych odrid a slechtitelskych linii je semi-leafless a
typické ptiznaky svinovani listli nejsou znatelné, jsou viditelné az na semenech sklizené¢ho
hrachu. Bylo zjisténo, Ze pti hodnoceni fenotypu se potvrdila ptitomnost virat PEMV i PSbMV.
Pro zptesnéni bylo v letech 2020 a 2021 analyzovano 65 vzorkl hrachu metodami ELISA a
PCR na senzitivitu/rezistenci vi¢i virim PEMYV a PSbMV. Vysledky polniho hodnoceni nejsou
z nedostatku prostoru v tomto ¢lanku uvedeny. Vysledky testi ELISA a PCR jsou uvedeny
v tabulkach 1-6. Hodnota 1 znamena, Ze dany vzorek vykazoval pti hodnoceni ELISA pozitivni
reakci. Vzorek byl napaden virem PEMV respektive PSbMV. Hodnota 0 znamena, ze dany
vzorek nevykazoval pii hodnoceni ELISA pozitivni reakci. Testy ELISA probéhly ve dvou
letech ve dvou opakovanich, prvni opakovani je znaceno IA, druhé opakovani je znaceno IB.
Vzorky na analyzu byly odebrany vzdy z totozné rostliny v ¢asovém rozmezi 14 dnt. Oznaceni
S pii hodnoceni metodou PCR znamena, Ze vzorek je k chorobAm PEMV a PSbMV senzitivni,
R je k chorobam PEMYV a PSbMV rezistentni. Z dizajnu pokusu vyplyva, Ze pokud se na dané
lokalité¢ vyskytlo virové onemocnéni, coz bylo ziejmé nejen z polniho hodnoceni, ale i
z vysledkli ELISA testl, je jasné, Ze choroba se Sifila po celém porostu (viz vySe — zplsob
ptenosu choroby).

Tab. 1 Vysledky testi ELISA a PCR u sledovanych vzorkii v letech 2020 a 2021 v pripadé
senzitivity u PCR a negativni reakce u testiit ELISA pro virus PEMV

PEMV ELISA 2021| ELISA| 2020 2021
vzorek |odruda/linie 1A IB 1A IB PCR PEMV
AGT 213.13 S
AGT 2114
AGT 205.21
1LWT

1LM

3LM

Raport
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AGT 2018.37
AGT 2018.32
AGT 2018.14
AGT 209.1
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[HEN
w
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OO0 0O|0O|0O|0O|O0|0O|0O |0 |0 |o
O 0O0O0O0O|0O|O0O 0|0 |0 |0 |0 |0 |Oo
O 0O0O0Oj0O|0O|0O|0O|O|O|O|O |O|O
DML nILILLILLInMInmLmnmm

[EEN
N
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15]46 0 0 0 0 S
16 | 6957 0 0 0 0 S
177647 0 0 0 0 S
188044 0 0 0 0 S

Z vyse uvedenych vysledki je patrné, Ze pro virové onemocnéni PEMYV se u 18 odrad/linii
nepotvrdila korelace mezi PCR testy a analyzou pomoci ELISA testd. Tyto odridy/linie
nevykazovaly v polnich podminkach Zadné znamky napadeni virézami, i pfesto, ze jsou dle
hodnoceni PCR testd k virovym chorobam senzitivni viz tab. 1.

Ve 35 ptipadech vysla PCR analyza u senzitivnich rostlin v souladu s vysledky ELISA testt.
U testovanych odrid/linii bylo ELISA testy hodnoceno siln€ pozitivné 20 vzorkd, u odrid/linii
7446, 7446 skl., 7395, Highlight, Saxon, 3 LWT, Cracker Jack, Natura, Terno, Lasso, Prophet,
Boxer, Astronaut, Gambit a Audit bylo ELISA testy hodnoceno pozitivhé pouze jedno
opakovani.

Tab. 2 Vysledky testi ELISA a PCR u sledovanych vzorkii v letech 2020 a 2021 v pripadé
rezistence u PCR a negativni reakce u testit ELISA pro virus PEMV

PEMV ELISA 2021| ELISA| 2020 2021
vzorek |odrada/linie IA IB IA IB PCR PEMV
1| AGT 2018.26 0 0 0 0 R
2| B 99/100 0 0 0 0 R
3|B 99/103 0 0 0 0 R
4|B 99/104 0 0 0 0 R
5|B 99/108 0 0 0 0 R
6|B 99/112 0 0 0 0 R
7/B 99/116 0 0 0 0 R
8|B 99/118 0 0 0 0 R
9| AGT 206.5 0 0 0 0 R
10 | AGT 212.11 0 0 0 0 R

V ptipad¢ rezistentnich linii byla testy ELISA potvrzena 100 % rezistence v 10 analyzovanych
vzorcich viz tab. 2.

Tab. 3 Vysledky testiit ELISA a PCR u sledovanych vzorki v letech 2020 a 2021 v pripadé
rezistence u PCR a pozitivni reakce u testi ELISA pro virus PEMV

PEMV ELISA | 2021] ELISA] 2020 2021
vzorek | odriida/linie IA IB IA IB PCR PEMV
1| AGT 2018.17 1 1 0 1 R
2|AGT 201813 [l 1 0 0 R

Pouze ve dvou piipadech se hodnoceni napadeni rostlin virem PEMV testy PCR a ELISA testy
neshodovalo. Jednalo se o linie AGT 2018.17 a AGT 2018.13. Testy PCR prokazaly rezistenci
vucéi PEMV napadeni, ale testy ELISA prokazaly u zminénych rostlin senzitivni reakce
viz tab. 3.
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V ptipad€ virového napadeni PSbMV byla u 29 vzorkd prokazana senzitivita k tomuto
patogenu. U 12 vzorkid bylo napadeni rostlin chorobou prokazano jen slabé — jedno méteni
Z dvouletého pokusu ve dvou opakovanich. U zbylych 17 ptipadi korelovalo napadeni rostlin
hodnocenych pomoci ELISA testt se senzitivitou prokdzanou PCR testy.

Tab. 4 Vysledky testi ELISA a PCR u sledovanych vzorkii v letech 2020 a 2021 v pripadé

senzitivity u PCR a negativni reakce u testiit ELISA pro virus PSbMV

PSbMV

ELISA

2021

ELISA

2020

2021

vzorek

odruda/linie

1A

IB
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1B

PCR
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ASTRONAUTE

TERNO

VELVET

CRACKER JACK

1LWT

3LWT

SAI1ON

O 0N |01~ W(N (-

AGT 209.27

[HEN
o

46

[
=

AGT 209.27

O OO0 0O0|0O00|O|O
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O OO0 0O0|0O0O0|O|O

O OO0 0|0O0O0|O|O
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PCR testy prokazaly senzitivitu u 11 odrid/linii hrachu u kterych se vSak napadeni PSbMV

testy ELISA neprokazalo viz tab. 4.

Tab. 5 Vysledky testi ELISA a PCR u sledovanych vzorki v letech 2020 a 2021 v pripadé

rezistence u PCR a pozitivni reakce u testit ELISA pro virus PSbhMV

PSbMV ELISA | 2021 ELISA| 2020 2021
PCR
vzorek | odriida/linie 1A 1B 1A 1B PSbMV
1| BOXER 0 1 R
2| Highlight 1 1 1 0 R

Naopak u dvou vzorka — Boxer, Hightlight bylo napadeni PSbMV prokézano i ptesto, ze dané

linie by mé&ly byt viici PSbMV dle zjisténi PCR testl rezistentni viz tab. 5.
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Tab. 6 Vysledky testii ELISA a PCR u sledovanych vzorki v letech 2020 a 2021 v pripadé
rezistence u PCR a negativni reakce u testii ELISA pro virus PSbMV

PSbMV ELISA 2021 | ELISA| 2020 2021
PCR

vzorek |odruda/linie 1A IB 1A IB PSbMV
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AGT 213.13 R
AGT 2114 R
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Rezistence prokazand pomoci PCR testi byla potvrzena u jedné odriidy a 22 linii hrachu. To
korespondovalo s vysledky ELISA testt viz tab. 6.
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Tab. 7 Vysledky testii ELISA a PCR u sledovanych vzorki v letech 2020 a 2021 v pripadé
rezistence u PCR a negativni reakce u testii ELISA pro viry PEMV a PSbMV

PEMV |PSbMV ELISA 2021| ELISA| 2020 2021 2021
PCR PCR

vzorek |odrida/linie IA IB IA IB PEMV PSBMV
1| AGT 2018.26 0 0 0 0 R R
2| B 99/100 0 0 0 0 R R
3|B 99/103 0 0 0 0 R R
4|B 99/104 0 0 0 0 R R
5|B 99/108 0 0 0 0 R R
6B 99/112 0 0 0 0 R R
7B 99/116 0 0 0 0 R R
8|B 99/118 0 0 0 0 R R
9|AGT 206.5 0 0 0 0 R R
10| AGT 212.11 0 0 0 0 R R

U 10 linii byla PCR testovanim prokazana rezistence k virovym onemocnénim PEMV a
PSbMV. Tyto linie soucastn€ nevykazovaly Zadné symptomy nakaZeni ovétené ELISA testy
viz tab. 7.

Zavér

V pribéhu let 2020 a 2021 byly provedeny vstupni screeningové PCR a ELISA testy na zjiSténi
senzitivity/rezistence odrid/linii hrachu k virovym chorobam PEMV a PSbMV u 65 genotypt.
ELISA testy byly provedeny u 282 polozek. Z nasich vysledki je ziejmé, Ze u 10 linii byla PCR
testovanim prokazana rezistence k virovym onemocnénim PEMV a PSbMV a zkoumané linie
souCastné nevykazovaly zadné symptomy nakazeni oveéfené ELISA testy. Tyto informace
budou vyuzity ve Slechténi novych odrid na rezistenci proti virovym onemocnénim PEMV a
PSbMV.

V nasledujicich letech bude probihat navazujici screening odrtd a linii hrachu, jak téch, které
jsou bézn¢ komercné dostupné tj. odrid ze Seznamu doporucenych odriid (SDO) polniho
hrachu, zdroju rezistence s deklarovanymi vlastnostmi, tak odrid nekomercnich napf.
uchovavanych v depozitu genové banky, az po nové Slechtitelské linie, které mohou mit znacny
potencial v nasledném komercnim vyuziti zejména pro své prvotiidni vlastnosti tykajici se
odolnosti proti virovym chorobam.
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Dynamika hospodarsky vyznamnych vyskyti mandelinky bramborové
(Leptinotarsa decemlineata) v bramboru v Ceské republice
v letech 1945-2020

Dynamics of economically significant occurrences Colorado beetle
(Leptinotarsa decemlineata) in potatoes in the Czech republic
in the years 1945-2020
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Abstrakt

Mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata) je nejvyznamnéj$im Zzravym Skidcem
brambor v Ceské republice. Poprvé se vyskytla v okoli Chebu v roce 1945. Nasledné se
piiblizn¢ béhem 15 let rozsifila na celé jeji uzemi. V piispévku je sledovdna dynamika
hospodarsky vyznamnych vyskyta v letech 1945-2020. Soucasn¢ jsou také uvedeny moznosti
dynamiky rozvoje hospodaisky vyznamnych vyskytl vzhledem k podminkdm péstovani
Vv zé&vislosti na klimatickych zménéach.

Klic¢ova slova: oblasti péstovani, teplota vzduchu, skudci brambor, hospodarské skody

Abstract

The potato beetle (Leptinotarsa decemlineata) is the most important carnivorous pest of
potatoes in the Czech Republic. It first appeared around Cheb in 1945. Subsequently, it spread
over its entire territory in about 15 years. The paper examines the dynamics of economically
significant occurrences in the years 1945-2020. It also includes the possibilities of the dynamics
of the development of economically significant occurrences with respect to growing conditions
depending on climate change.

Keywords: growing areas, air temperature, potato pests, economic damage

Uvod

Mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata) je hospodatsky nejvyznamnéj$im zravym
skiidcem bramboru v Ceské republice. Skody Zirem listi, stonkil, nékdy také hliz vyénivajicich
Z brazd zpusobuji dospé€lci a také vSechny larvalni stadia. Pfi kalamitnim vyskytu muze
zpusobit holozir a nasledné vyznamné sniZzeni vynosu. Larva mandelinky spotfebuje béhem
celého vyvoje 40 cm? a daldich 10 cm? listové plochy denné spoticbuje dospélec
(HAUSVATER, DOLEZAL, 2014; RASOCHA et al. 2004; VOKAL et al., 2013). V Ceské
republice zpiisobuje hospodaisky vyznamné Skody zejména v teplejSich rano bramboraiskych
oblastech na jizni a jihovychodni Moravé a v Polabi, kde ma i dvé Gplné generace. Jeji vyskyt
je zavisly na piiznivych podminkéch pro pirezimovani. Toto je podminéno dostatkem potravy
na podzim a prubé¢hem zimy. Nejlépe piezimuje v pis€itych pidach a méné proménlivych
teplotnich a vlhkostnich podminkach. Vyskyt dale zalezi na koncentraci brambor v ramci
osevniho postupu (RASOCHA et al. 2008; VOKAL et al., 2013). Dospélec piezimuje v hloubce
0,1-0,4 m. Brouci vylézaji ze zem¢ vétSinou v poloviné kvétna. To je obdobi plného kvétu
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smetanky lékatrské (Taraxacum officinale). Po vzestupu teploty v pidé na 14 °C. Nasledné
kladou vajicka na spodni stranu listu ve skupinach ptiblizn€ 30-35 kust. Samice se vyznacuje
vysokou plodnosti a jedna miize béhem svého vyvoje naklast 300 az 800 vajec. Pti teploté 20 °C
se larvy lihnou v priméru za 10 dni. Tyto larvy maji ¢tyfi vyvojova stadia. Dospélé larvy
zalézaji do zem¢ vétSinou ve hloubce 5-12 cm. Pfiblizn€ za 14 dni se lihnou dospélci (letni
brouci), ktefi v priznivych podminkach mohou byt zdkladem druhé generace. Prvni generace
se objevuje v ¢ervnu a Cervenci a druha v srpnu a zafi. Ve vysSich polohach ma jednu generaci
nebo druha neukonéuje sviij vyvoj (HAUSVATER, DOLEZAL, 2014; RUBES, MALECEK
1962; VOKAL et al., 2013). DIRLBEK et al. (1979) uvadi pro mandelinku bramborovou
nasledujici teplotni hodnoty pro jeji vyvoj.

Tab. 1 Teplotni limity pro mandelinku bramborovou

Vyvojovy cyklus Prahova teplota | Suma efektivnich | Zdroj

vyvojové stadium vyvoje (°C) teplot (°C)

vajicka 115 80,0 LARCENKO (1958)
larvy 180,0

Kukly 100,0

vyvojovy cyklus 360,0

vyvojovy cyklus 334,5 ALFARO (1945)
vyvojovy cyklus 225,0-355,0 SIKURA (1963)
vyvojovy cyklus 372,5 POPQV et al. (1975)

Rozsifeni ve svété

Mandelinka bramborovd pravdépodobné pochdzi z vysoCiny jihozdpadni c¢asti Severni
Ameriky, a to zejména Mexika. Jeji rozSifeni pied jejim proniknutim do pdsma péstovani
kulturniho bramboru je té€sné spjato s rozsifenim Solanum rostratum, jehoZz pichlavé plody se
sitily divokymi ZzivoCichy, zejména bizony. V letech 1842-1844 zacali do statu Colorado
pronikat kolonisté, ktefi na zapadu USA zacali péstovat kulturni brambor. Pfesny udaj, kde a
kdy mandelinka ptesla na kulturni brambor, nezname. Postupné se §ifila na vétSinu uzemi USA.
Uvadi se, ze za 16 let ze zapadu na vychod urazila témet 3 000 km. V primeéru to bylo 185 km
za rok. Nasledné prvni brouci dosahli Atlantického oceanu v roce 1874 (BOGDANOV-
KATKOV, 1949; STARY et al., 1949). Jiz v roce 1871 se v USA uvadelo, ze Atlanticky ocean
nebude pro ni ptekazkou. To se potvrdilo nasledné, kdy byla nalezena v roce 1876 (Némecko-
Brémy); 1877 (Velka Britanie Liverpool; Nizozemi — Rotterdam) a na fad¢ dalSich mist.
Nasledovalo velmi rychlé rozsifeni na produkéni porosty brambor. V roce 1877 byla nalezena
na plose 4-5 ha v Miihlheimu na Ryné (Némecko). V roce 1922 byla poprvé objevena ve Francii
u Bordeaux, kde se vyskytla na plose 25000 ha. Vroce 1935 byla zjisténa v Belgii
(BOGDANOV-KATKOV, 1949; STARY et al., 1949). Mandelinka bramborova postupné
pronikala na zdpad Némecka. V roce 1938 byl hlasen vyskyt piiblizné v 2 510 obcich a 14 128
ohnisek. Diilezité je, ze v tomto roce byly hlaSeny vyskyty z Bavorska. Postupné se ptiblizovala
k hranicim Ceskoslovenska. K jejimu rozgiteni doslo zejména v obdobi prvni a druhé svétové
valky. V soucasnosti je rozsitena prakticky ve vSech svétadilech vcetné vSech evropskych stati.
(BOGDANOV-KATKOV, 1949; RYBACEK et al., 1988).
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Material a metody

Informace o $kodéch, zptisobenych mandelinkou bramborovou v Ceské republice, byly Eerpany
z dostupné odborné literatury za sledované obdobi 1945-2020. V letech 1961-2011 byly
cerpany prevazn¢ z Prehledii vyskytu nekterych Skodlivych organismi a poruch rostlin na
tizemi Ceskoslovenska (Ceské republiky). Tyto piehledy bny vydavany do roku 1989 UKZUZ
Brno a UKSUP Bratislava pro celé¢ tGizemi byvalého Ceskoslovenska. Od roku 1990 jsou
vydavany UKZUZ Brno (SRS Praha) pouze pro uzemi Ceské republiky. Z let 2012—2017 jsme
erpali ze Souhrnnych zprav jednotlivych oblastnich odbortt UKZUZ Brno (SRS Praha). Pro
obdobi 2018-2020 jsme ¢erpali z rostlinolékaiského portdlu UKZUZ Brno. Vyse uvedené ma
samoziejm¢ informativni charakter a nemuze pokryt vSechny vyskyty v uvedenych letech.

Vysledky

Roz3iieni v Ceské republice v letech 1945-1960

Jiz na zacatku druhé svétové valky se predpokladalo, ze se mize vyskytnout na nasem uzemi,
a to téméf jisté vzhledem k pfesunu nacistickych vojsk pies nase izemi do Polska a SSSR. Byly
potadéany tzv. hledaci dny. Byly provadény za pomoci 39 000 déti. Byly kontrolovany zejména
bramborova pole v blizkosti hlavniho Zelezni¢niho tahu od Chebu na Prahu a Ceskou Tiebovou.
Déle z Podmokel pfes Prahu a na jih. Také na hlavnich zelezni¢nich trasich na Moravé
(STARY, 1948; STARY et al., 1949). V pribéhu druhé svétové valky nebyla mandelinka
bramborovéd u nas nalezena, ale jiz v Cervenci 1945 byla objevena na Chebsku tii ohniska
Vv blizkosti némeckych hranic. Také dalsi nalezy byly v blizkosti Némecka v roce 1947 a to na
Lounsku, Chomutovsku a na nékolika mistech Po§umavi a jiznich Cech. Jednalo se o pielety
z Bavorska a Saska (STARY, 1948; STARY et al., 1949). Nasledné se velmi rychle ifila.
V roce 1953 byla jiz na celém Gzemi Ceské republiky (DIRLBEK, 1991). Né&které prameny
uvadi, Ze se na celé uzemi rozsifila do roku 1958 (HAUSVATER, DOLEZAL, 2014).

Rozsiteni v Ceské republice v letech 1961-2020

Cetnost hospodaisky vyznamnych vyskyti mandelinky bramborové v jednotlivych okresech
Ceské republiky za obdobi 19612020 je uvedena v mapé (Obr. ¢. 2). Nejvyssi intenzita
vyskytu byla v okresech, kde se péstuji rané brambory. V nejpocetnéjsi kategorii v rozsahu 40-
52 let se jedna o okresy: Znojmo, Breclav, Uherské Hradisté, Olomouc, Kutna Hora, Nymburk
atd. V kategorii 30-39 let jsou zde nejen okresy z ranobramboraiskych oblasti (naptiklad okresy
Hodonin, Brno-venkov, Pardubice, Hradec Kralové, Louny atd.), ale také okresy z Kraje
Vysocina, kde se brambory péstuji nejvice (okresy Ttrebi¢ a Pelhiimov) a z dalSich okrest, kde
je vice soustiedéno péstovani brambor (naptiklad okresy Klatovy a Domazlice atd.). Dale
nasleduje kategorie s vyskytem 20-29 let, kde jsou zejména okresy s vyssi nadmoiskou vyskou
Jihlava, Zdar nad Sazavou, Havlickiv Brod, Usti nad Orlici, Tachov, Prachatice atd.
V kategorii 10-19 let se jedna o okresy s niz$i intenzitou péstovani brambor: Ostrava, Trutnov,
Kladno, Beroun atd. V kategorii 2 a 4 let jsou okresy Sokolov a Praha-mésto. Nasledné jsou
uvedeny ptiklady vyskytu z n€kterych let. V roce 1965 se potvrdilo, Ze mandelinka bramborova
je prakticky rozsifena na celém uzemi Ceské republiky, kdy se uvadél vyskyt v 68 okresech z
celkového poétu 75 okrest. V tomto roce byly nejsilngjsi vyskyty v jiznich Cechach,
v okresech Ceské Budgjovice, Jindfichiv Hradec, Rokycany, Klatovy atd. Dale
V ranobramboraiskych oblastech Polabi v Stfednich Cechach a v okresech Pardubice, Brno-
venkov, Bfeclav atd. (RICHTER et al. 1966). V roce 1972 byl sledovan silny vyskyt larev
v &ervnu a Cervenci napiiklad v Polabi, jiznich Cechach, na jizni a stfedni Moravé. Déle na
Opavsku a Ostravsku (ZABRANSKY, SATKO et al. 1973). V roce 1992 vieobecné silngjsi
vyskyt byl sledovan u soukromych péstitelti v celé Ceské republice. Nésledovalo zvySovani
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intenzity u velkopéstitelti (Anonym, 1997). V roce 2006 se uvadéla intenzita vyskytu jako
stfedni az silna jako v pfedchozich letech s vyjimkou roku 2004, kdy byl vyskyt velmi silny
(HOLMANOVA et al. 2007). Prvni vyskyt imag mandelinky bramborové (Leptinotarsa
decemlineata) v roce 2012 byl na rostlinach zaznamenan na okresech Uherské Hradisté
(Polesovice, 9. 5.), Zlin (Oldfichovice, 28. 5.), Znojmo (Bohutice, 9. 5.). (KOPRIVOVA 2013).
Ohnisek larev byl pozorovan vroce 2017 v okrese Trebi¢ (Ocmanice, 11. 6.), Tabor
(Domamysl, 14. 6.), Pelhfimov (Kojcice, 15. 6.), Pisek (Luckovice,15. 6.), Strakonice
(Katovice, 15. 6.). Silny vyskyt ohnisek larev byl pozorovéan v okrese Pelhfimov (Bufenice, 4.
7., Utéchovicky, 19. 7.), stfedni vyskyt ohnisek larev byl pozorovan v okrese Pelhfimov (Lipice,
3.7.), Tiebi¢ (Ocmanice, 10. 7.), slaby vyskyt v okresech Jindfichtiv Hradec (Pluhtiv Zdar, 26.
6), Pisek (Luckovice, 12. 7.), Jindfichtv Hradec (Pluhtiv Zd’ar, 10. 7.), Strakonice (Katovice,
7. 7.), Prachatice (Velky Bor u Strunkovic, 3. 7.). Silny vyskyt dospélcii druhé generace byl
pozorovan v okrese Pelhfimov (Buienice, 24. 8.), slaby vyskyt okrese Ttrebi¢ (Ocmanice, 21.
8.), Strakonice (Katovice, 21. 8.), Prachatice (Velky Bor u Strunkovic, 23. 8.). (FIALOVA et
al., 2018).

Diskuze

Ziskana data potvrdila tvrzeni, ze mandelinka bramborova je nejvyznamnéj$im zravym
Skidcem brambor a nejvétsi Skody zpusobuje v ranobramboraiskych oblastech, jak uvadi
HAUSVATER, DOLEZAL (2014); RASOCHA et al. (2004); RASOCHA et al. (2008);
VOKAL et al. (2013). Stejny vyznam ma také na Slovensku (CAGAN et al. 2010). Také na
Slovensku v roce 1965 byly silné vyskyty, a to v celém Zapadoslovenském Kraji a Vv jiznich
castech Stredoslovenského a Vychodoslovenského kraje (RICHTER et al. 1966). V roce 1972
byl na Slovensku opét silny vyskyt napiiklad v Podunajské nizin€, okresech Senica, Trnava,
Povazska Bystrica, Prievidza, Rimavska Sobota, Bardejov, Svidnik, Humenné,
Vychodoslovenské nizing atd. (ZABRANSKY, SATKO et al. 1973). Uvedené stfedni intenzita
vyskytu Skudce v roce 2006, byla potvrzena také Situacni a vyhledova zprava brambory z roku
2006, ktera uvadi, ze byly lokélni problémy s vyskytem mandelinky bramborové, kterd dobte
piezimovala (ZIZKA, 2006). MZe CR Praha uvadélo, Ze v roce 2008: Byl vyskyt mandelinky
bramborové vtomto roce podle lokalit rozdilny, vétSinou vSak vyssi, v zavislosti na
podminkach piezimovani dospélcti (ZIZKA, 2009), to potvrzuje také nase zjisténi, kdy jsme
zjistili hospodarsky vyznamné= skody v 35 okresech.

Dle informaci MZe CR Praha roce 2017 mandelinka bramborova diky relativné stabilnim
zimnim podminkam velmi dobfe pfezimovala a jeji vyskyt byl neobvykle vysoky (ZIZKA,
2018).

V roce 2018 jsme zjistili 46 okrest s hospodarsky vyznamnym vyskytem sledovaného skiidce.
Stejnou charakteristiku dané¢ho roku uvadi také Situacni a vyhledova zprava pro rok 2019:
Mandelinka bramborové diky rychlému vzejiti porostii méla dostatek potravy a priznivé teploty
pro rychly vyvoj (ZIZKA, 2019).

282



OBSAH ,
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

Zavér
Na zaklad¢ vyse uvedenych zjisténi lze konstatovat:
- Prvni vyskyt mandelinky bramborové na uzemi Ceské republiky byl v roce 1945
- Do konce 50tych let 20. stoleti se rozsifila na celé izemi Ceské republiky
- Natizemi Ceské republiky kazdoro&ni hospodatsky zptisobuje vyznamné skody
- Vzhledem k prokazatelnému oteplovani mize dochazet k ¢astéj§imu a silnéjsimu vyskytu

Podékovani

Clanek je soucasti vystupli z feSeni projektu Narodni agentury pro zeméd¢€lsky vyzkum,
QK1920280 ,Inovace bonitacniho systému zemédélskych ptd (BPEJ) pro potieby statni
spravy*.

Literatura

Anonym, 1997: Piehled vyskytu nékterych skodlivych ¢&initeld na uzemi CR v roce 1992. SRS
Praha, 80 str.

Bogdanov-Katkov N. N., 1949: Mandelinka bramborova. Ministerstvo zemédélstvi CSR,
Casové spisky svazek 121, 220 str.

Cagan L. et al., 2015: Choroby a $kodcovia polnych plodin. SPU Nitra, ISBN 978-80-552-
0354-9, 894 str.

Dirlbek J. et al., 1979: Teplotni hodnoty limitujici skiidce a choroby zeméd¢€lskych plodin.
UVIZ Praha, 103 str.

Dirlbek J., 1991: Prognéza a signalizace v ochrané rostlin. VSZ Praha, ISBN 80-213-0102-3,
90 str.

Fialova P. et al.,, 2018: Souhrnnd zprava oddéleni rostlinolékaiské inspekce PLANA NAD
LUZNICI o vyskytu $kodlivych organismi a poruch za rok 2018. UKZUZ Brno, Oddéleni
rostlinolékarské inspekce Plana nad Luznici, 24 str.

Hausvater E., Dolezal P., 2014: Metodika integrované ochrany brambor proti mandelince
bramborové (Leptinotarsa decemlineata). VUB Havlicktiv Brod, Poradensky svaz
,Bramboraisky krouzek®, ISBN 978-80-86940-59-5, 19 str.

Holmanova J. et al., 2007: Pfehled vyskytu nékterych Skodlivych organisml a poruch Gzemi
CR v roce 2006. SRS Praha, 101 str.

Koptivova E., 2013: Souhrnna zprava oblastniho odboru BRNO o vyskytu Skodlivych
organismil a poruch v roce 2012. SRS Praha, Oblastni odbor SRS Brno, 27 str.

Rasocha V. et al., 2004: Choroby a $kiidci a abionozy Bramboru. VUB Havli¢ktv Brod, 74 str.

Rasocha V. et al., 2008: Ochrana brambor proti mandelince bramborové. VUB Havli¢kiv Brod,
Cislo 22, tieti vydani, ISBN 978-80-86940-16-8, 7 str.

Rubes L., Malecek J., 1962: Ochrana rostlin. SZN Praha, 187 str.

Richter F. et al., 1966: Piehled vyskytu nékterych skodlivych ¢initelti na izemi CSSR v roce
1965. UKZUZ Praha, 99 str.

Rybacek V. et al., 1988: Brambory. SZN Praha, 358 str.

Stary B., 1948: Moderni ochrana rostlin uSetfi statu miliardy. Jos. R. Vilimek Praha, 238 str.

Stary B. et al., 1949: Mandelinka bramborova a ochranna opatieni proti ni. Ministerstvo
zemédélstvi CSR, Casové spisky svazek 108, 45 str.

Vokal B. et al., 2013: Brambory. Profi press Praha, ISBN 978-80-86726-54-0, 160 str.

283


https://cs.wikipedia.org/wiki/%C4%BD
https://cs.wikipedia.org/wiki/%C4%BD

OBSAH ,
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

Zabransky S., Satko J. et al., 1973: Ptfehled vyskytu n€kterych Skodlivych ¢initeld na Gzemi
CSSR v roce 1972. UKZUZ Praha, UKSUP Bratislava, 223 str.

Zizka J., 2006: Situa¢ni a vyhledové zprava brambory 2006. MZe CR Praha, ISBN 80-7084-
530-9, 43 str.

Zizka J., 2009: Situacni a vyhledova zprava brambory 2009. MZe CR Praha, ISBN 978-80-
7084-820-3, 47 str.

Zizka J., 2018: Situacni a vyhledova zprava brambory 2018. MZe CR Praha, ISBN 978-80-
7434-210-3, 39 str.

Zizka J., 2019: Situaéni a vyhledova zprava brambory 2019. MZe CR Praha, ISBN 978-80-
7434-516-6, 41 str.

Kontaktni adresa:

RNDr. Ing. Jaroslav Roznovsky, CSc.

Ustav §lechténi a mnoZeni zahradnickych rostlin
Zahradnicka fakulta Mendelovy univerzity v Brné
Valticka 337

691 44 Lednice

mobil: 724 185 617

email: roznov@mendelu.cz

Ing. FrantiSek Muska, Ph. D.
mobil: 607 187 895
email: muska34@email.cz

284


mailto:roznov@mendelu.cz
mailto:muska34@email.cz

OBSAH ,
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

Emise co: a ztraty vody z pudy po rizném zpracovani pired setim ozimi

CO, emissions and soil water loss after various treatment before
winter crops sowing

Riuzek P., Kusa H., Miihlbachova G., Vavera R.

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Praha

Abstrakt

V polnich pokusech na stanovisti v Praze-Ruzyni byl v letech 2020 a 2021 sledovan vliv mélké
a hluboké podmitky, mul¢ovéani a ponechaného strnisté po sklizni ozimé pSenice a hrachu na
pudni vlhkost a emise CO2 z pidy béhem teplého letniho obdobi pied setim fepky ozimé.
Varianty pokusu byly nasledujici: hlubok4 podmitka (do 10-12 c¢cm), mélka podmitka (do 5-6
cm), mul€ a strniSté s ponechanou rozdrcenou slamou. Emise CO2 métené v raznych terminech
po hluboké podmitce provedené v letnim pocasi byly v teplych dnech az dvojnasobné oproti
ostatnim zpusoblim zpracovani pidy a managementu poskliznovych zbytkii. Pida po hlubsi
podmitce také vykazovala niz$i vlhkost, vyssi teplotu a vétsi denni vykyvy teplot. Strnisté a
mulc, které ziistavaji na neporuSeném povrchu pidy, snizuji emise CO2, zvySuji sekvestraci
uhliku a vody v pid¢€ a omezuji jeji prehiivani v letnim obdobi.

Kli¢ova slova: Zpracovani pudy, emise CO2, sekvestrace vody a C v pud¢

Abstract

The effect of deep and shallow chiselling, straw mulch and intact stubble after wheat and pea
on soil moisture and CO> emissions during warm summer period before winter rape sowing
was studied in field experiments in Prague in 2020-21. The following treatments were
compared: deep chiselling up to 12 cm, shallow chiselling (6-8 cm depth), straw mulch and
intact stubble with a straw. Deep chiselling in hot summer weather caused even twice CO;
emissions from soils in comparison with other soil tillage and straw management practices. The
soils under deep chiselling showed also higher soil temperature and greater temperature
fluctuation during a day and a lower soil moisture. Straw mulch and stubble remaining on the
intact soil surface increased water and carbon sequestration in soil, decreased CO2 emissions
from soils and prevented soil overheating in warm summer period.

Keywords: soil tillage, CO2 emissions, water and C sequestration in soil

Uvod

Predpoklddané¢ zmény klimatu s ¢astéjSimi obdobimi sucha, nepravidelnymi srdzkami a
rostoucimi teplotami pifinaseji nové pozadavky na Setrné zpracovani pudy, zadrzeni vody,
uhliku a zivin v pidé a stabilizaci vynosi péstovanych plodin i v sussich letech. Obsah
organickych latek a vody v piid€ je ovlivnén riznymi druhy péstovanych plodin a meziplodin,
zpusobem hospodareni, klimatickymi a ptidnimi podminkami. V souvislosti se zménou klimatu
je zasadni prozkoumat dlouhodobé ucinky téchto environmentalnich faktorii a zeméd¢lskych
¢innosti na dynamiku uhliku a vody (Chi et al., 2017).

bézné akceptovany. Hlubsi zpracovani podporuje ztratu organické hmoty v pude, coz vede
k dalsim problémim, jako je naruseni agregatii nebo zvysena eroze pudy (Melero et al., 2009).
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Znacné mnozstvi COz se uvolnuje do atmosféry ze zeméd¢€lskych ptiid po mineralizaci pidni
organické hmoty (asi 50 Gt C/rok). Vhodné&;si zplisoby zpracovani pidy ale mohou zasoby C
v zemédé€lské pide obnovit a pomoci tak zmirnit emise CO2 (Paustian et al. 2000). Pouzitim
poskliziiovych zbytkli jako mul¢e je mozné zlepsSit obsah organického uhliku v piadeé.
Povétrnostni podminky mohou hrét dilezitou roli pfi zachovani organické hmoty v pude.
Napriklad nedostatek srazek negativné ovliviiuje postupny rozklad poskliziovych zbytka
(Lopez-Sangil et al., 2018). Emise CO2 z pudy zavisi na ruznych faktorech jako je zptsob
zpracovani pudy, jeji teplota a vlhkost, vzajemné interakce mezi témito faktory a samoziejmeé
zavisi 1 na dostupnosti organickych latek zapravovanych do pudy (Paustian et al., 2000; Dong
et al., 2017). Curtin et al. (1998, 2000) ukazali, Ze slama ponechana na povrchu pidy snizila
emise COz priblizné Skrat v porovnani se zapravenim slamy orbou.

Material a metody

Polni pokusy s riznym managementem poskliziiovych zbytkl véetné slamy a strnisté po sklizni
ozimé psenice (2020) a hrachu (2021) byly provedeny na hnédozemi v Praze- Ruzyni. Jejich
cilem bylo porovnat Setrnéjsi agrotechnické postupy pfed setim fepky (mélkd a hlubsi
podmitka, mul€ovani, ponechané strnisté) pro lepsi zadrzeni vody a uhliku v ptidé béhem
teplého letniho obdobi. Byly porovnavany nasledujici postupy: hluboka podmitka (do 10-12
cm), mélka podmitka (do 5-6 cm), mul¢ s rozdrcenou sldmou na povrchu a strnisté s rozdrcenou
slamou. Vlhkost a teplota pudy a emise CO2 byly méteny v 3-7 dennich intervalech v teplém
letnim obdobi 10.8. az 7.9. v roce 2020 a 6.8. az 14.9. v roce 2021. Emise CO; byly stanoveny
pomoci automatického systému na méfeni CO2 z pudy LI-COR 8100 v systému s
Multiplexerem 8150 a méficimi komorami LI-8100-104 (USA) pracujicimi v rezimu postupné
se zavirajicich a otevirajicich komor. Objemova vlhkost byla stanovena v ptidnim profilu do
hloubky 12 cm pomoci FieldScout TDR Soil Moisture Meter (Spectrum Technologies, Inc.,
United Kingdom).

Vysledky a diskuse

Polni pokus po sklizni ozimé psenice (od 7.8. - provedena podmitka a mul¢ovani slamy do 7.
9. 2020) Ize charakterizovat pramérnymi dennimi teplotami vzduchu od 11,5 do 26,0 °C a
uhrnem srazek 40,7 mm. Teplota pidy v hloubce 5 cm byla ovlivnéna zplisobem zpracovani
pudy a managementem poskliziiovych zbytkd. Nejvyssi rozdily v teploté béhem dne
vykazovala pida po hluboké podmitce, které béhem 24 hodin ¢inily az 20 °C. Piida po mélké
podmitce, mulovani a strnisti se béhem dne méné prohiivala a maximalni rozdil dosahoval
priblizn¢ 10 °C. Nejvyssi odpoledni teploty byly po hluboké podmitce vyssi az o 5-8 °C.
Celodenni praimérné teploty byly nejvyssi v pidé po hluboké podmitce a klesaly v poradi:
hluboka podmitka >> mélka podmitka > strnis§t€ > mul¢. Naopak vlhkost piidy do hloubky 12
pudy byly zjistény také v roce 2021 po sklizni hrachu, kdy byly podmitka a mulcovani
provedeny 30. 7. a pokus probihal do 14. 9. (Graf 2).
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Graf 1: Objemova vlhkost rizné zpracované pidy po sklizni 0zimé pSenice
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Graf 2: Objemova vlhkost ruzné zpracované piudy po sklizni hrachu
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Po hlubsi podmitce byly v roce 2020 po 0zimé pSenici ve vétsing terminti méfeni zjistény také
nejvyssi emise CO». Rozdily v emisich CO2 mezi hlubokou podmitkou a ostatnimi variantami
pokusu byly statisticky prukazné (Graf 3). Teplota pudy pfitom predstavovala jeden
z vyznamnych faktort, které emise CO2 z pudy ovlivnily. Nejvyssi emise CO2 byly zjistény po
desti na suchy a teply povrch pidy na hluboké podmitce ve dnech 17. 8. a 20 .8. V téchto dnech,
podobné jako dne 7.9., kdy teplé zafijové dny zvySily teplotu pudy, byly emise CO:
dvojnéasobné oproti mél¢i podmitce, mulCovani a ponechanému strnisti. Poskliziiové zbytky
ponechané na povrchu piidy sniZzovaly nadmérné prohfivani pudy, ztratu pidni vlhkosti a
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mineralizaci pidni organické hmoty. Podle n&kterych autort (napt. Curtin et al, 1998, 2000)
orba miize zvysit emise CO z pudy az 5 x. Podmitka do 10-12 cm v nasem polnim pokusu pak
zvysila emise CO2 V teplych dnech zhruba dvakrat. Dong et al. (2017) uvadéji, Ze emise CO2 z
pudy zavisi na riznych faktorech jako je zpiisob zpracovani pudy, jeji teplota a vlhkost a
vzajemné interakci mezi témito faktory. K témto faktorim patii dle nasich vysledku také aerace
pudy. V roce 2021 ptisly bezprosttedné po zpracovani pudy 1. srpna intenzivni srazky (22 mm),
coz zpusobilo u podmitnuté piidy rozplaveni jeji povrchové vrstvy a nasledné pak zhorSeni jeji
aerace. To se projevilo mimo jiné mensimi rozdily v emisich CO2 mezi zpracovanou a
nezpracovanou pudou (Graf 4). Da se predpokladat, ze pfi CastéjSich srazkach a vétsi vihkosti
pudy jsou emise oxidu uhli¢itého nizsi.

Mineralizace pudni organické hmoty po zpracovani plidy neznamena jen ztratu uhliku ve formé
emisi CO», ale také uvolnovani dostupnych zivin vcetné dusi¢nantt (Zhu et al., 2016).
Dusi¢nany jsou snadno pohyblivé v pidé, proto se po silnych letnich srazkach mohou snadno
vyplavit do hlubsich vrstev pidy. Dosazené vysledky upozoriiuji na souvislosti mezi teplotou
pudy, jeji vlhkosti, aeraci a emisemi CO2 z piidy. Pokud po sklizni polnich plodin v letnim
obdobi nenésleduje ozimé fepka lze doporucit v teplém letnim obdobi omezit ztraty uhliku
(popf. 1 nitratd) snizenim prohiivani a aerace pidy ponechanim strnisté nebo jeho zmul¢ovanim.
Také pii péstovani fepky existuji inovacni konzervativni technologie (napf. strip till, no-till),
které omezuji rozklad organickych latek v ptid¢, ale pfi jejich pouZzivani je vétSinou tieba
podpotit rist rostlin doddnim zivin jiz pii seti.

Graf 3: Emise COz z riizné zpracované pudy po sklizni ozimé pSenice
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Graf 4: Emise COz2 z rizné zpracované pudy po sklizni hrachu
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Zavér

MulCovani slamy, ptipadné ponechani strni$té a pozdé¢jsi zpracovani pudy by mélo byt
Vv pristich letech vice uplatiiovano z nasledujicich diivodii: 1) Piida bez zpracovani s mul¢em na
povrchu se zahtiva v teplém letnim obdobi méné a 1épe zadrzuje vodu; ii) Zpracovani pady,
které¢ ovliviiuje rozklad ptidni organické hmoty, se provadi pozdéji pii nizSich teplotach a
zpisobuje nizsi ztraty (emise) CO2 V porovnani se zpracovanim pidy bezprostfedné po sklizni
za vysokych teplot; iii) Pfi pozdéjSim zpracovani pudy dochdzi k niz$i mineralizaci
organickych latek v ptidé a tim i k niz$i tvorbé nitratl a rizika jejich ztrat zejména vyplavenim
na promyvnych padach po intenzivnich letnich srazkach. Casto v praxi pouzivané hlubsi a
intenzivnéjsi zpracovani piidy v teplém letnim obdobi pied setim ozimé fepky mize vyznamné
zvysit jak emise COo, tak 1 ztraty vody z pudy. Dosazené vysledky potvrdily, Ze emise oxidu
uhli¢itého zavisi kromé intenzity a hloubky zpracovani pidy na jeji teploté, vlhkosti a aeraci.
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Rozdily v meziodrudové citlivosti hor¢ice bilé k napadeni semen
houbovymi patogeny

Differences in the sensitivity of varieties white mustard to attack
of seeds by mushrooms pathogens

Rychla A.L, Plachka E.2, GaliSova V.2
10SEVA PRO s.1.0., 0.2z. VUO Opava
20SEVA vyvoj a vyzkum s.r.o.

Abstrakt

Vyznamnym faktorem, ktery snizuje kvalitu produkce semen hoi€ice bilé, je jejich napadeni
houbovymi patogeny. Rozvoj chorob je uzce spjaty s pribéhem pocasi v dob¢ dozravani semen.
Vyznamnou roli hraje ale také genotyp. Testovanim velkého poctu genovych zdroji jsme
potvrdili domnénku, Ze existuji genotypy s rtznou citlivosti k napadeni. Odolné materidly
mohou byt velmi perspektivni pro Slechtitelské programy.

Kli¢ova slova: hoicice bild, Sedosemennost, odolnost, genovy zdroj

Abstract

An important factor that reduces the quality of white mustard seed production is their attack by
fungal pathogens. The development of diseases is closely linked to the course of weather at the
time of seed ripening. However, genotype also plays an important role. By testing a large
number of gene sources, we confirmed the hypothesis that there are genotypes with different
susceptibilities to attack. Resistant materials can be very promising for breeding programs.
Keywords: white mustard, gray seeds, resistence, gene source

Uvod

V posledni dob¢ je kladen zvySeny diiraz na kvalitu produkce semennych plodin a to pfedevsim
v souvislosti se zdravotnimi dopady na zdravi lidi, hospodatskych zvifat i uzitnou hodnotu
produkovaného osiva. Kvalita rostlinnych produkti je znakem, ktery spolu s vysi vynosu
ovlivituje ptimy zisk producentl a vyrazné zlepsuje uplatnéni produkce na trhu. I Siroka laicka
vefejnost vnima toto téma jako velmi aktudlni a spotiebitelé Casto voli vyrobky ne podle ceny,
ale podle kvality. Zeméd¢lec stoji pfed nelehkym tkolem vypéstovat produkci s maximalnim
vynosem, a zarovenn v co mozna nejlepsi kvalité. K dosazeni tohoto cile vedou dvé cesty.
Podpora dobrého zdravotniho stavu rostlin pouzitim cilené fungicidni ochrany a vyuzitim
ptirozenych vlastnosti registrovanych odriid — odolnosti k vybranym patogeniim. Uvédomime-
li si, ze jakykoliv vstup fungicidni ochrany piinasi zeméd¢€lci zvysSeni nakladii, potiebnost
kompenzace vys$§im vynosem, a zaroven nutnost vnimat riziko spojené s pouzitim chemické
ochrany (rezidua chemickych latek), pak se jako velmi zadouci jevi cesta vybéru vhodnych
genotypt a cilené Slechténi materialt s odolnosti k patogentim.

Hofi¢ice bila je plodinou s dlouhou historii. O jejim vyuzivani jsou zminky jiz v Bibli, byla
pouzivana Rimany i jinymi tradiénimi narody pro svoji charakteristickou palivou chut. Na
naSem uzemi se s jistotou vyuzivala jiz v 16. stoleti, jak dosvéd¢uji zminky v Matthioliho
herbaii (BARANYK, 2010).

Hoi¢ice bila patii mezi brukvovité olejniny, i kdyz se vyuziva nejen k produkci semen, ale také
k zelenému hnojeni a jako meziplodina. Jeji charakteristickou chut’ zptisobuje pfitomnost
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glukosinolatl, které po navlhéeni uvoliuji hof¢i¢né silice. Hlavnim glukosinolatem je sinalbin
12-18 (p-hydroxybenzylglukosinolat) (PRUGAR, 2008).

zpusobena napadenim povrchu dozravajicich semen riznymi houbovymi patogeny, které se
projevuje zeSednutim povrchové vrstvy osemeni az deformacemi zrajicich semen. Jako
nejvyznamnéj$i patogen byla vyhodnocena Alternaria alternata, ktera tvotila az 60,9 %
patogenli pfitomnych na povrchu semen (MAJCHRZAK et al., 2003). Kromé¢ vizualniho
predev$im ochratoxinu a aflatoxinu B (ZUKALOVA et al., 1990). Podle CSN 46 2300-4 miize
pouzitelna produkce obsahovat maximalné¢ 5% povrchové zaSedlych semen. Z divodu
eliminace tohoto nezddouciho parametru byl vytvoten Slechtitelsky smér tvorby tzv. semennych
odrud, tedy genotypt ur¢enych k produkci semen pro potravinaiské vyuziti, s vy$si odolnosti k
Sedosemennosti (PRUGAR, 2008).

V Ceské republice je v soudasnosti registrovano pouze 8 odrid, z toho 6 pochazi z domaciho
Slechténi. Soucasné pouze dvé jsou urceny k vyuziti pro picni ucely nebo jako meziplodiny
(UKZUZ, on line). Zarovefi je u nas ale také péstovano a mnoZeno velké mnoZstvi odrad
z Evropského katalogu. Patii mezi né€ napt. Albatros, Gisilba, Santa Fe, Asta, Semper, Torpedo,
Emergo, Litember, Silenda, Polka, Signal, Ultra, Achiles, Condor, Metex. Jde o odrudy
semenného typu. Pro ucely péstovani nadzemni biomasy jsou vyuzivany zahrani¢ni odridy
Ascot, Sito, Salvo. Co se ty¢e dosahovanych vynosl semen, jsou nase semenné odrtidy na vyssi
urovni, nez zahrani¢ni materialy. Kromé¢ silné vazby Sedosemennosti a genotypu lze negativni
vyskyt poskozeni omezit spravne zvolenou technologii, v€asnou sklizni a snizenim poskliziiové
vlhkosti pod 10% (VASAK, 2005)

Sedosemennost je z velké ¢asti ovlivnéna pribdhem pocasi ve vegetaénim roce, predeviim v
obdobi dozravani. Obecné je vyssi ve vlhkych, chladnych letech a také v porostech polehlych,
&i jinak oslabenych. Sedosemennost je parametrem, ktery je hodnocen i v ramci uznavaciho
fizeni ve statnich odridovych zkouskach, nebot je vyznamnym faktorem v péstovani
potravinafské hoi¢ice (ZEHNALEK, 2021).

Narodni program konzervace a vyuzivani genetickych zdrojt rostlin a agrobiodiverzity (NP) se
zaméfuje na uchovavani primarné domacich odrtd, ale také svétovych zdrojt, krajovych odrad
nebo Slechtitelského materidlu, nesouciho vyznamné vlastnosti. Polozky v kolekcich jsou
opakovang testovany v polnich maloparcelnich pokusech s cilem popisu jejich vlastnosti,
vcetné odolnosti k vybranym patogentim. Vysledky z viceletych hodnoceni jsou zvetejiiovany
v informaénim systému GRIN Czech, ktery je volné€ pfistupny v§em uZivatelim na webovych
strankéch.

Material a Metody

Pracovi§té spole¢nosti OSEVA PRO s.r.o., 0.z.VUO v Opavé je fesitelem NP, konkrétng
kolekce olejnin. Jeji soucasti jsou i genové zdroje (GZ) hoicice bilé. V soucasné dob¢ spravuje
138 GZ v ramci fadné kolekce NP a 46 GZ z kolekce pracovni. Kazdoro¢né jsou vSechny tyto
polozky v jarnich mésicich vysévany do maloparcelnich pokust o velikosti parcel 1,25 x 3 m.
Béhem vegetace je plocha standardné oSetfovana herbicidy a v pifipadé potieby insekticidy
(pilatka, drepéici, blyskacek, mSice). Fungicidni ochrana se nepouziva z divodu realizace
hodnoceni. Kromé& bézného zakladniho hodnoceni morfologickych znakl je hodnocena
odolnost k poléhani, zdkladni fenologické data (zacatek a konec kveteni) a odolnost k vybranym
biologickym stresim — foma, hlizenka, ¢ern&. Pokusy jsou sklizeny maloparcelni sklizeci
mlatickou pro predikci vynosu semen, soucasné je odebran vzorek semen pro laboratorni
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analyzy. Soucasti rozboru je stanoveni HTS, podilu Sedych semen a stanoveni obsahu oleje a
skladby mastnych kyselin metodou FT-NIR.

Vlastni Sedosemennost je hodnocena na primérném vzorku 1000 semen. Materidl je umistén
na svétlou podlozku a za pomoci pinzety jsou odebirdna semena se znaky napadeni. Celkovy
pocet poskozenych semen je stanoven pomoci ¢itace semen. Poté je vypocten procentudlni
podil Sedych semen ve vzorku. Po tfech letech hodnoceni je stanoveno primérné poskozeni
semen Sedosemennosti a v ptipadé¢ GZ z NP je porovnana odolnost mezi jednotlivymi materialy.
K tomuto ucelu jsou materialy srovnavany na platny kontrolni kultivar hot¢ice bilé semenného
typu — Severka. Pro potfeby uzivatelli bude v pfistich letech vytvofen novy deskriptor pro
hodnoceni odolnosti k Sedosemennosti klasifikatoru Sinapis alba L. Data o stupni odolnosti
budou pfevedena na hodnotu deskriptoru a umisténa do IS GRIN Czech.

Vysledky a diskuze

Pokusy pro stanoveni odolnosti GZ hoicice bilé k Sedosemennosti byly realizovany v letech
2018-2020. V Tab. 1 uvadime pocty hodnocenych GZ z kolekce fadné, pracovni a celkovy
pocet material s ukon¢enym viceletym hodnocenim.

Tab. 1 Pocet hodnocenych genovych zdroja (ks)

Rok hodnoceni Pocet GZ tadné Pocet GZ pracovni Celkovy pocet
kolekce kolekce hodnocenych GZ
2018 119 30 149
2019 121 38 159
2020 119 40 159

Pocet materiali
s ukon¢enym 3 -
letym
hodnocenim

119 21 140

Mezi materialy existovaly velmi vyrazné rozdily v napadeni a to diky vlastnostem genotypu,
tak jako disledek pribéhu pocasi v zavéru vegetace. Ze ziskanych vysledku je patrné, Ze silu
napadeni vyznamné ovliviiuje prubéh pocasi daného vegetacniho roku. V nasledujici tabulce
(Tab. 2) uvadime ptehled charakteristik pocasi v rozhodujicich mésicich — ¢ervnu az srpnu
pokusného roku. Rok 2018 byl extrémné suchy a teply, genotypy nebyly Sedosemennosti
vyraznéji zasazeny. V roce 2019 sice také pfevazoval podobny pribéh pocasi, srpen uz byl ale
vlh¢i, dozravajici semena byla vice poSkozena. Rok 2020 byl z uvedenych let nejchladnéjsi a
nejvlhéi. To se projevilo 1 silnym rozvojem houbovych chorob s dopadem na Sedosemennost,
jak je patrné z piehledné tabulky primérnych vysledkt z pokust (Tab. 3).
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Tab. 2 Mési¢ni data teplot a srazek v nejcitlivéjSim obdobi tvorby a dozravani semen

Kalendarni Odchylka primérné teploty Mnozstvi srazek v porovnani
mésic od dlouhodobého priméru [°C] | Kk dlouhodobému priméru [%6]
sledovancho 2018 2019 2020 2018 2019 2020
obdobi
Cerven 1,3 4,5 0,6 97,2 42,3 220,0
Cervenec 2,1 0,5 -0,4 27,3 56,3 96,8
Srpen 3,1 2,2 1,3 34,1 144.6 200,2
Tab. 3 Zjisténa Sedosemennost a extrémni hodnoty za cely pokus [%]
Primér,
Sedosemennost Pokusny Pokusny Pokusny amr:lli)(r:irrr:]aa
rok 2018 rok 2019 rok 2020 ,
za obdobi
2018-2020
Primér pokusu 6,24 11,19 20,39 12,61
Maximalni napadeni za 17.90 29,80 28,90 29,80
pokus
Minimalni napadeni pokusu 2,10 3,20 450 2,10

V disledku variabilniho pribehu pocasi v zavéru vegetace doslo k odlisSnému rozvoji
Sedosemennosti u testovanych materialti. Nejvyssi napadeni bylo pozorovano v roce 2020, kdy
byl zavér vegetace chladny a vlhky. Naopak suchy pribéh pocasi v roce 2018 vyrazné omezil
rozvoj houbovych patogent. Zjisténi se shoduje s tim, co uvadi Zehndlek (2021), ze pro
produkci potravinaiské hoicice je vhodné vyuzivat sussi a teplejsi polohy. Pies vyrazny vliv
pocasi byly mezi materialy v ramci ro¢niku vyznamné rozdily. I v chladném a vlhkém roce
2020, kdy byl tlak patogenti nejvyssi, byly n¢které genotypy napadeny Sedosemennosti pouze
minimaln¢. V nésledujici tabulce (Tab. 4) uvadime prehled core kolekce materialt s hranicni
reakci na tlak houbového patogena. Je zde uveden pocet napadenych semen ve vzorku a
procentudlni pomér k napadeni kontrolniho materialu (odrida Severka — semenny typ).
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Tab. 4 Poéty napadenych semen v testovaném vzorku v jednotlivych letech a procento
podilu napadeni na kontrolni odriidu Severka

Prum.
napad

Pocet Pocet Pocet .V
napad Proce napad Proce napad Proce Izeotigh

Evidenéni , ' ntna ' ntna ' ntna

vr i , Nazev semen semen semen -2020
¢islo narodni v roce kontr. v roce kontr. v roce kontr. DOrov
0) (0) (0) :

2018 | 01 | 2019 | [ | 5000 | [0 | T
[ks] [ks] [ks] kontr.

odr.

[%0]
15005 AC Base 27 45,76 36 60,00 129 77,25 | 61,00
1500500041 | Valiant 31 52,54 59 08,33 118 70,66 | 73,84
1500500060 | Kramodar 38 64,41 43 71,67 173 103,59 | 79,89
1500500098 | Tilny 29 49,15 35 58,33 249 | 149,10 | 85,53
1500500097 E;%gHW 52 | 8814 | 42 | 7000 | 175 | 10479 | 87.64
1500500018 | Borowska 138 233,90 154 256,67 239 143,11 | 211,23
15005 ‘11;'635'\('5 77 130,51 | 255 | 425,00 | 219 | 131,14 | 228,88
1500500123 | Chacha 120 203,39 247 411,67 153 91,62 | 235,56
1500500128 | Condor 179 303,39 170 283,33 218 130,54 | 239,09
1500500070 :?(%zg 92 155,93 298 496,67 203 121,56 | 258,05

Materidlem s potencionalné nejvyssi odolnosti k napadeni je zahrani¢ni odrida AC Base, ktera
dosahla v priméru o 39 % lepsi vysledky, nez kontrolni kultivar Severka. Naopak moderni
odriidy jako Chacha nebo Condor maji vyznamné vyssi citlivost a jsou tedy vhodnéjsi k
produkci biomasy — na zelené hnojeni, jako meziplodina.

Odridy semenného typu, povolené Statnim odriidovym tfadem Ceské republiky jsou testovany
na odolnost k Sedosemennosti v ramci tfiletého uznavaciho fizeni. Na zakladé téchto vysledka
jsou odridy Agent, Andromeda, Severka, Veronika a Zlata charakterizovany jako materialy
s nizkym vyskytem nezadoucich Sedych a jinak zbarvenych semen. Odriida Polarka vykazuje
nizky az sttedné¢ vysoky podil a odriida Warta (vyslechténa pro specifickou skladbu oleje,
s nizkym podilem kyseliny erukové) stfednd vysoky podil (ZEHNALEK, 2021). Napadeni
Sedosemennosti u téchto materiald v nasich pokusech uvaddime v Tab. 5. Odridy Zlata, Severka
a Veronika byly napadeny Sedosemennosti pouze v malé mitfe. ZvySeny podil Sedych semen
pozorujeme u odrid Polarka, Andromeda a Agent. Odriida Warta byla povolena v roce 2018 a
do pracovni kolekce NP byla ziskdna pozd¢ji. Hodnoceni této odrudy probéhlo proto zatim
pouze V roce 2021, kdy podil Sedych semen ve vzorku doséhl 45,10 %. Odriida v porovnani s
vysledky UKZUZ byla v tomto roce Sedosemennosti vyznamné poskozena. Jeji nachylnost
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muize souviset s vyraznou zmeénou kvalitativnich parametri oleje — nizky obsah kyseliny
erukové, na ktery byla vySlechténa. Tato odriida bude testovana i v dalSich letech, aby byl
dokoncen vicelety cyklus hodnoceni. Jak ve své praci uvadi Pietka (2014), jde o prvni odridu
s témito kvalitativnimi parametry a bude vhodné Slechténim vytvoftit dal$i materialy a zlepsit
jejich odolnost k patogentim.

Tab. 5 Napadeni vybranych odrid horcice bilé Sedosemennosti

Pocet Pocet Pocet Prumverny
pocet o o
napad. | napad. | napad. , Primérné
e napadenych ,
Eviden¢ni , semen semen semen napadeni
s , , Nazev semenv |, i
¢islo narodni V roce V roce V roce letech Sedosemennosti
2018 2019 2020 [%0]
[ks] [ks] [ks] 2018-2020
[ks]
1500500027 |Zlata 52 114 112 92,67 9,27
1500500099 | Severka 59 60 167 95,33 9,53
1500500101 |Polarka 48 58 261 122,33 12,23
1500500115 | Veronika 50 47 207 101,33 10,13
1500500119 | Polka 43 105 266 138,00 13,80
1500500126 | Andromeda 36 109 231 125,33 12,53
15005 Agent 37 64 229 110,00 11,00
1500500116 |Sito 87 132 202 140,33 14,03
1500500051 |Salvo 59 112 334 168,33 16,83
1500500052 | Ascot 54 102 121 92,33 9,23

V soucasné dobé€ je na izemi Evropské unie registrovano 170 odrid hot¢ice bilé, zdrojem
zékladnich dat o materidlech je Evropsky katalog (EU Plant variety database, on line). Bohuzel
u téchto materidlli neni specifikovan uzitny smér. Bé&zny uzivatel pouze s obtizemi tyto
informace ziskd. Jak uvadi Vasak (2005), evropské odrudy Sito, Salvo a Ascot, které byly na
naSem uzemi jeSt¢ v nedavné dobé péstovany a odrida Ascot vroce 2020 mnoZena
(ZEHNALEK, 2021), patii mezi odridy picniho typu. U téchto material odolnost
k Sedosemennosti nehraje vyznamnou roli. V Tab. 5 uvadime vysledky odolnosti pro tyto
materialy. Odridy Sito a Salvo vykazovaly snizenou odolnost, naopak odrida Ascot byla
k napadeni malo citliva a jeji vysledky lze srovnat s odolnosti kvalitnich domacich odrad
semenné¢ho typu.

U nékterych materiall byly pozorovany velké rozdily v napadeni i mezi jednotlivymi
pokusnymi ro¢niky. Tuto skutecnost 1ze vysvétlit plisobenim fady jinych faktort, jako je napf.
ranost (materialy ran€j$i mohou dozravat ve zcela jinych podminkdch nez materidly velmi
pozdni) nebo odolnost k poléhani. Zehnalek (2021) ve své publikaci uvadi, Zze vyskyt Sedych
semen je zavisly na pribéhu pocasi v obdobi dozravani a proto doporucuje péstovat
potravinaiské hotcice predevsim v suchych a teplych oblastech. Zaroven uvadi, ze vlastnosti
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registrovanych odrid to ovliviiuji v mensi mife. I z vysledkli naSich pokusl, predevSim
S ohledem na Sirokou diverzitu testované kolekce, shodné vyplyva, Ze vliv ro¢niku hraje
vyraznou roli, soucasné ale podil vlivu genotypu neni zanedbatelny. Je velmi piinosné do
budoucna charakterizovat materidly vyuzivané na naSem uzemi dle uzitného sméru. Tato
informace by pomohla jak péstiteliim, tak Slechtitelim pii vybéru komponent pro oba
Slechtitelské sméry.

z tohoto ditvodu byly vyslechtény odridy semenného typu, tedy materialy s vyssi odolnosti k
napadeni (PRUGAR, 2008). O vyznamu tohoto parametru svédc¢i i fakt, Zze je soucasti
standardniho hodnoceni ve statnich odridovych zkouSkdch. Z vysSe uvedeného Ize
predpokladat, Ze nachylnost k zaSednuti semen je vdzana na genotyp rostlin a Slechtitelskym
procesem lze vytvofit materialy s pozadovanymi vlastnostmi. Je vhodné zmapovat odolnost k
napadeni u dostupnych materiala (soucasnych i historickych odrid) a vysledky poskytnout
koncovému uzivateli z fad Slechtiteli, ktery tim bude schopen realizovat vhodny vybér
rodi¢ovskych komponentd pro kiizeni. Pokusy realizované v letech 2018-2020 na 140 GZ
kolekce NP potvrdily rozdily v odolnosti materiali k napadeni. GZ bylo mozné mezi sebou
porovnat a zpracovat data pro potfeby koncového uZzivatele. Realizaci viceletého pokusu byl
zohlednén 1 vliv rozdilného prabehu pocasi a jeho dopadli na projev Sedosemennosti.

Zavér

Mezi testovanymi GZ kolekci NP existuji vyznamné rozdily v citlivosti k napadeni semen
houbovymi patogeny. I kdyz je tato citlivost vyrazné posilena chladnym a vlhkym prab&hem
pocasi dan¢ho roku, vliv genotypu muize negativni dopady na kvalitu produkce semen zlepsit.
Vytipované materialy s vysokou odolnosti mohou byt vyuzity ve Slechtitelskych programech
firem, a to pfedevsim pfi tvorbé semennych odrid hotcice bilé. Odolnéjsi materidly ptirozené
i pro koncového uzivatele. Data z realizovanych pokusti budou zpracovana a piedana do IS
GRIN Czech, kde budou voln¢ k dispozici uzivatelim i z fad Slechtitelskych firem.

Dedikace

Prezentované vysledky byly ziskany na zékladé feseni projektd MZe CR 206553/2011-17253
”Narodni program konzervace a vyuzivani genetickych zdroji rostlin a agrobiodiversity”,
QK1910225 a institucionalni podpory MZE-RO1821.
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Herbicidni ochrana Inicky seté

Herbicide protection of Camelina sativa (L.) Crantz
Smejkalova H., Kubikova Z.
Zemédeélsky vyzkum, spol. s 1. 0.

Abstrakt

V letech 2018 az 2021 byla v porostech Ini¢ky seté hodnocena fytotoxicita vybranych
herbicidnich pfipravki. Byly zkouSeny preemergentni i postemergenti aplikace, celkem 20
variant. Bylo provedeno hodnoceni celkové fytotoxicity piipravkil ke Ini¢ce a ucinnost na
nejcastéji zastoupené plevele. V letech 2018 a 2021 byly hodnoceny také vynosy. Piipravky
S preemergentni aplikaci vykazovaly k Ini¢ce dobrou selektivitu, zaroven vSak relativné nizkou
ucinnost na plevele. Dobrou selektivitu k Inicce mély také postmergentni piipravky — Goltix
Top, Goltix Titan, Outlook a Galera Podzim. U ostatnich byla zjisténa vysoka fytotoxicita (nad
45 %). V ptipad¢ ptipravku Galera Podzim doslo ke zvySeni fytotoxicity pfidanim druhého
herbicidu se spektrem tcinku na jednodélozné plevele. Doslo také k vyraznému snizeni vynosu.
Kli¢ova slova: Camelina sativa, plevele, herbicidy, fytotoxicita

Abstract

In the years 2018 to 2021, the phytotoxicity of selected herbicidal preparations was evaluated
in the stands of flaxseed. Pre-emergence and post-emergence applications were tested, a total
of 20 variants. An evaluation of the overall phytotoxicity of the preparations to flaxseed and
the efficacy on the most frequently represented weeds was performed. In 2018 and 2021, the
yield was also evaluated. Pre-emergence herbicides showed good selectivity for flaxseed but at
the same time relatively low efficacy on weeds. Post-emergent preparations - Goltix Top, Goltix
Titan, Outlook, and Galera Podzim also had good selectivity for linseed. In others, high
phytotoxicity was found (above 45%). In the case of Galera Podzim, phytotoxicity increased
by adding a second herbicide with a spectrum of action on monocotyledonous weeds. There
was also a significant reduction in yield.

Key words: Camelina sativa, weed, herbicides, phytotoxicity

Uvod

Lnicka seta Camelina sativa (L.) Crantz je jednoleta olejnina z ¢eledi brukvovitych. Produkce
Inicky je zamétena na zisk oleje (kosmetické vyuziti, komponenty do bionafty, lak( a barev),
dale ji 1ze vyuzit jako zdroj potravy pro opylovace nebo jako meziplodinu s vyskou biomasy
50 az 100 cm (Pelikan a kol., 2019). Termin seti Inicky spada na konec biezna az zac¢atek dubna
(vysevek 812 kg/ha). Vegetacni doba je velmi kratka, zpravidla 3 az 3,5 mésice. K pozitivnim
vlastnostem Ini¢ky patii zna¢na odolnost vici diepcikiim (Pelikan a kol., 2016). Z hlediska
zapleveleni ma pomérné vysokou konkurenc¢ni schopnost proti plevelim (Zubr, 1997), pfi
slabém zapleveleni ji 1ze pestovat bez herbicidni ochrany (Strasil, 2008). Péstovani Inicky u nés
neni prili§ rozSitené. Péstuje se jako minoritni plodina, a to odraZi 1 mnoZstvi herbicidnich
ptipravkl povolenych k ochrané Inicky proti plevelim. K 1. 10. 2021 bylo do Inicky K regulaci
zapleveleni registrovano celkem 5 ptipravki: Agil 100 EC, Butisan Max, Butisan Star, Clap a
Targa Super 5 EC (Tabulka 1). V této praci byly zkouSeny dalsi herbicidni pfipravky a byla
vyhodnocena jejich selektivita ke Inicce seté a UCinnost na nejcastéji zastoupené plevele.
V letech 2018 a 2021 byly vyhodnoceny také vynosy semen.
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Tabulka 1. Registrované herbicidni piipravky do Inic¢ky seté

Piipravek Utinna latka Spektrum ucinku 1;£Jﬁ:lacnl Termin aplikace
Agil 100 EC propachizafop lipnicovité jednoleté + 0,4-0,81l/ha postemergentni
vydrol obilnin
lipnicovité vytrvalé + pyr 1,2 —-1,51/ha postemergentni
plazivy
Butisan Max dimethenamid-P, jednodélozné + 2-251/ha preemergentni
chinmerak, dvoudélozné jednoleté
metazachlor
Butisan Star chinmerak, jednodélozné + 1,5-21l/ha preemergentni
metazachlor dvoudélozné jednoleté
Clap klopyralid dvoudélozné 0,4 I/ha postemergentni
Targa Super 5EC  chizalofop-P-ethyl  vydrol obilnin 0,7-11/ha postemergentni
jednodélozné jednoleté 1-151l/ha postemergentni
jednodélozné vytrvalé 2-251/ha postemergentni

Material a metody

Za ucelem sledovani fytotoxicity a ucinnosti vybranych zkousenych herbicida byly v letech
2018 az 2021 zakladany maloparcelkové pokusy. V letech 2018 a 2019 byly pokusy
realizovany na lokalitich v okoli obce Troubsko, v roce 2020 byla pokusna plocha v KU obce
Mél¢any a v roce 2021 v KU obce Holasice. Vysevek Ini¢ky odriidy Zuzana byl 10 kg/ha a
hloubka seti 1 cm. Parcely s plochou 12,5 m? byly uspoiadany do znahodnénych bloki ve tiech
opakovanich. Priibéh pocasi v jednotlivych roc¢nicich uvadi Tabulka 2. Vzhledem k vysoké
konkurenceschopnosti Inicky byly zkousSeny pievazné postemergentni herbicidy. Seznam
zkousenych variant uvadi Tabulka 3. Postemergentni aplikace probihala v rustové fazi 2 az 4
pravych listt (BBCH 12—14) u Inic¢ky (v této riistové fazi byla i vétSina plevell), kdy je nejvyssi
ucinnost ptipravki na plevele. Preemergentni aplikace probihaly do jednoho dne po zaseti.

Tabulka 2. Sumy sraZek a prumérné teploty na pokusnych lokalitach

Rok Msésic 1. 2. 3. 4 5. 6. 7. 8. 9. 10.  11. 12
Primérné mésicni teploty i 14, 18, 19, 16,

201 (°C) 19 -20 21 1 0 6 215 228 0 11,1 56 15

) Sumy srazek (mm) 83, él, 32, él, 86, 86, 400 15,0 36, 14,3 SO, 25,
Primérné mésicni teploty i 11, 12, 22, 14,

201 (°C) 09 24 6,7 1 5 0 20,3 20,8 6 99 6,8 20

% Sumy srézek (mm) 33' a 37’ . 88’ 85’ 60,0 560 gz, 30,4 ‘1‘0' 32'
Primérné mési¢ni teploty 12, 18, 15,

202 (°C) -0,2 46 53 99 5 0 19,1 20,7 0 10,1 45 24

0 Sumy srazek (mm) 9.0 (2)7, 36, SO, 84, g?, 68.0 305, 21, 130, 23, 26,
Primérné mésicni teploty 12, 20, 15,

202 (°C) -0,1 00 35 71 7 5 20,8 17,9 6 - - -

1 ‘s 36, 31, 21, 16, 58, 67, 100, 130, 15,
Sumy srazek (mm) - - -

0 0 0 0 0 0 0 0 0

Fytotoxicita pfipravki ke Ini¢ce byla pfi postemergentni aplikaci hodnocena ve 3 terminech
(T1=hodnoceni po tydnu, T2=hodnoceni po dvou tydnech a T3=hodnoceni po Ctyfech tydnech
po oSetfeni). Pii preemergentni aplikaci byla fytotoxicita hodnocena také pfi vzchazeni porostu
(termin TO v BBCH Inicky 10 — vzchéazeni). Dalsi terminy hodnoceni u preemergentnich
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aplikaci byly odvozeny od data vzejiti Inicky (T1=tyden po vzejiti, T2=dva tydny po vzejiti,
T3=¢tyf1 tydny po vzejiti). Fytotoxicita byla hodnocena vizudlng, testovana plocha byla
srovnavana s neoSetfenou kontrolou. Hodnocena byla celkovd fytotoxicita, tj. celkové
poskozeni rostliny v % (na stupnici 0—100 %). Podle zptisobeného poskozeni byly ptipravky
rozdéleny do 4 kategorii:

Nad 45 % poskozeni = silna fytotoxicita

3145 % poskozeni = zvysSena fytotoxicita

21-30 % poskozeni = uspokojiva selektivita

0-20 % poskozeni = dobra selektivita

U pftipravka vyhodnocenych jako perspektivni k ochrané Inicky uvadime ucinnost na plevele
vyskytujici se na pokusné plose. Uginnost je uvedena v % poskozeni rostliny, kdy 0 % = plevele
zcela neposkozené, 100 % = celkové odumieni pleveli.

V letech 2018 a 2021 byla provedena sklizeii osiva jednotlivych parcel maloparcelkovym
kombajnem Sampo. Vzorky byly zvazeny, dosuSeny a prepoCteny na vynos pii standardni
vlhkosti osiva 8 % v kg/ha. Vynosy byly statisticky srovnany pomoci Tukeyho testu pii 0=0,05.
Vynos byl piepocitan na procentualni vyjadieni vztazené ke kontrolni neosetiené varianté (100

%)

Tabulka 3. ZkousSené herbicidni pFipravky do Inicky seté

v fne ors Aplikacni Termin
Rok Pripravek U¢inna latka divka na ha aplikace
2018 Autor metazachlor 151 pre
2018 Goltix Top metamitron 151 post
2018 Pulsar 40 imazamox 1,251 post
2018 Bentan 480 SL bentazon 21 post
2018 Pardner bromoxynil 11 post
. . dimethenamid-P,
2019 Wing-P + Agil 100 EC pendimethalin 31+151 pre (+ post)
2019 Dual Gold 960 EC s-metolachlor 11 pre
2019 Command 36 CS (+ Agil 100 EC) klomazon 0,251+151 pre (+ post)
2019 Granstar 50 SX (+ Agil 100 EC) tribenuron-methyl 30g+151 post (+ post)
2020 Brasan dimethachlor, klomazon 21 post
2020 Goltix Titan chinmerak, metamitron 1,51 post
2020 Outlook dimethenamid-P 11 post
2020 Mustang (+ Agil 100 EC) florasulam, 2,4-D 081+151 post (+ post)
. halauxifen-methyl,
2020 Belkar (+ Agil 100 EC) pikloram 0,251+151 post (+ post)
. aminopyralid,
2021 Galera Podzim klopyralid, pikloram 0,351 post
. . aminopyralid,
2021 Galera Podzim (+ Agil 100 EC) klopyralid, pikloram 0,351+151 post (+ post)
Galera Podzim (+ Targa Super 5 aminopyralid,
2021 EC) klopyralid, pikloram 0.351+21 post (+ post)
2021 Goltix Top metamitron 151 post
2021 Ally SX metsulfuron-methyl 30g post
2021 Granstar 50 SX tribenuron-methyl 309 post
2021 Stratos Ultra cykloxydim 41 post
Vysledky a diskuze

Lnicka sjarnim terminem vysevu byva zaplevelovdna nejcastéji merliky, violkou rolni,
svizelem pftitulou, rdesny, pohankou svlaécovitou nebo penizkem rolnim. Na naSich pokusnych
lokalitach se vyskytovaly hlavné merliky, pohanka a violka, z jednod€loznych oves hluchy
nebo béry. Spektrum uc¢inku zkousSenych herbicidi bylo zaméteno primarné na dvoudélozné
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plevele. Celkem bylo testovano 11 herbicidnich ptipravkl s postemergentnim datem aplikace,
2 preemergentni piipravky a 7 kombinaci pfipravki proti dvoudéloznym plevelim
s registrovanym Agilem 100 EC nebo Targou Super 5 EC proti jednodéloznym pleveltim.

Fytotoxicita preemergentnich piipravka: V roce 2018 a 2019 byly do pokusu zahrnuty
preemergentni piipravky Autor, Wing-P, Dual Gold 960 EC a Command 36 CS. Ptipravky
Autor a Dual Gold 960 EC byly aplikovany samostatné, spektrum U¢inku téchto ptipravki
zahrnuje plevele dvoudélozné i jednodélozné. Pripravky Wing-P a Command 36 CS jsou
ureny k ochrané plodin proti dvoudéloznym pleveliim, proto byl na pokusné parcely
postemergentné aplikovan ptipravek Agil 100 EC v davce 1,5 I/ha pii vyvojové fazi Inicky dvou
pravych listlh pro potlaceni plevelll jednodéloznych. Vysledna fytotoxicita byla u ptipravka
Autor, Wing-P a Dual Gold ve vSech ¢tyfech terminech hodnoceni 0 %. U ptipravku Command
36 CS bylo v terminu hodnoceni TO pii vzejiti a T1 poskozeni 20 %, v terminech T2 a T3
poskozeni 15 %.

Nejvyssi ucinnost na plevele mél ptipravek Autor. Poskozeni merliku bilého bylo 20 % v T3,
violky rolni 23,3 %, svizele ptituly 56,6 % a rdesna blesniku 5 %. U Commandu 36 CS byla
ucinnost na tolici dételovou 33,3 % a svizel pritulu 20 %. U pripravki Wing-P byla
zaznamenana uc¢innost pouze na merlik bily 15 % a piipravek Dual Gold neposkodil plevele
viibec. Utinnost preemergentnich piipravkil je vézand na vlhkost v ptdé. Pii pouziti
preemergentu v suchych ptidnich podminkach miize dojit ke snizeni jeho uc¢innosti (Stickler a
kol., 1969). V roce 2018 mezi dobou postiiku a poc¢atkem vzchazeni napadlo 0,2 mm srazek,
vroce 2019 0,3 mm srazek, ptipravek byl aplikovan téZ na suchy povrch pidy. Nizka
fytotoxicita piipravki a zaroven nizka G¢innost na plevele mohla byt ovlivnéna pravé nizkou
vlhkosti v pudé. Vysledna fytotoxicita piipravku Dual Gold se shoduje s vysledky prace Jha a
Stougaarda (2013). U¢innou latku s-metolachlor pouZili jako preemergent s vyslednou
fytotoxicitou mensi nez 20 %. Pii oSetfeni podzimniho vysevu Ini¢ky Serdyuk a kol. (2021)
uvadi, ze doSlo ke snizeni hustoty porostu. Jha a Stougaard dale vyzkouSeli do Inicky
preemergentné ucinnou latku pendimethalin obsaZenou v piipravku Wing-P. Zde se projevila
zvysena fytotoxicita, ale neprojevila se na vynosovych parametrech. U€innou latku
pendimethalin zkouseli v ptipravku Stomp Aqua i Scheliga a Petersen (2016) bez viditelného
poskozeni Inicky.

Fytotoxicita postemergentnich piipravki: Z postemergentnich ptipravka byly zkouseny Goltix
Top a Goltix Titan, Pulsar 40, Bentan 480 SL, Pardner, Granstar 50 SX, Brasan, Outlook,
Mustang, Belkar, Galera Podzim, Ally SX a Stratos Ultra. Kromé piipravku Pulsar 40 jsou
ptipravky urcené primarné k regulaci dvoudéloznych pleveld. Granstar 50 SX, Mustang, Belkar
a Galera Podzim byly zkouSeny v tankmixu s Agilem 100 EC také proti jednodéloznym
plevelim. U Galery Podzim byla zkouSena i kombinace s dal§im piipravkem ur¢enym proti
jednodéloznym pleveltim, a to s Targou Super 5 EC.

Silnd fytotoxicita ke Ini¢ce (nad 45 % poSkozeni) byla zjiSténa u 10 zkouSenych variant.
Nejvyssi fytotoxicitu mély ptipravky Pardner (v T3 98 %), Bentan 480 SL (95 %), Mustang
v kombinaci s Agilem 100 EC (99,3 %) a Granstar 50 SX samostatné (83,3 %) nebo v
kombinaci s Agilem 100 EC, kdy se fytotoxicita Granstaru zvyS$ila na 93,3 %. Silnou
fytotoxicitu mély také ptipravky Pulsar 40 (v T3 81,6 %), Brasan (v T1 71,6 % a T3 53,3 %),
Belkar s Agilem 100 EC (75 %), Ally (56,6 %) a Stratos (53,3 %). Fytotoxicita zkousenych
pfipravkil se u Inicky projevovala silnymi chloré6zami, nekr6zami a deformacemi. Déle
dochazelo k omezeni riistu a ke zpozdéni kveteni Inicky.
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Dobrou selektivitu (poskozeni do 20 %) mély ptipravky Goltix Top a Titan, Outlook a Galera
Podzim. Herbicid Goltix Top byl zkouSen v roce 2018 a 2021. U obou ro¢nikti se projevila jeho
dobra selektivita ke Inicce. Pfi terminu hodnoceni T1 byla fytotoxicita v obou zkusebnich
letech 0 %, v T2 1,6 % (2018) a 0 % (2021) a v T3 6,6 % v roce 2018 a 5 % v roce 2021.
Piipravek Galera Podzim pii samostatném pouziti m¢l v terminu T3 fytotoxicitu 15 %, avSak
v kombinaci s ptipravky proti jednodéloznym plevelim fytotoxicita vzrostla na 28,3 % pfi
kombinaci s Targou Super 5 EC a na 35 % pfi kombinaci s ptipravkem Agil 100 EC. Outlook
m¢él k Ini¢ce dobrou selektivitu, poskozeni Ini¢ky v terminu hodnoceni T3 bylo 5 %. Poskozeni
Ini¢ky ve vSech hodnocenych terminech uvadi tabulka €. 4.

U piipravku Goltix Top byla ucinnost na merlik bily 51,6 % (2018) a 36,6 % (2021), violku
rolni 16,6 % (2018), svizel ptitulu 33,3 % (2018) a pohanku 0 % (2018). Goltix Titan uc¢inkoval
na pohanku z 16,6 % a na merlik z 31,6 %. Outlook v davce 1 1 m¢l ucinnost na merlik 18,3 %
a na pohanku 15 %. Galera Podzim méla G¢innost na merlik 85 %.

Nizkou fytotoxicitu u¢inné latky dimethenamid-P (v nasem ptipad¢ ptipravek Outlook) uvadéji
1 Jha a Stougaard (2013). Pfi pouziti jako preemergent nepiesahla fytotoxicita ke Inicce 20 %.
Utinnou latku klopyralid zkousely Serdyuk a kol. (2021) do ozimé Ini¢ky, kde vyznamné
ovlivnila hustotu porostu. Fytotoxicitu 10-40 % v zavislosti na pouzité odridé uvadi Sobiech
a kol. (2020). Piipravek Galera obsahuje u¢inné latky klopyralid a picloram. Picloram byl
pouzit do Ini¢ky v préci Sobiech a kol. (2021) s vyslednou fytotoxicitou 20-55 % Vv zéavislosti
na odrudé. Vysokou fytotoxicitu Galery uvadi Kubikova a Kolatikova (2017). Galera Podzim
obsahujici navic ucinnou latku aminopyralid v nasich pokusech neméla takové vizualni
poskozeni a jevila celkem dobrou selektivitu ke Inicce. Piesto se u ni projevilo pomérné velké
snizeni vynosu (viz Tabulka 5). Pouziti tohoto piipravku by mélo své opodstatnéni pouze
Vv ptipad¢ silného zapleveleni plevely citlivymi k u€innym latkam piipravku.

Tabulka 4. Fytotoxicita zkouSenych herbicidu k Ini¢ce seté

Rok Priipravek Vysledna fytotoxicita (%)
TO T1 T2 T3
2018  Autor 0,0 0,0 0,0 0,0
2018  Goltix To X 0,0 1,6 6,6

2019  Wing-P + Agil 0,0 0,0 0,0 0,0
2019  Dual Gold 960 EC 0,0 0,0 0,0 0,0
2019  Command 36 CS (+ Agil) 20,0 20,0 15,0 15,0

2020  Goltix Titan X 15,0 15,0 13,3
5,0 3,3 5,0

2020  Outlook

x

2021  Galera Podzim X )

2021  Galera Podzim (+ Agil) X 28,3 36,6 35,0
2021  Galera Podzim (+ Targa Super) X 21,6 36,6 28,3
2021  Goltix To X 0,0 0,0 5,0
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* Cervena —nad 45 % poskozeni = silna fytotoxicita, oranZzova — 3145 % poskozeni = zvysSena
fytotoxicita, zlutd — 21-30 % poskozeni = uspokojiva selektivita, zelena — 0-20 % poskozeni =
dobra selektivita

Hodnoceni vynosu semen:

Vynos Inicky odridy Zuzana se udava 1000-1500 kg/ha (VUPT, ZV, 2018). Sklizei pokusnych
ploch probéhla v letech 2018 a 2021. V roce 2018 byl ptepocteny vynos (kg/ha) na varianté
ponechané bez herbicidniho oSetfeni 373 kg/ha, v roce 2021 1667 kg/ha. V roce 2018 vedly
suché podminky (Tabulka 2) a pomérné vysoké zapleveleni ovsahou ke znacnému snizeni
vynosu. U variant oSetfenych Goltixem Top (2018 12021) a Autorem nebyly zjiStény statisticky
prikazné rozdily oproti neosetfené kontrole (Tabulka 5). K nejvét§im ztratdam na vynosu doslo
u variant s nejvyssi mirou fytotoxicity. Vynos s vice nez 50% ztratou oproti kontrole byl zjistén
u piipravkl Granstar 50 SX (66% sniZeni vynosu), Bentan 480 SL (89% sniZeni vynosu), Pulsar
40 (92% snizeni vynosu) a Pardner (95% snizeni vynosu). Statisticky priikazné rozdily ve
vynosech byly zjistény i1 u piipravku Galera Podzim, at’ uZ pouzité samostatné nebo
v kombinaci. Ztrata na vynosu €inila 49 az 47 %. PtestoZe vizualni poSkozeni rostlin nebylo tak
velké, fytotoxicita se u Galery Podzim projevovala pfedev§im omezenim rastu, a to vedlo k
opozdéni vyvoje rostlin, k pozd¢jsimu nakvétani a dozravani semen. Vysoké ztraty byly
zjistény také u varianty oSetfené Ally SX (41% sniZeni vynosu).

Tabulka 5. Vynos semen (kg/ha)

2018 2021
% [0) % [0)
Pfipravek Zgy/lﬁ(: k/gntroly ;I;J(l)(’%); Pfipravek :g/lrl](: k/gntroly ILJ(I)(,E(E));
bez oSetfeni 373 100 a bez oSetfeni 1667 100 a
Goltix Top 276 74 a Goltix Top 1956 117 a
Autor 430 115 a Galera P 861 52 bc
Pulsar 40 30 8 b Galera P + Agil 877 53 bc
Bentan 480 SL 41 11 b GaleraP + TargaS. 856 51 bc
Pardner 19 5 b Ally 985 59 bc
- - - - Granstar 563 34 c
- - - - Stratos 1408 84 ab
Zavér

Lnic¢ka setda ma vysokou konkuren¢ni schopnost k plevelim. V letech s dostatkem ptidni vlahy
je schopna vysokych vynosti i bez pouziti herbicidni ochrany. Pfi vysokém zapleveleni
pozemku je doporucovano pouZiti herbicidnich piipravki. V naSich pokusech se jako vhodné
k oSetteni Ini¢ky osveédcCily postemergentni pripravky s a¢innou latkou metamitron (Goltix Top
a Goltix Titan v davce 1,5 l/ha) a dimethenamid-P (Outlook). Piipravek Galera Podzim
vV samostatném pouziti projevila dobrou selektivitu k Ini¢ce, zaroven ale doslo k poklesu
vynosu o 48 % vlivem omezeni riistu a opozdéného dozravéani. Z preemergentnich piipravki
m¢ély dobrou selektivitu ke Ini¢ce (fytotoxicita do 20 %) Autor, Wing-P, Dual Gold 960 EC a
Command 36 CS s tim, ze u ptipravku Command 36 CS dosahovalo praimérné poskozeni piesné
20 %.
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Dedikace 5
Vysledek byl ziskan za podpory MZe CR, institucionalni podpora MZE-RO1718
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Vlivy sniZujici ic¢innost fungicidi vii¢i bilé hnilobé Fepky
(Sclerotinia sclerotiorum)

The impact of factors reducing the efficacy of fungicides against white mould
of rape (Sclerotinia sclerotiorum)

Safa¥ J.1, Plachka E.?, Seidenglanz M.*

YAgritec Plant Research s.r.o., S'umperk
20OSEVA PRO s.r.0., OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o.,
odstépny zavod Vyzkumny ustav olejnin Opava

Abstrakt

Cilem této prace je snaha o poznani Sirsiho spektra faktorti, které mohou ovlivnit, resp. snizit
funk¢nost fungicidi na bilou hnilobu fepky. Prvni okruh se tykal nacasovani aplikace, kdy
vV podminkach severni Moravy na klimaticky rozdilnych lokalitach bylo potvrzeno, Ze pfi
rychlejs$im kveteni fepky je tfeba volit casnéjsi termin aplikace a nacasovani by se nemélo
odkladat na plny kvét a dokvétani. DalSim zjisténim pomoci hodnoceni vybranych fungicid
reprezentujici jejich zékladni skupiny bylo zjisténo, Ze i polovi¢ni registrované davky maji
spolehlivou ucinnost proti bilé hnilob¢. Za tteti faktor bylo povazovano snizeni ,,fitness* rostlin
diky ziru larev krytonoscii a vétsi rozvoj Sirokého spektra houbovych patogent v¢. bilé hniloby
fepky. Pro autory bylo ptekvapivym zjisténim, Ze k ziru larev stonkovych krytonoscti v mistech
s myceliem S. sclerotiorum dochazelo ke snizeni rozvoje a zivotaschopnosti bilé hniloby, coz
se projevilo snizenou tvorbou sklerocii.

Klic¢ova slova: bila hniloba fepky, Sclerotinia sclerotiorum, fungicidni oSetfeni

Abstract

The aim of this work is to cover a wider range of factors that can affect, respectively. reduce
the functionality of fungicides on white rot rape. The first round concerned the timing of
application, when in the conditions of northern Moravia in climatically different localities it
was confirmed that with faster flowering of rape it is necessary to choose an earlier date of
application and the timing should not be postponed to full bloom and flowering. Another
finding using the evaluation of selected fungicides representing their basic groups revealed that
even half the registered doses have reliable efficacy against white rot. The third factor was
considered to be a reduction in the "fitness" of plants due to the feeding of flowering larvae and
greater development of a wide range of fungal pathogens. It was a surprising finding for the
authors that the eating of larvae of stem angiosperms in places with S. sclerotiorum mycelium
reduced the development and viability of white rot, which was reflected in reduced sclerotia.
Keywords: white mould of rape, Sclerotinia sclerotiorum, fungicides

Uvod

Bila hniloba fepky je onemocnéni, jeZ se v CR vyskytuje ve vech oblastech péstovani fepky
S Castymi silnymi vyskyty a patii mezi klicové choroby (Rimmer a kol. 2007). Je zptisobena
patogenem Sclerotinia sclerotiorum, ktery parazituje na vice nez 300 druzich rostlin. Pro
infekci fepky timto patogenem a pro rozvoj choroby je nutné splnéni nékolika kritérii (Kazda
et al 2007). ZvySené riziko napadeni rostlin nastava u citlivych odrid, pfi hnojeni vysokymi
davkami dusiku, kdyz je velmi vlhké ptdni prostfedi, vysokd vzdusna vlhkost i teplotou
Vv porostech fepky (idelani teplota je mezi 20-25 °C), dlouhotrvajici rosa v porostu, jemné
opakujici se kratkodobé deste, prehoustly porost. Péstovani fepky v osevnim postupu kratSim
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nez 4 roky nebo ji ve zminéném obdobi péstovat jako naslednou plodinu po jinych hostitelich
S. sclerotiorum (zejména hot¢ice, mak, slune¢nice, luskoviny, jeteloviny, kmin atd.) napadeni
porosti fepky zhorSuje.

Hlizenka obecna S. sclerotiorum je patogen ptezivajici v pudé v podobé ¢ernych sklerocii i pies
10 let (Prokinova 2000). Pravé ta jsou zdrojem primarni a sekundarni infekce fepky olejky
ozimé, kdy dochézi k infekci kotfent a baze stonki myceliem vyrostlym ze sklerocii (primérni
infekce) anebo askosporami patogena aktivné uvoliiovanymi z apotecii vyrostlych ze sklerocii
nachazejicich se na povrchu ¢i ve vrchni vrstvé pady (sekundérni infekce). V tomto ptipadé
jsou pfiznaky napadeni pozorovany na nadzemni Casti rostliny (stonek, listy, vétve i SeSule).
Pro vykliceni a rust apotecii ze sklerocii a uvolilovani askospor je dulezita teplota a vlihkost
pudy. Ve vztahu k fepce olejce ozimé jsou tyto podminky zpravidla splnény kratce pred
kvetenim a v kvétu. K zachyceni askospory na rostling, jejimu vykli¢eni a vniknuti do rostliny
dochazi pfi teploté¢ mezi 15 az 20 °C a vlhkosti vzduchu v porostu 85 % a vice, coz musi byt
provedeno Vv prabéhu Zivotaschopnosti jednotlivych spor, tj. 17 hodin (Systém ScleroPro uvadi
7 az 11 °C, Koch et al 2007). Ke splnéni podminky vys$i vzdusné vlhkosti napomahaji
zachycené spadlé petaly (kvétni Casti fepky) na rostlinach, které jsou soucasné zdrojem vyzivy
pro kli¢ici askospory. Prvni viditelné pfiznaky napadeni jsou zaznamenény za 5 az 6 tydntli po
infekci. Pavodce bilé hniloby (Sclerotinia sclerotiorum) zpisobuje ztraty na vynosech
V porostech fepky (s optimalnim poétem rostlin 40 az 60 rostlin na 1 m?) jiz v ptipadé vyssiho
napadeni, tzn. vice neZ 10 % rostlin. Ztraty se zpravidla pohybuji mezi 10 az 20 %, v ptipadé
silného napadeni az 50 %. Nejvyrazné&jsi jsou ztraty, pokud je napadeni viditelné v obdobi
tvorby Sesuli jiz v prvni poloving ¢ervna Plachka et al 2018.

Material a Metody

V podminkéach severni Moravy bylo zalozeno mezi lety 2016—2020 nékolik pokust, jejichz
smyslem bylo objasnit zasadni faktory limitujici funkénost fungicidi na bilou hnilobu fepky
ozimé. V letech 2016-2017 byly ziizeny na lokalitaich Sumperk a Opava maloparcelni pokusy
o rozloze pokusné parcely 25 m?, které byly oSetfovany fungicidnimi sledy v riznych fazich
kveteni. Vzdy byly na kazdé lokalit¢ vyuzity odridy Sherpa a PX104 a pokusy byly zalozeny
ve Ctyfech opakovénich s plné zndhodnénymi variantami pokusu. V pokusu byly vyuzity
registrované fungicidy b&zné vyuzivané pro aplikace provadéné v obdobi kveteni fepky. Slo o
piipravky: Amistar (azoxystrobin 250 g/l + cyproconazole 80 g/I), Pictor (boscalid 200 g/1 +
dimoxystrobin 200 g/l), Propulse (fluopyram 125 g/l + prothioconazole 125 g/l), Symetra
(isopyrazam 125 g/l + azoxystrobin 200 g/lI), Efilor (boscalid 133 g/l + metconazole 60 g/l),
Prosaro 250 EC (prothioconazol 125 g/l + tebuconazol 125 g/l). Terminy aplikaci: 1) zacatek
kvétu (BBCH 61-63), 2) plné kveteni (BBCH 65-67), 3) konec kveteni (BBCH 69, pouze u
ptipravkil Pictor a Amistar).

Dal§i maloparcelkovy pokus (rozhloha parcely 25 m?) byl zalozen v Zabiehu na Moravé na
Sumpersku dne 6. 5. 2020 (BBCH 65) po obdobi s tyden trvajicimi trvalej$imi srazkami (= 18
mm). Jednalo se znovu o plné¢ zndhodnény pokus ve ctyfech opakovénich s neoSetfenou
kontrolou v kazdém opakovani. Smyslem bylo ovéfit i¢innost vybranych pfipravkd na ochranu
rostlin ve snizeném davkovani, nez je registrovana (bezpecna) davka. Metodicky byly vybrany
produkty jako Amistar 250 EC, v davce 1 1/ha (250 g/l azoxystrobinu — strobilurin s Qol
inhibici); Propatan — 0,5 kg/ha (boskalid 50 % reprezentujici SDHI fungicidy); Pictor — 0,5 I/ha
(velice Casta kombinace boskalidu se strobilurinem — dimoxystrobinem 200 + 200 g/l) a Proline
— 0,7 I/ha (azol — prothiokonazol 250 g/l). Davkovani bylo provedeno ve 25 %, 50 % a 100 %
registrované davky. V pokuse bylo hodnoceno napadeni v % na 25ti stoncich na parcelu, coz
znamena 100 hodnocenych rostlin za variantu.

308



OBSAH ,
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

Tieti studie se opirala o sbér sklerocii na 21 lokalitich Sumperska (12.-14.7.2017 a 2.—
6.7.2018) ve vyvojové fazi porostu mezi BBCH 79-81. Na kazdé lokalité bylo ndhodn¢ uiezano
50 rostlin napadenych bilou hnilobou, které byly sesbirdny v konkrétnim porostu fepky
uhlopticné na dany tvar pole. U jednotlivych rostlin bylo hodnoceno procento napadeni bilou
hnilobou fepky z napadenych stonkd chorobou, prumérny pocet sklerocii v jednotlivych
napadenych stoncich a primérnou hmotnosti sklerocii na lokalitu. Dale bylo provedeno
hodnoceni, jez vychazelo z procenta poskozeni stonkti zirem larev krytonosct v pletivech
stonk®i poSkozenych bilou hnilobou. V jednotlivych stoncich byly zméfeny prozrané ,,drahy*
larev stonkovych krytonoscti v mistech s myceliem postizenym bilou hnilobou (délka pozerku
1 délka napadeni myceliem byly zaznamenany v cm a nezajimalo nés prozrani larvami mimo
mista nepostizenych myceliem). Tyto tdaje byly za jednotlivé lokality zprimérovany a dany
do korelace s primérem poctu a vahou odebranych sklerocii z rostlin za lokalitu. Korela¢ni
analyzy a jejich grafické znazornéni byly vypocteny v programu Statistica 12.

Vysledky a diskuze

V maloparcelnich pokusech jsme demonstrovali uc¢innost vybranych fungicidi pii posttiku
v ruznych fazich kveteni na odridach PX104 a Sherpa. Z vysledkt vyplyva prokazatelny vliv
nacasovani aplikace ve vztahu k délce kveteni fepky v daném roce (Tab. €. 1). Svétle hnéd¢ je
znazornén piipad, kdy fepka kvetla pouze tfi tydny a aplikace v plném kvétu a pozdé¢ji mela
nizky dopad na omezeni vyvoje patogena. V roce 2016 odrida Sherpa kvetla v Opave 1 v
Sumperku dokonce pét tydnu, zde se vyplatilo odloZit na¢asovani aplikace do plného kvétu
nebo pii dokvétani. Pfi kveteni okolo Ctyfech tydnl se vyplacelo necekat a aplikovat pfi
nakvétani anebo v plném kvétu (sezéna 2016). Vynosy oproti neoSetfené kontrole se v dobte
nacasovanych aplikacich se zvysily od 0,5 — 1,33 tuny. Nutno dodat, Ze vynosovy zisk je
ovlivnén i jinymi faktory: hnojeni, pribéh pocasi, napadeni jinymi chorobami a sktdci.
Vysledky maloparcelkového pokusu ze Zabiehu n. Moravé (r. 2020), které shrnuji hodnoceni
napadeni bilou hnilobou fepky na variantach s riznymi podily registrovanych davek ptipravki
vyuzivanych vici bilé hnilobé (reprezentujici rizné skupiny fungicidi) jsou zobrazeny v obr.
1 a 2. Vysledky zobr. 1 zobrazuji vyrazny pokles napadeni jiz po aplikaci polovicni
registrované davky piipravkti. Mimo hodnoceni napadeni stonka bilou hnilobou fepky bylo
provedeno vynosové hodnoceni, které je v obr. 2 (priméry jsou prepocteny na 9% vlhkost).
Z kitivek ukazujici nartst vynost po aplikaci fungicidl lze téz vyvodit nartst zisku oproti
kontrole, ktery u nejziskové¢jsiho fungicidniho oSetieni ¢ini 8277 Ké/ha (pfi cené fepky 9300
K¢/t sklizn€). Pro eliminaci nouzového dozravani a rychlym rozvojem chorob (zejména
fomového Cernani stonki a naslednym rozvojem saprofytickych hub), které v poslednich letech
velice pravdépodobné souvisi s pravidelné silnym poSkozovanim stonkt larvami brouki
(stonkovych krytonoscti), byly pouzity plosné insekticidni aplikace — 3x podzimni, 4x jarni a
jednu proti bejlomorce kapustové.

Za dalsi faktor ovliviiyjici funkénost fungicidnich aplikaci byl zvolen zir stonkovych
krytonosci, kteti vytvareji v pletivech rostlin vstupni brany pro saprofytické houby a fomové
¢ernani stonktll. Zde nas nejvice zajimalo, zdali dochazi ke snizeni ,,fitness™ rozvoje bilé hniloby
diky ziru larev krytonoscti v mistech stonkd, které jsou k dispozici k rozvoji sklerocii slouzici
patogenu bilé hniloby k dlouhodobému piezivani v pid€. Z nasbiranych dat byly vypoéteny
statisticky vyznamné pozitivni hodnoty korela¢ni analyzy mezi primérnym poctem
sklerocii v rostlinach a primérnou délkou poskozeni Zirem larev stonkovych krytonosci
(v procentech) v mistech napadenych bilou hnilobou (P <0,05; r = — 0,74), mezi praimérnou
hmotnosti a poctl sklerocii na jednotlivych lokalitach (P <0,05; r = 0,47), mezi primérnym
poskozenim rostlin bilou hnilobou fepky a primémym poctem sklerocii na jednotlivych
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lokalitach (P <0,05; r = 0,49). Korelace mezi primérnym poskozeni stonkl bilou hnilobou a
pramérnou hmotnosti sklerocii nebyla vyznamna na jednotlivych lokalitach. Autofi této prace
predpokladali, Ze mezi Zirem larev stonkovych krytonoscii a ristem mycelii bilé¢ hniloby fepky
muze existovat konkurencni vztah o pletiva rostlin. Tyto hypotézy byly potvrzeny zejména u
vztahll mezi konkurenci Ziru larev stonkovych krytonoscli v mistech napadeni pletiv bilou
hnilobou fepky (obr. 3). Dale bylo prokazano, ze primérné napadeni ochotelych rostlin
pozitivné koreluje se zvySujicim se poctem sklerocii a zvySujici se pocet sklerocii opét
pozitivné koreluje se zvySujici se vahou sklerocii v rostlinach.

Tab. 1: Priibéh kveteni porostii Fepky na lokalitich Opava a Sumperk
v letech 2016 a 2017

Terminy Opava \gumperk Opava ‘gumperk Opava ‘gumperk Opava ‘gumperk
kveteni fepky 2016 2017 2016 2017
BBCH 6163 | 29.4. | 30.4. | 3.5. 7.5. | 21. 4 1.5. 3.5. 7.5.
BBCH65-67 | 10.5. | 10.5. | 18.5.| 15.5. | 10.5. | 12.5. | 18.5. | 15.5
BBCH 69 27.5.] 30.5. ] 30.5 | 28.5. | 27.5.] 4.6. |30.5 | 28.5
Tydny kveteni

(+1— 2 dny) 4 4 4 3 5 5 4 3
Biologickd | 751 7175 | 88 | 70 |s789| 75 | 8 | 80
ucinnost %

Odrida PX104 | PX104 |Sherpa| PX104 |Sherpa| Sherpa |PX104| PX104

Pozn.: Rozdily v délce kveteni jsou barevné zvyraznény spolecné s terminem kveteni. Tato
tabulka zobrazuje vSechny ptipady, kdy byla u¢innost alespon uspokojiva (>70 %).
Biologicka ucinnost je primér uUcinnosti vSech pouzitych fungicidii vypoctenou metodou
Abbott.

Primér napadeni stonkti hlizenkou 0-100%

16
14
12
10
8
6
4
2 \
0
0% 25% 50% 75% 100%

—— Amistar 250 SC 1 I/ha
Pictor 0,5 I/ha

Propatan 0,5 kg/ha
Proline 0,7 I/ha

Obr. 1: Primérné napadeni stonki bilou hnilobou Fepky v % za variantu vybranych
pripravki aplikovany v riznych pomérech registrované davky do repky (1/2; 2/4; 3/4;
4/4)
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Vynos v t/ha
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0% 25% 50% 75% 100%

e Amistar 250 SC 1 |/ha===Propatan 0,5 kg/ha
== Pjctor 0,5 I/ha Proline 0,7 I/ha

Obr. 2: Primérny vynos za variantu (piepocet na 9% vlhkost) vybranych pripravki

aplikovany v riznych pomérech registrované davky do fepky (1/2; 2/4; 3/4; 4/4)
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Primérny pocet sklerocii na lokalité

0 20 40 60 80 100 120

Primérna délka poskozeni stonkovymi krytonosci v pletivech napadenych S. sclerotiorum (%)

Obr. 3: Grafické znazornéni korela¢ni analyzy mezi Zirem larev krytonosct v misté
napadeni bilou hnilobou a primérnym poctem sklerocii na jednotlivych lokalitach (P
<0,05; r =-0,74)

Zavér

Pracovisté v Sumperku a Opavé se dlouhodobé vénuji metodicky pfesnym maloparcelkovym a
poloprovoznim pokustim v fepce ozimé. OSetieni proti bilé hnilobé fepky dosud zahrnuje v
registru pripravkll na ochranu rostlin pies dvacet ucinnych latek, ptesto je ochrana proti této
chorob¢ velice problematicka, jestlize-li jsou splnény ptdné klimatické podminky prostiedi,
coZ je popsano v odstavci o zivotnim cyklu choroby. Vice nez desetileti je pro signalizaci
napadeni kvéta fepky vyuzivano petal testl, které dovedou ur¢it mozné napadeni patogenem,
které je zplisobeno volné poletujicimi akosporami z plodnic patogena. Dale bylo zjiSténo, ze
urychlené kveteni, které bylo v poslednich letech zapfi¢inéno vysokymi teplotami, pfesouva
cileni fungicidniho oSetfeni spiSe do pocatku az plného kveteni fepky ozimé. Jinym pokusem
bylo demonstrovano, ze i polovi¢ni registrované davky fungicidniho osetfeni mohou byt G¢inné
1 pfi primérném napadeni stonkil fepek okolo 15 %. Autofi ¢lanku za pomoci korela¢nich
analyz vypocitali statisticky vyznamné vysledky potvrzujici kompeti¢ni vztah o pletiva rostlin
mezi bilou hnilobou a Zirem larev stonkovych krytonoscli v mistech vyskytu bilé hniloby na
stonku, coz je mimo jiné vstupni branou pro fémové Cerndni stonkii a rychlym rozvojem
saprofytickych hub. Tento jev byl dosud zndm u Zziru larev krytonosct, jez je predispozici
k houbovym patogentim, konkrétné k fomovému Cernani stonk (Broschewitz et al 1993).
Tento konkurencni boj, kdy napadeni larvami stonkovych krytonoscii v misté napadeni bilou
hnilobou vede ke sniZeni poctu a vahy sklerocii (Sclerotina sclerotiorum). Poslednim nemén¢
vyznamnym faktorem, vzhledem k mnozstvi péstovani fepky v CR (rozloha se pohybuje okolo
350 tis. ha), jsou moznosti technickych a lidskych zdroji v destivéjSich a vlh¢ich ro¢nicich
kveteni fepky.
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Mykoviry hub r. Armillaria jako potencialni biopreparaty?
Armillaria mycoviruses as potential biocontrol agent?
Walterova L., Tonka T.}, Hejna O.%, Curn V.

1Zemédeélska fakulta, Jihoceskd univerzita v Ceskych Budéjovicich

Abstrakt

Vaclavky rodu Armillaria se vyskytuji po celém svété a patii mezi nejvyznamngéjsi patogeny
lesnich a okrasnych dievin. Pfesto, ze existuji metody ochrany proti Skodam zplisobenym timto
patogenem, zadna nedokaze uplné zneSkodnit mycelium nachdzejici se v kontaminovanych
oblastech. Tato prace se zabyva detekci mykovirG u hub rodu Armillaria jako potencialnich
bioagens. Pro detekci mykovirti u populaci vaclavek rodu Armillaria pochéazejicich z celé CR
byla vyuzita metoda RNA — Seq. Analyza odhalila pfitomnost dvou kment ssRNA ambi-like
vird. Byly navrzeny primery pro snadnou detekci Ambi-like virti z mycelia vaclavek a proveden
screening pfitomnosti Ambi-like virdi v populacich Armillaria v CR.

Klic¢ova slova: vaclavky, RNA-Seq, houbové viry, patogen

Abstract

Fungi of the genus Armillaria are found all over the world and are among the most important
pathogens of forest and ornamental trees. There are methods of protection against diseases
caused by this pathogen, but none can completely destroy the mycelium located in contaminated
areas. Therefore, this work deals with the detection of mycoviruses in fungi of the genus
Armillaria as potential bioagents. The RNA - Seq method was used for the detection of
mycoviruses in Armillaria populations originating from all over the Czech Republic. Analysis
revealed the presence of two ssSRNA strains of Ambi-like viruses. Primers were designed for
easy detection of Ambi-like viruses from Armillaria isolates and screening for the presence of
Ambi-like viruses in Armillaria populations in the Czech Republic.

Keywords: RNA-Seq, fungal viruses, pathogen

Uvod

Rod Armillaria zahrnuje vice nez 40 popsanych druhi hub (Coetzee a kol., 2018). Mnohé z
nich jsou patogenni a zptsobuji hnilobu kofent u Siroké skaly stromii, ket a nékterych bylin
(Williams a kol., 1989), v¢etné ekonomicky dilezitych jehlicnant (napt. Abies, Picea, Pinus)
a zemé&délskych plodin (napf. Citrus, Juglans, Malus, Prunus, Vitis) (Baumgartner a kol., 2011).
Smrk ztepily (Picea abies) je vyznamnym hostitelem vaclavek r. Armillaria v Ceské republice.
V poslednich letech ubyva v ¢eskych lesich smrku ztepilého (Holusa a kol., 2002; Cienciala a
kol. 2017), k ¢emuz ptispivaji i patogenni houby jako jsou vaclavky. Tento tbytek je Casto
zpusoben kombinaci abiotickych a biotickych faktori, které omezuji rist stromi a oslabuji
kotenové systémy. Tyto interakce mohou likvidovat jednotlivé stromy i celé porosty (Garcia,
2009; Van Mantgem a kol., 2009).

V soucasnosti existuji nékteré metody ochrany proti vaclavkam, mezi které patii napt. vykop
kotfenového limce nebo chemické pesticidy. Jako Gi€innéd ochrana proti A. ostoyae se ukazalo
také odstranéni nakazenych patezil (Cleary a kol., 2013). Zadna ze zavedenych metod viak
nedokaze zcela eliminovat mycelium z kontaminovaného mista (Linnakoski a kol. 2021).
Mykoviry si v posledni dobé ziskaly zna¢nou pozornost jako potencidlni nastroje biologické
kontroly svych pfirozenych hostiteld. U hub rodu Armillaria bylo zatim detekovano pouze
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nékolik virt,, mezi které patii i clenové neddvno objevené skupiny virii pfedbéZzné pojmenované
“ambiviry”. O jejich genomu, vyskytu 1 variabilité je zatim zndmo jen velmi mélo (Linnakoski
a kol., 2021). Mykoviry mohou ve svych hostitelich vyvolat hypovirulenci, ktera vede ke
snizeni schopnosti infekce houbou, ¢imz by jejich uspésna aplikace mohla zna¢né ptispet v
biologické ochrané smrkovych porostl proti vaclavkam.

Cilem této prace byla detekce a identifikace mykovird u hub rodu Armillaria pro naslednou
analyzu a zhodnoceni potencidlniho vyuziti v biologické ochrané.

Material a metody

Véclavky byly sbirany ve smrkovych porostech po celé CR ve formé rhizomorf a plodnic.
Nasbirané vzorky vaclavek byly v laboratofi kultivovany na ME agaru a narostlé mycelium
bylo pouZito na analyzy genomu a transkriptomu (Curn a kol., 2019). Soudasné byly
analyzovany i vzorky vaclavek ze sbirky hub Mikrobiologického tistavu AVCR. V soucasné
dobé je deponovano v biobance ZF JCU pies 100 kment véaclavek z celé CR.

Z mycelia izolovanych véclavek byla fenol - chloroformovou metodou vyizolovana celkova
RNA pomoci ¢inidla Trizol. Takto vyizolovana celkovd RNA byla sekvenovana metodou NGS
v externi laboratofi (Seqme s.r.o., Dobii§, CR). Vysledna sekvenaéni data byla naslednd
analyzovana bioinformatickou analyzou (Zhang a kol., 2018).

Po vyhodnoceni sekvenacnich dat byly k virovym sekvencim navrzeny primery, detekujici
bioinformatickou analyzou zjisténé sekvence i1 v nesekvenovanych vzorcich (Tab.1).
Vyizolovana celkova RNA z mycelia vaclavek byla reverzni transkripci piepsdna do cDNA
pomoci ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega, Madison, USA). Byla
pripravena PCR reakce s ambi-like virus specifickymi primery (pocate¢ni denaturace 94°C 2
minuty, 25 cykli: denaturace 94°C 1 minuta, teplota nasedani dle primerG po dobu 1 minuty
(viz Tab. 1), elongace 72°C 2 minuty a zavérecna elongace 72°C 5 minut). Vysledné produkty
byly vizualizovany na 1,5% agar6zovém gelu pomoci gelové elektroforézy a sekvenovanim
uréena sekvence.

Vysledky

Na zékladé srovnani sekvenacnich dat s BLAST databazi NCBI byly u naSich vzorki vaclavek
identifikovany virové sekvence. NGS sekvenovanim byly ziskany kompletni sekvence
detekovanych vira. Sekvenovanim RNA — Seq transkriptomu 50 vzorka byly detekovany
sekvence odpovidajici dvou kmeniim nedavno popsanym ambi-like virti (Linnakoski a kol.,
2021). Analyzou sekvenacnich dat — srovnanim ndmi sestavenych sekvenci bioinformatickou
analyzou s BLAST databazi NCBI sekvenci - jsme ziskali 6 sekvenci podobnych Ambi-like
viru 3, 2 sekvence podobné Ambi-like viru 2. Navrzenymi primery pro tyto sekvence (viz Tab
1) jsme otestovali 35 vzorkll vaclavek v biobance ZF, vcetn¢ 8 vzorkl ze sbirky
mikroroganizmi MBU. Sekvence Ambi-like viri v biobance ZF jsme nasli u vaclavky smrkové
(A. ostoyae) z lokality Harta (okoli Slezské Harty), z lokality Cavisov (Ostrava) a také u v.
smrkové (€. CCBAS325 ze sbirky mikroorganizmi, sbirané v roce 1964 u Milevska) a A.
calvescens (¢. CCBAS833 — sbirané v roce 1982 na Velké Nivé u Lenory). Délka sekvenci obou
detekovanych kmenli Ambi-like virli je kolem 4 500 bp. Ambi-like virus kmen 2 je tvofen 2

......

kodonem; obr.1) a kmen 3 tvoii 3 ORF (obr. 2).
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500 1,000 1,600 2.000 2,500 3,000 3,500 4,000 4,500 4
— ORF 2 (frame 1) — ORF 1 (frame 3)

Obrazek 1 Ambi-like virus kmen 2

SEIID 1 ,II!EID 1 ,:':EID Q,E!IIIEI Q,E:EIEI S,EIIIIIEI 3,5IIIIIII 4,DIIIIIII 4,5IIIIIII
— ORF 3 (frame 1) — ORF 2 (frame 3)
ORF 1 (frame 3)

Obrazek 2 Ambi-like virus kmen 3
Na zakladé sekvenci ziskanych pomoci RNA — Seq byly navrzeny primery pro rychlou detekci
Ambi-like virti (Tab. 1) v myceliu vaclavek..

Tab. 1 Primery pro detekci Ambi — like virt kmene 2 (Ambi 2) a kmene 3 (Ambi 3)

Primery Sekvence Tm (°C)
Ambi 2 F GCTATGGCTGACTCCTCGTC 62,5
Ambi 2 R ACAGGGCAATCATTGGAGGG 60,5
Ambi 3 F CTTCTCTCCCCGCGTATGAC 62,5
Ambi 3R CGCATGTGCCATATATCGCG 60,5

Pomoci PCR se specifickymi primery byly z cDNA amplifikovany sekvence Ambi-like viri.
Vzhledem k nizké koncentraci viru v transkriptomu byly pro detekci viru provedeny vzdy dveé
po sobé jdouci PCR. Vysledné fragmenty byly vizualizovany na 1,5% agar6zevom gelu.
Navrzenymi primery lze rozlisit kmeny Ambi-like vird pomoci gelové elektroforézy. Vysledné
fragment kmenu 2 jsou ptiblizn¢ 450 bp dlouhé (viz. obr. 3) a vysledné fragmenty kmenu 3
jsou cca 600 bp dlouhé. Pro jistotu ptfesné identifikace byly vysledné produkty néasledné
sekvenovany Sangerovou metodou.

B BN

Obr. 3 Detekovany Ambi-like virus kmen 2 (2. sloupec). Prvni sloupec velikostni marker
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Diskuze

Ambi-like viry jsou nedavno objevenou virovou skupinou do¢asné pojmenovanou ,,Ambiviry*
s ambisense usporadanym genomem (ORF sméfuji proti sobé, Obr. 1, 2; Linnakoski a kol.
2021). Predstavuji novou skupinu domnélych virt, které byly nedavno identifikovany HTS v
patogennich houbach, napt. v Cryphonectria parasitica a Rhizoctonia solani (Sutela a kol.
2020; Forgia a kol. 2021). Zda se, Ze tato skupina virti je mezi asko- a basidiomycety velmi
béZna, ale zatim nejsou k dispozici Zadné informace o morfologii a biologii viri nebo struktuie
virové populace (Linnakoski, R. a kol. 2021).

Mykoviry jsou Siroce rozSifeny ve vSech hlavnich taxonech hub s rlznymi Zivotnimi
strategiemi, véetn¢ askomycet a basidiomycet, mikro- a makromycet, stejné¢ jako u linii hub
jako jsou Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota, Zoopagomycota a
Mucoromycota (Ghabrial a kol., 2015; Myers a kol., 2020, Linnakoski a kol. 2021).
Charakteristickym rysem mykoviri je chybéjici extracelularni faze, k prenosu dochazi
vyhradné vnitrobunéénymi mechanismy. Hlavni cesty pienosu mykovirt jsou spory a hyfalni
anastomoza (Pearson a kol. 2009; Xie a Jiang 2014).

Vzhledem k chybéjici extracelularni fazi byly mykoviry povazovany za vnitini genetické prvky
svych hostiteld, které zpisobuji pouze kryptické infekce. Tento nézor byl vyvracen s objevem
Cryphonectria parasitica hypoviru 1 (CHV1; Heiniger a Rigling 1994). Pomoci CHV 1, ktery
zpisobuje hypovirulenci v houbovém hostiteli, byla v Evropé redukovana plisenn kaStanova
(Rigling 2018).

Tento uspéch poskytl impuls pro vyzkum vyuziti mykovirii jako potencialnich biopesticidi.
Zvlasté mykoviry hub interagujicich s rostlinami mohou byt vyznamné pro ochranu plodin,
protoze mohou ovlivnit fenotyp svého hostitele (Obr. 4). Zejména mykoviry, které zptisobuji
hypovirulenci u fytopatogennich hub, vzbudily v poslednich desetiletich velky zajem o jejich
mozné pouziti jako biokontrolnich ¢inidel (Pearson a kol. 2009).

Obr. 4 Ambi-like virem
infikovana v. smrkova na ME agaru. Vpravo v. smrkova virem neinfikovana

S rozvojem novych technik sekvenovani transkriptomu je popisovdno stale vice mykoviri,
které indikuji hypovirulenci u celé fady taxonomickych skupin (Garcia-Pedrajas a kol. 2019).
Rod Armillaria a dalsi vyznamné houby zpisobujici kofenové hniloby, jako jsou napf.
Heterobasidion spp. nebo Rosellinia necatrix, tvoii rozsahlé a odolné klony, které jsou vhodné
pro vyuziti mykoviri v biologické ochrané. Genomy obou houbovych patogenti byly neddvno
sekvenovany a byla objevena celd fada mykovirt,, z nichz nékteré oslabuji zivotni projevy
houbovych hostitelti (Vainio a kol. 2016; Suzuki 2017; Vainio 2019).
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Uspé&sna aplikace téchto virdl pfi zvladani chorob zavisi na spousté faktori, jako jsou napf.
schopnost §ifit se v pfirozenych populacich hostitelskych patogenti, i¢innost replikace vird a
ptezivani v houbovych tkanich. Hlavnim faktorem ale jsou i buné&€né procesy a signalni drahy,
které vedou ke vzniku hypovirulence. Detekce Ambi-like virti je tak pouze prvnim krokem. Pro
zhodnoceni potencidlu vyuZiti t€chto mykoviri jako potencialnich prostfedkli v biologické
ochran¢ bude tieba jeste rozsahlého vyzkumu.

Zavér

U vaclavek rodu Armillaria, izolovanych v CR byly idenitfikovany 2 kmeny z nedavno
objevené virové skupiny Ambivirt. Tyto mykoviry byly zkoumany na molekularni trovni a byl
proveden screening jejich vyskytu u vaclavek sbiranych na zemi CR. Na zakladé pfedchozich
vyzkumil u€inkli mykovirl na hostitele predpokladdme mozZnost potencidlniho vyuZiti téchto
virti v biologické ochrané smrkovych porosti. Pro posouzeni vhodnosti Ambi-like vird jako
vhodného prostfedku v biologické ochrané proti vaclavkam bude vyzkum nadéle pokracovat
ve fromé poloprovozniho pokusu s virem infikovanymi vaclavkami.
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Hodnoceni vegetace rekultivované skladky z pohledu rizika vzniku pozaru

Evaluation of vegetation of a reclaimed landfill from the perspective
of fire risk occurrence

Winkler J.}, Vaverkova M.D.%, Cerny M.}, Hurajova E.%, Dékanovsky L., Havel L.

WUstav biologie rostlin, Agronomicka fakulta, Mendelova univerzita v Brné
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Abstrakt

Skladky odpadu zstavaji Siroce vyuzivanym zplsobem nakladdni s tuhym komundlnim
odpadem. Cilem prace je zhodnotit sloZzeni vegetace na sklddce z pohledu vzniku pozaru.
Sledovana lokalita se skladkou odpadu se nachazi v katastralnim tizemi Nétcice (Zlinsky kraj).
Na zaklad¢ monitoringu vegetace metodou fytocenologickych snimkt bylo nalezeno 114 druht
rostlin. Druhy s nejvyssi pokryvnosti byly Arrhenatherum elatius, x Festulolium loliaceum,
Lathyrus tuberosus, Galium album, Atriplex sagittata, Elytrigia repens, Securigera varia a
Calamagrostis epigejos. Vegetace rekultivované Casti skladky vytvaii potencial ke vzniku
pozaru z diivodu produkce biomasy. Biomasa rostlin je vSak pouze jednim z faktorti. Kumulace
biomasy vegetace spole¢né se suchym pribéhem pocasi vyrazné zvysuje riziko vzniku pozaru
na skladkach.

Klicova slova: fléra, odpad, pozar, biomasa

Abstract

Municipal waste landfills remain a widely used method of municipal solid waste management.
The work aims to evaluate the composition of vegetation in the landfill from the perspective of
fire occurrence. The monitored locality with a municipal waste landfill is located in the
cadastral area of NétCice (Zlin Region). Based on vegetation monitoring by phytocenological
images, 114 plant species were found. The species with the highest cover were Arrhenatherum
elatius, x Festulolium loliaceum, Lathyrus tuberosus, Galium album, Atriplex sagittata,
Elytrigia repens, Securigera varia, and Calamagrostis epigejos. The vegetation of the
reclaimed part of the landfill creates the potential for a fire outbreak, thanks to biomass
production. However, plant biomass is only one factor. The accumulation of vegetation biomass
together with the dry weather significantly increases the risk of fire in landfills.

Keywords: Flora, waste, fire, biomass

Uvod

Skladky odpadu ziistdvaji Siroce vyuzivanym zpisobem naklddani s tuhym komundalnim
odpadem (Jagaba et al., 2021; Maet al., 2021; Pap et al., 2021) i piesto, Ze je dokladovan jejich
negativni dopad na lidské zdravi a Zivotni prostiedi, a navzdory skute¢nosti, ze skladkovani je
nejméné preferovanou moznosti nakladani s odpady (Sauve a Van Acker, 2020; Wang a
kol., 2020a). Environmentalni a socialni dusledky, vyplyvajici z tvorby skladek a skladkovani
odpad, jsou zasadni (Vaverkova, 2019; Wang et al., 2020Db).

V poslednich letech roste zdjem komunity védeckych pracovnikii o problematiku souvisejici
s reakcemi zivych organismil na znecisténi Zivotniho prostfedi, které je zptisobeno ¢innosti nasi
civilizace (Koda et al., 2013; Nannoni et al., 2015; Paoli et al., 2015; Vaverkova et al., 2018;
Sujetoviene et al., 2019; Uldrijan et al., 2021). Vlastnosti rostlin prokazaly moznost jejich
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vyuZiti k posouzeni zavaznosti antrogenniho tlaku a znecisténi Zivotniho prostfedi (Szymura et
al., 2016; Valjavec et al., 2018; Winkler et al., 2021).

Rostliny nachazeji Siroké upotiebeni i v procesu rekultivace. Béhem tohoto procesu je nezbytné
vratit misto skladky do stavu vhodného pro jeho navrzené vyuziti, pfiCemz je nutné respektovat
ochranu lidského zdravi a Zivotniho prostfedi (Weng et al., 2015). Obnova ekosystémi na
mistech skladek vyzaduje citlivy a odborny pfistup. V urbanizovanych oblastech mohou takové
obnovené lokality slouZit jako mista pro posileni biologické rozmanitosti (Do et al., 2014; He
et al., 2019). Pii rekultivaci povrchu télesa skladky je zpravidla vyuzita vegetace, aby se
zabranilo vodni nebo vétrné erozi jeho svahl. BéZné jsou vyuzivany rtizné druhy trav, bylin,
kefti nebo stromd v zavislosti na nasledném zptsobu vyuziti skladky (Cossu et al., 2018;
Seshadri et al., 2016). Vegetace na rekultivovanych plochach skladek ma fadu vyhod — nizsi
naklady, vyuziti dostupnych zdroji (mistnich piid a pavodnich rostlin), vysoka ekologicka
stabilita a potencialni snizeni emisi sklenikovych plynt (Phillips et al., 2004). Vybeér
konkrétnich rostlinnych druhii zavisi predevSim na adaptabilité¢ zvoleného druhu na mistni
klima a ptdni substrat (Salt et al., 2018).

Vedle zna¢nych vyhod predstavuje vegetace skladek urcité riziko z hlediska vzniku pozaru.
Piebyte¢na biomasa, kterd neni pravideln€ odstraiiovana, miize byt vyznamnym rizikem vzniku
pozaru, zvIlasté na mistech s intenzivni lidskou ¢innosti razného typu. Vznik a pribéh
pozemnich pozarQ jsou mimo jiné ovliviiovany a zavislé na urovni vlhkosti, meteorologickych
podminkach, topografii terénu a zejména na typu vegetace (Lazarus et al., 2020). Behem hoteni
biomasy trav teplota obvykle dosahuje 400 °C, nicmén¢ v piipadé hoficich stromti nebo ket
mize dosahnout 600 az 800 °C (Piwnicki et al., 2006).

Pii povrchovych pozarech se spaluje predev§im nadzemni biomasa. Takové pozary vyznamné
neovlivituji vlastnosti pidy. OvSem pokud se nachazi vegetace na pud¢ napf. raselinového
puvodu, je situace odlisna. V takovych oblastech dochazi k podpovrchovému pozéaru a nastava
vyhoteni hoflavych soucasti pudy. Pozary pod povrchem vyrazné modifikuji stanovistni
podminky a zvysuji nebo snizuji obsah fosforu, drasliku a dusiku v ptid¢ (Marcisz et al., 2019).
Cilem prace je vyhodnotit druhové slozeni vegetace na rekultivované ¢asti skladky z pohledu
produkce biomasy, ktera je jednim z faktorG vzniku pozaru, a porovnat druhové slozeni
vegetace rekultivované skladky s vegetaci skladky, na které stale probiha ukladani rtiznych
druhti odpadu.

Material a metody

Lokalita, kde bylo provedeno hodnoceni vegetace, se nachazi v katastralnim uzemi Nétcice
(N 49°13.66253", E 17°19.13927'; okr. Krom¢étiz, Zlinsky kraj). V ramci pozemku uréeného ke
skladkovani byla vybrana stanovisté s riznymi zpiisoby vyuzivani.

Prvnim stanovistém byla rekultivovana ¢ast skladky. Rekultivace probéhla v roce 2012, kdy
zde byla vyseta smés trav. Druhym stanovistém byla plocha uréena pro ukladdni smésného
komunalniho odpadu. Tretim stanovistém byla plocha uréend pro ukladani a manipulaci
s biologicky rozlozitelnym odpadem. Ctvrtym stanovistém byla plocha uréend pro ukladani
stavebniho a inertniho odpadu.

Vyhodnoceni vegetace bylo provedeno metodou fytocenologickych snimkii. Velikost kazdého
fytocenologického snimku byla 20 m2. Pokryvnost byla odhadovana pfimo v procentech.
Sledovani probéhlo v ¢ervenci 2019. Na kazdém stanovisti bylo zapsano 5 fytocenologickych
snimkt. Druhy rostlin byly rozdéleny do skupin podle svych biologickych vlastnosti. Védecké
nazvy jednotlivych druhG byly pouzity podle databaze Pladias (PLADIAS, 2021).
Vyhodnoceni pokryvnosti nalezenych druhti na vybranych stanovistich s riznymi typy odpadu
bylo provedeno pomoci mnohorozmérnych analyz ekologickych dat. Pouzita byla kanonicka
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korespondenc¢ni analyza (CCA). Pfi testovani prikaznosti pomoci testu Monte-Carlo bylo

propocitano 999 permutaci. Data byla zpracovana pocitacovym programem Canoco 5.0 (Ter
Braak, Smilauer, 2012).

Vysledky a diskuse

Na zaklad¢é monitoringu vegetace metodou fytocenologickych snimki bylo nalezeno 114 druht
rostlin. Na rekultivované ¢asti skladky bylo nalezeno 56 druhti, na plose urcené pro ukladéani
komunalniho odpadu 51 druht, na plose ur¢ené pro ukladani biologicky rozlozitelného odpadu
29 druhu a na plose ur¢ené pro ukladani inertniho odpadu 23 druhti. Na Obr. 1 jsou zobrazeny
podily jednotlivych skupin druhd na pokryvnosti. Druhy snejvyssi pokryvnosti byly
Arrhenatherum elatius, < Festulolium loliaceum, Lathyrus tuberosus, Galium album, Atriplex
sagittata, Elytrigia repens, Securigera varia a Calamagrostis epigejos.

Pokryvnosti nalezenych druht ve sledovanych c¢astech skladky byly zpracovany analyzou
DCA. Délka vypocteného gradientu, zjisténa pomoci DCA, byla 6,73. Na zaklad¢ tohoto
vypoctu byla k dalSimu zpracovani zvolena kanonickd korespondencni analyza (CCA).
Analyza CCA vymezuje prostorové uspotradani jednotlivych druhti rostlin a sledovanych
stanovist’ na skladce. Vztahy mezi druhy rostlin a stanovisti jsou graficky vyjadieny pomoci
ordina¢niho diagramu na Obr. 2.
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Obr. 1 — Prumérna pokryvnost skupin druhi na jednotlivych stanovistich skladky

Vysledky analyzy CCA, kterd hodnotila vztah mezi pokryvnosti druhti rostlin a jednotlivymi
sledovanymi stanovisti, je signifikantni na hladiné vyznamnosti a = 0,001 pro vSechny
kanonické osy. Na zaklad¢ analyzy CCA byly druhy rozdéleny podle jejich vyskytu na
jednotlivych stanovistich skladky do 4 skupin a dale do podskupin dvoudélozné jednoleté,
dvoudélozné viceleté, vytrvalé travy a jednoleté travy.
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Prvni skupina druhli rostlin se vyskytovala pfedev§im na rekultivované casti skladky.
Z podskupiny dvoudéloznych jednoletych rostlin to byly Lactuca serriola, Sisymbrium loeselii,
Sonchus oleraceus; z podskupiny dvoudéloznych viceletych to byly Achillea millefolium,
Calystegia sepium, Carduus acanthoides, Cirsium arvense, Convolvulus arvensis, Daucus
carota, Dipsacus fullonum, Euphorbia esula, Falcaria vulgaris, Galium album, Hypericum
perforatum, Lathyrus pratensis, Lathyrus tuberosus, Linaria vulgaris, Picris hieracioides,
Potentilla anserina, Rosa canina, RubSp. — Rubus sp., SecVari — Securigera varia, Silene
latifolia, Silene vulgaris, Stachys palustris, Symphytum officinale, Tanacetum vulgare,
Tragopogon orientalis, Trifolium aureum, Tussilago farfara, z podskupiny vytrvalych trav to
byly Arrhenatherum elatius, Dactylis glomerata, Elytrigia repens, Festuca pratensis, Festuca
rubra, x Festulolium loliaceum, Phleum pratense, Phragmites australis, Poa pratensis a
zZ podskupiny jednoletych trav Bromus japonicus.

Druha skupina druhil se vyskytovala zejména na ¢asti skladky urcené k ukladani komunalniho
odpadu. Z podskupiny dvoudéloznych jednoletych rostlin to byly Aethusa cynapium, Atriplex
patula, Atriplex prostrata, Beta vulgaris, Bidens tripartitus, Cannabis sativa, Descurainia
sophia, Geranium pusillum, Chelidonium majus, Chenopodium hybridum, Nicandra
physalodes, Papaver rhoeas, Persicaria lapathifolia, Solanum lycopersicum, z podskupiny
dvoudéloznych viceletych rostlin to byly Ballota nigra, Citrullus lanatus, Malva sylvestris,
Physalis alkekengi, Trifolium hybridum, Trifolium medium, Urtica dioica, Verbascum
densiforum, z podskupiny vytrvalych trav §lo o Agrostis capillaris, Lolium perenne, Phalaris
canariensis a z podskupiny jednoletych trav to byly Eragrostis minor a Setaria pumila.

Tteti skupina druhii se vyskytovala prfedevsim na Casti skladky urcené k ukladani biologicky
rozlozitelného odpadu. Z dvoud€loznych jednoletych rostlin se jednalo o Amaranthus
retroflexus, Atriplex sagittata, Commelina communis, Cornus sanguinea, Cucurbita maxima,
Euphorbia helioscopia, Helianthus annuus, Chenopodium album, Chenopodium glaucum,
Chenopodium polyspermum, Ipomoea purpurea, Persicaria lapathifolia, Polygonum aviculare,
Portulaca oleracea, Senecio vulgaris, Solanum nigrum, Tripleurospermum inodorum,
z dvoud¢loznych viceletych rostlin to byly Helianthus tuberosus, Melilotus albus, Plantago
lanceolata, Plantago major, z podskupiny vytrvalych trav §lo o Poa compressa a z jednoletych
trav o Avena fatua, Bromus hordeaceus, Digitaria sanguinalis, Echinochloa crus-galli,
Hordeum murinum, Panicum miliaceum a Setaria viridis.

Ctvrta skupina druhii se vyskytovala zejména na &asti skladky uréené k ukladani inertniho
odpadu. Slo o podskupinu dvoudé&loznych jednoletych rostlin Amaranthus albus, Amaranthus
powelli, Anagallis arvensis, Capsella bursa-pastoris, Chenopodium pedunculare, Myosotis
arvensis a Papaver rhoeas.

Z vysledkl je patrné, Ze na rekultivované ploSe naprosto pfevazovaly vytrvalé druhy. Jednd se
predevsim o rostliny, které maji potencidl kumulovat biomasu. Pokud je biomasa misto
odklizeni mulCovana, je zde vyrazna dispozice ke vzniku pozaru. Biomasa v kombinaci se
suchym pribéhem pocasi je tedy rizikovym faktorem. Podle Salemme et al. (2021) bylo
prokazano, ze vegetace slozend pfedevsim z trav zvySuje pravdépodobnost a také intenzitu
pozaru. NasSe vysledky ukazuji, Ze, alesponi z pohledu slozeni vegetace, jsou aktivni ¢asti
skladky méné nachylné ke vzniku pozaru. Pfevaha jednoletych druhii a niZ8i pokryvnost toto
riziko snizuji.

324



OBSAH

Uroda 12/2021védecka priloha casopisu

maAlbu ChePedu

O ;
— Inertni maPowe MyoArve
Anadrve  PapRhoe
BroSter
CapBurs
AgrCapi|CucMaxi CheGlau
BroHord|EupHeli IpoPurp
. ComConamHelAnnu PanMili
Bioodpad |U| |HelTube PorOler
SisLoes AtrSagin
. VelAlbu
dcnmin LatPra — BroJapog]® Trilnod8 ~§ Ghedlbu
CalEpig LatTube ChePoly g [PolAvic
(Q'ir.grve %)1/;7/!1}//3 SonOler SolNig or Muri
onArve PhlPraf v Mii
DacGlom PhrAust ATILIHH : ’/g P/GMC‘UOB"Q[\’/Z ae;ztlr
(leFl/// PoaPrat CiCarAcan Cordang @i, anc
salAlbu RosCanl Rekultiv 'yRepe T )
HypPerf RubSp. CalSe™ SetViriQHoaComp
[1;(//[ 1/1/577 ASS'CC; '(7‘ SHans ® DlgS(mgB SenVulg
estulol StaPalu LacS o e 27 Wl
FesPrat TraOrie - BpRlrs
FesRubr TridAure O
TusFary CheMaju  Sollyro
. Aktivni
AetCyna Can@i LolPere SetPumi
AtrPatu CitLana |MalSylv TriHybr
AtrPros DesSoph|NicPhys TriMedi
o BalNigr EraMino PerLapaUrtDioi
. BetVulg GerPusi (PhaCanaVerDens
L BidTrip CheHybr|PhyAlke
-0.4 0.6

Obr. 2 — Ordinaéni diagram vyjadiujici vztah mezi druhy rostlin a stanovisti sledované
skladky (celkova vysvétlena variabilita = 22,4 %; F-ratio = 3,4; P-value = 0,001)

Vysvetlivky: Rekultiv — rekultivovana ¢ast skladky; Aktivni — plocha uréena pro ukladani
komunalniho odpadu; Bioodpad — plocha urend pro uklddani biologicky rozlozitelného
odpadu; Inertni — plocha urcena pro ukladani inertniho odpadu.

Zkratky druhii ze skupiny dvoudéloznych jednoletych rostlin: AetCyna — Aethusa cynapium,
AmaAlbu — Amaranthus albus, AmaPowe — Amaranthus powelli, AmaRetr — Amaranthus
retroflexus, AnaArve — Anagallis arvensis, AtrPatu — Atriplex patula, AtrPros — Atriplex
prostrata, AtrSagi — Atriplex sagittata, BetVulg — Beta vulgaris, BidTrip — Bidens tripartitus,
CanSati — Cannabis sativa, CapBurs — Capsella bursa-pastoris, ComComm — Commelina
communis, CorSang — Cornus sanguinea, CucMaxi — Cucurbita maxima, DesSoph —
Descurainia sophia, EupHeli — Euphorbia helioscopia, GerPusi — Geranium pusillum,
HelAnnu — Helianthus annuus, CheMaju — Chelidonium majus, CheAlbu — Chenopodium
album, CheGlau — Chenopodium glaucum, CheHybr — Chenopodium hybridum, ChePedu —
Chenopodium pedunculare, ChePoly — Chenopodium polyspermum, IpoPurp — Ipomoea
purpurea, LacSerr — Lactuca serriola, MyoArve — Myosotis arvensis, NicPhys — Nicandra
physalodes, PapRhoe — Papaver rhoeas, PerLapa — Persicaria lapathifolia, PolAvic —
Polygonum aviculare, PorOler — Portulaca oleracea, SenVulg — Senecio vulgaris, SisLoes —
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Sisymbrium loeselii, SolLyco — Solanum lycopersicum, SolNigr — Solanum nigrum, SonOler —
Sonchus oleraceus, Trilnod — Tripleurospermum inodorum.

Zkratky druhu ze skupiny dvoudé€loznych viceletych rostlin: AchMill — Achillea millefolium,
BalNigr — Ballota nigra, CalSepi — Calystegia sepium, CarAcan — Carduus acanthoides,
CirArve — Cirsium arvense, CitLana — Citrullus lanatus, ConArve — Convolvulus arvensis,
DipFull — Dipsacus fullonum, FalVulg — Falcaria vulgaris, GalAlbu — Galium album, HelTube
— Helianthus tuberosus, HypPerf — Hypericum perforatum, LatPrat — Lathyrus pratensis,
LatTube — Lathyrus tuberosus, LinVulg — Linaria vulgaris, MalSylv — Malva sylvestris, MelAlbu
— Melilotus albus, PhyAlke — Physalis alkekengi, PlaLanc — Plantago lanceolata, PlaMajo —
Plantago major, PotAnse — Potentilla anserina, RosCani — Rosa canina, RubSp. — Rubus sp.,
SecVari — Securigera varia, StaPalu — Stachys palustris, TanVulg — Tanacetum vulgare,
TraOrie — Tragopogon orientalis, TriAure — Trifolium aureum, TriHybr — Trifolium hybridum,
TriMedi — Trifolium medium, TusFarf — Tussilago farfara, UrtDioi — Urtica dioica, VerDens —
Verbascum densiforum,

Zkratky druhti ze skupiny vytrvalych trav: ArrElat — Arrhenatherum elatius, CalEpig —
Calamagrostis epigejos, DacGlom — Dactylis glomerata, ElyRepe — Elytrigia repens, FesPrat
— Festuca pratensis, FesRubr — Festuca rubra, Festulol — x Festulolium loliaceum, LolPere —
Lolium perenne, PhaCana — Phalaris canariensis, PhlPrat — Phleum pratense, PhrAust —
Phragmites australis, PoaComp — Poa compressa, PoaPrat — Poa pratensis.

Zkratky druhti ze skupiny jednoletych trav: AveFatu — Avena fatua, BroHord — Bromus
hordeaceus, BroJapo — Bromus japonicus, BroSter — Bromus sterilis, DigSang — Digitaria
sanguinalis, EchCrus — Echinochloa crus-galli, EraMino — Eragrostis minor, HorMuri —
Hordeum murinum, PanMili — Panicum miliaceum, SetPumi — Setaria pumila, SetViri — Setaria
viridis.

Zavér

V pribéhu sledovani bylo nalezeno 114 druhti rostlin. Odli$né stanovisté na sledované skladce
odpadu se vyrazné¢ lisi slozenim vegetace. Vegetace rekultivované ¢asti vytvari potencial ke
vzniku pozaru z diivodu produkce biomasy a vysoké pokryvnosti. Biomasa rostlin je vSak pouze
mulcovani. Kumulace biomasy spole¢né se suchym priibéhem pocasi vyrazné zvysuje riziko
vzniku pozaru na skladkach.
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Inhibi¢ni efekt vybranych alternativnich nizkorizikovych latek proti
Phytophthora infestans s dominanci chitosanu

Inhibition effect of selected low risk substances against Phytophthora infestans
with the dominance of chitosan

Zabka M. !, Pavela R. !

YWyzkumny vstav rostlinné vyroby, v.v.i. Praha-Ruzyné

Abstrakt

V této praci byl testovan pfirodni polymer chitosan, jako latka s inhibi¢nim uc¢inkem na testované¢ho
patogena ze skupiny oomycét P. Infestans spolecné s dalsi pfirodni antifungalni latkou natamycinem.
In vitro byly testovany efektivni koncentrace a dose response kiivky patogena v zavislosti na
koncentraci. Ob¢ latky byly porovnany s inhibi¢nim efektem syntetického fungicidu tebukonazolu,
ktery byl v této praci pouzit jako referencni standard a pozitivni kontrola. V praci byl potvrzen vysoky
inhibi¢ni efekt chitosanu a to dokonce i vyssi nez u syntetického tebukonazolu. Prakticky minimalni
inhibi¢ni efekt na P. infestans byl vSak prokazan u natamycinu, ktery je jinak u pravych hub vysoce
efektivni. Ob¢ pfirodni latky jsou diky své nezavadnosti i G€innosti kandidaty na rozsiteni skupiny
legislativné uznavanych zakladnich latek jako alternativnich preparat na ochranu rostlin.

Klic¢ova slova: Chitosan, Natamycin, Antifungalni aktivita, Oomycetes, P. infestans.

Abstract

In this work, the natural polymer chitosan was tested as a substance with an inhibitory effect on the
tested pathogen from the group of oomycetes P. Infestans together with another natural antifungal
substance natamycin. Effective concentrations and dose-response curves of the pathogen were tested in
vitro. Both substances were compared with the inhibitory effect of the synthetic fungicide tebuconazole,
which was used in this work as a reference standard and a positive control. The work confirmed the high
inhibitory effect of chitosan, even higher than that of synthetic tebuconazole. However, a virtually
minimal inhibitory effect on P. infestans has been demonstrated with natamycin, which is otherwise
highly effective against true fungi. Due to their safety and effectiveness, both natural substances are
candidates for expanding the group of legally recognized basic substances as alternative plant protection
products.

Keywords: Chitosan, Natamycin, Antifungal activity, Oomycetes, P. infestans.

Uvod

Pouzivani chemickych syntetickych fungicidnich latek v 1ékatstvi, kosmetice a jinych oblastech
se jiz davno stalo nedilnou soucasti moderniho vyspélého svéta. Nicméné, v Zzadné z uvedenych
oblasti nerezonuje problém pouzivani fungicida tak vyrazné, jako v oblasti zemé&d¢lstvi, které
¢im dal Castéji nardzi na opravnéné ¢i prehnané environmentalni bariery. Nadéjnou cestou je
vyzkum antifungalnich vlastnosti mnohych pfirodnich latek, které mohou zastoupit ¢i snizit
spotiebu syntetickych pesticidii obecné. V soucasnosti podléha pouzivani klasickych pesticidli
¢im dal vétSim restrikcim z diivodu vzrlstajicich tendenci v ochrané Zivotniho prostiedi
(Brauer et al., 2019). Proces registrace a zavadéni do praxe novych, byt ekologicky lépe
piijatelnych preparatl, je slozity a extrémné drahy. Jedna z cest umoznujici lepsi a rychlejsi
piistup k ekologicky pratelskym moznostem ochrany byl naptiklad v EU zavedeny status tzv.
Basic substances (BSs) jinak také Low risk active substances (LRASs). Podstata téchto latek je
legislativné definovana (EC) Regulation No. 1107/2009 (Marchand, 2015). Jednou
z vyznamnych BSs or LRASs je chitosan, povoleny pro ochranu rostlin v EU pouze pro
bobulové ovoce, obiloviny nebo kofeni (SANCO 2014). Chitosan piedstavuje plné prirodni
polymer s vyznamnymi antibakterialnimi i antifungalnimi vlastnostmi (Goy et al., 2009; Zabka
and Pavela, 2018). Chitosan ma obrovsky potencial i v jinych oblastech a pro svou bezpe¢nost
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je pouzivan v potravinaistvi nebo biomedicinskych aplikacich ¢i farmacii (Morin-Crini et al.,
2019). Po chemické strance jde o poly - [(b-1/4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose] ziskanou
plnou ¢i ¢astecnou deacetilaci hojné zastoupené pfirodni latky chitinu. Tato studie popisuje
prekvapivou a velmi vyznamnou dominanci chitosanu nad dal$imi potencialnimi eco-friendly
latkami nebo preparaty v ucinnosti proti velmi nebezpecnému, destruktivnimu rostlinnému
patogenu Phytophthora infestans, zptisobujici zavazné symptomy potato late blight pfedevsim
na brambordch a rajatech. Vyznam tohoto patogena je historicky potvrzen naptiklad
hladomorem v Irsku v letech 1845-1847 (Judelson, 1997). Tato prace, byt cilené zaméfena na
chitosan, dale popisuje dale ucinnost dalSi zdravotné bezpecné substance s potencidlem
zatazeni do zdkladnich latek, kterou je natamycin, o kterém jsme psali v jiné praci (Zabka
2018).

Material a metody

Izolace a udrzZovani kultury P. infestans
Testovany izolat P. infestans byl izolovan v roce 2020 pod mikroskopem z infikované hlizy
bramboru. Po pfecisténi (pomoci kultivace na ATB/Chloramphenicol) je kultura udrzovéana
V pracovni laboratorni sbirce V nativnim stavu v termostatu pii teplot¢ 18°C a pravidelné
pasazovana na zitném agaru (Rye A agar).

Testovani inhibi¢niho efektu latek proti vybranému patogenu

Inhibi¢ni vlastnosti testovanych latek na myceliarni rust P.infestans byly testovany pomoci
dilu¢ni metody. Vybrané latky s antifungalnim potencidlem byly pofizeny od firmy Sigma-
Aldrich, v p.a. stupni chemické Cistoty (Tab. 1). Stanovené mnozstvi latek bylo rozpusténo
Vv malém mnozstvi rozpoustédla (sterilni destilovana voda) a dikladné rozmichdno v RAA
médiu pii teploté pod 60°C v presné¢ dané¢ koncentracni fadé. Ta byla zvolena na zaklad¢
predchozich test nasledovné: 0,1; 0,25; 0,5; 1; 1,5 a 2 mg.ml-1 tak, aby maximalné pokryvala
piedpokladané rozpéti ,,dose-response® kiivek u u jednotlivych latek a testovaného patogenniho
organismu P. infestans. Kontrolni sada byla pfipravena pfidanim ekvivalentniho mnozstvi
stejného rozpoustédla, tedy sterilni destilované vody. Jako pozitivni referencni kontrola byla
pfipravena sada s ¢etn¢ pouzivanym syntetickym fungicidni latkou Tebukonazol, ktera byla
piipravena ve stejné koncentracni tfad¢. Pripravené Petriho misky (9 cm) byly sterilné
naoCkovany pomoci mycelidrnich diskd (0,4 cm) odebranych z okraje c¢trnactidennich
povrchovych kultur P.infestans. Kultivace probihala po dobu 10 dni, pfi teploté 21°C. Svételny
rezim byl nastaven za pouziti black light (20 hod tma / 4 hod black light). Nasledné srovnani
praméru kolonii v porovnani s kontrolnimi sety bylo pfevedeno na procentualni vyjadieni
inhibi¢niho potencialu jednotlivych latek.
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Tab. 1: Vybrané latky pouZité pro testovani antifungalnich vlastnosti

Latka IUPAC nazev *popis Strukturalni vzorec
Poly(beta-(1,4)-2- O
Chitosan amino-2-deoxy-D- ﬂ [ NH
glucose) "
* Amphotericka Ox T \‘?*ALDH
Natamycin macrolidova \fc; T O:’OHCC‘”
antifungadlni latka =z TS
(RS)- 1-(4-
Tebukonazol Chlorophenyl)- 4,4- \>§(\/©/
dimethyl-3-(1H, 1,2.4- | <~

Vysledky a diskuse

Vysledky potvrzuji inhibiéni u¢inky na rast P.infestans u vSech testovanych latek. Chitosan
prokazal nejvyssi uc¢innost na rust P.infestans predev§im v koncentracich nad 50% inhibici, coz
je stanoveno jako spodni hranice potencidlni efektivity. Této hranice bylo u chitosanu dosazeno
jiz v niz8ich davkach v koncentraci 0,5 mg/ml. V tomto koncentraénim bodé doslo také
k prekonani uc€innosti syntetického fungicidu tebukonazolu, ktery mutzeme v této praci
povazovat za referenci kontrolni standard. Od této davky vykazoval chitosan vyssi efektivitu
na rast kolonii P. infestans. Chitosan navic vykazal ve finalnich bodech, tedy nejvyssich
koncentracich dose response kiivky ucinnost az 98% oproti pouze 89% u tebukonazolu.
Piekvapivé nizkd ucinnost byla prokdzana u natamycinu, ktery u tohoto patogena nedosahl
hranice efektivni u€innosti ani v nejvyssich bodech koncentracni fady. Natamycin byl v naSich
pfedchozich vyzkumech velmi efektivni latkou u mnoha jinych patogenti a to i pfi daleko
nizsich koncentracich. Pfedpokladdme, Ze mechanismus ucinku natamycinu vice zasahuje do
vyvoje skupiny tzv. pravych hub, ale diky morfologickym i fyziologickym odliSnostem skupiny
Oomycet neni proti P.infestans efektivni (Zabka 2018, ). Pribéh dose-response kiivky u
natamycinu zjevné¢ ani v jednom bod¢ nedosahuje Uc€innosti chitosanu ani referenéniho
tebukonazolu (Graf 1.). je to enormné¢ slibna ptirodni latka, bez Skodlivych environmentéalnich
vlivl. Jedna se o polysacharid, kopolymer glukosaminu a N-acetylglucosaminu (Younes and
Rinaudo, 2015). Uginnost chitosanu je zptisobena mnoha mechanismy jako jsou elektrostatické
interakce kladn€ nabité molekuly chitosanu s bunéénymi membranami, naruseni osmotické
balance cytosolu ¢i pfimou destabilizaci membran. Diky silné chela¢ni schopnosti chitosanu
dochazi k blokovani dulezitych kovovych ionti, pfedevsim Ca2+ (Lee et al. 2016). Né&které
studie hovoii spiSe o nepiimém sekundarnim efektu chitosanu aplikovaného na rostliny, jako je
zvySeni odolnosti rostlin diky elicitaci obrannych mechanismt v pletivech spole¢né
s mechanickou barierou chitosanové vrstvy (Amborabé et al. 2008; El Hadrami et al. 2010).
Oba zpusoby ucinku se nevylucuji a z praktického hlediska se vhodné dopliuji. Prakticky
netoxicky chitosan (Keen and Thanou 2011) se jiz testuje v praxi jako alternativni latka pro
ochranu rostlin s vyhodami environmentalni bezpe¢nosti.
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Graf 1. Dose-responses kfivky P. infestans pro jednotlivé tcinné latky
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Zavér

V této praci jsme v kontrolovanych in vitro testech potvrdili vysokou ucinnost chitosanu jako
inhibitoru ristu zavazného patogena ze skupiny oomycét P. infestans. Oproti referenénimu
standardu, syntetickému a velmi U¢innému fungicidu tebukonazolu, vykazal zdravotné¢
nazavadny a zcela pfirodni chitosan dokonce vyssi ti¢innost. Diky mnoha vyzkumy potvrzené
nezavadnosti a vysoké degradability v prostfedi bude chitosan jisté vice pronikat do oblasti
ochrany rostlin a pfedev§im jako specialista na ochranu proti infekci P.infestans jako bezpeéna
a alternativni latka se zafazenim do skupiny ekologicky i zdravotné nizkorizikovych zakladnich
latek.
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Zmény pudni struktury na svazitych pozemcich

Changes of soil structure on the slopped lands
Badalikova B.%, Vasinka M.}, Prudil J.*?

1Zemédélsky vyzkum, spol. s r.o., Troubsko
2Mendelova univerzita v Brné

Abstrakt

V letech 2018-2020 byl sledovan strukturni stav pudy na svazitych, erozné ohrozenych
pozemcich. Na svahu byly zvoleny tii varianty pro odbéry pudnich vzorku, a sice: varianta 1
(eluvium) — pida bez znamek transportu v horni ¢asti svahu, varianta 2 (eroze) — zerodovana
puda ve stiedni ¢asti svahu a varianta 3 (akumulace) — akumulovana ptida ve spodni ¢asti svahu.
Béhem sledovanych let byla zaznamenana prevazné nejhorsi ptidni struktura u varianty eluvium
—ve svrchni ¢asti svazitého pozemku, kde doslo ke zhorSeni fyzikalnich vlastnosti pidy vlivem
klimatickych podminek a ubytku humusového horizontu. V obdobi vyssich destovych srazek
byla zhorSena plidni struktura u varianty eroze ve stiedni ¢asti svahu.

Klicova slova: eroze, struktura ptidy, Cernozem

Abstract

In the years 2018 — 2020, the structural condition of the soil on the sloping, erosion-endangered
lands was monitored. Three variants for soil sampling on the slope were selected: variant 1
(eluvium) — soil without signs of transport in the upper part of the slope, variant 2 (erosion) —
eroded soil in the middle of the slope and variant 3 (accumulation) — accumulated soil at the
bottom of the slope. During the monitored years was recorded the worst soil structural condition
on the eluvium variant - in the upper part of the sloping plot, where the soil physical properties
deteriorated due to climatic conditions and a decrease in the humus horizon. During the period
of higher rainfall, the soil structure was aggravated on the erosion variant in the middle part of
the slope.

Key words: erosion, soil structure, chernozem

Uvod

Péstovani Sirokotadkovych plodin, jako je kukufice, sebou pfinasi specificka rizika pfedevsim
v diisledku eroze pudy. Ta byvaji umocnéna piedevsim svazitosti péstebnich ploch, neptiznivou
strukturou pidy a jinymi negativnimi vlivy. Na mnoha mistech CR se kukufice p&stuje na
nevhodnych pozemcich, kde dochéazi k vyrazné degradaci piidy vodni erozi (Janecek a kol.
2012). Pi tomto procesu se ztraci nejurodnéjsi ¢ast ornice a s tim souvisi zhorSovani fyzikalnich
vlastnosti pidy spojené se snizujici se produkcni schopnosti. Péstovani plodin a zpracovani
pudy méni strukturu pidy a tim velikost 1 distribuci pora a tvofi zadouci prostiedi pro pohyb
vzduchu a vody (Leij a kol., 2002). Zména pidni struktury po zpracovani ptidy pfinasi zménu
vodivosti a propustnosti pro vodu, teplo a vzduch.

Cilem tohoto ptispévku je zhodnoceni strukturniho stavu cernozemnich pid na svazitém
pozemku, dlouhodob¢ poskozovanych vodni erozi.
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Material a metody

Odbéry pudy v roce 2018 probehly na podzim, v letech 2019 a 2020 pak prob&hly odbéry pid
vzdy na zacatku a na konci vegetace. V roce 2018 a 2019 byla vytipovana lokalita BoSovice a
v roce 2020 lokalita Hrusky. Na obou pozemcich byly péstovany obilniny. Vzdy se jednalo o
¢ernozeme¢ karbonatové. Odbér pidnich vzorku pro stanoveni struktury byl proveden ze dvou
hloubek, a sice 0-0,15 m a 0,15-0,30 m. Odbérna mista byla vybrana na zakladé vysledkt
erozné-akumula¢niho modelu USPED.

Na pokusu byly ur€eny tyto varianty:

Varianty pokusu

Varianta 1 (eluvium): piida bez zndmek transportu v horni ¢asti svahu
Varianta 2 (eroze): zerodovana puda ve stfedni ¢asti svahu
Varianta 3 (akumulace): akumulovana pida ve spodni ¢asti svahu

Klimatické poméry stanovisté

Podle klimatickych oblasti nalezi pokusné lokality Bosovice, Hrusky do klimatické oblasti T2
(tepla, mirn€ suchd) s primérnou rocni teplotou vzduchu 8-9°C a primérem rocnich srazek
500-600 mm. Klimatické oblast je typickd dlouhym, teplym a suchym létem. Velmi kratké
piechodné obdobi s teplym az mirné teplym jarem i podzimem, kratkou, mirné teplou, suchou
az velmi suchou zimou, s velmi kratkym trvanim snéhové pokryvky.

Metodika pidnich analyz

Pudni struktura byla stanovena prosivanim suché zeminy na sitech o primérnych otvorech nad
10 mm; 7,1-10; 5-7,1; 2-5; 1-2; 0,5-1; 0,25-0,5; pod 0,25mm. Vzorky byly odebirany ze dvou
hloubek, a sice 0-0,15 a 0,15-0,30 m. Kazda strukturni frakce byla samostatné zvazena a
pfepoctena na procenta. K vlastnimu hodnoceni byl vypocitan koeficient strukturnosti, ktery
vyjadiuje vztah mezi agronomicky hodnotnymi (0,25-10 mm) a mén¢ hodnotnymi strukturnimi
elementy (>10 a <0,25 mm). Pudni struktura se hodnoti podle koeficientu strukturnosti (KS), z
ehoz se uréuje strukturotvornost piidy. Cim je KS niZsi, tim je piidni struktura horsi, a naopak
se zvySujicim se koeficientem se zlepSuje strukturotvornost ptdy. Jako mezni hranice
koeficientu strukturnosti se udava hodnota 1 (Badalikova, Knakal, 2001).

Vysledky a diskuze

Vzhledem k tomu, ze projekt za¢inal v roce 2018, tak prvni odbéry pid byly uskute¢nény az po
vybéru lokalit, tedy na konci vegetacniho obdobi. Na lokalité BoSovice na podzim roku 2018
(tab. 1) byly zjistény nejvyssi hodnoty koeficientu strukturnosti (KS) u varianty 2 (eroze).
Pravdépodobné zde nedoslo k poruse struktury pudy ve stfedni ¢asti pozemku, 1 kdyZ z horni
smyvu pudy. U varianty 3 (akumulace) byly vysledné hodnoty KS obdobné jako u var. 2. Padni
struktura je dulezita pfi feSeni vodni eroze pudy. Protoze je struktura dana usporadanim a
vazbou piidnich ¢astic, ur¢uje podil nekapilarnich pora a stabilitu pidnich agregati. Piiznivy
vliv struktury se projevuje nejvyraznéji u pud s drobtovitou strukturou, ktera vykazuje plnou
vsakovaci schopnost a protierozni odolnost pfi sklonu pidniho povrchu do 17 % (Holy, 1994).
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Zlepseni pudni struktury eliminuje erozi, optimalizuje funkci mikrobnich spolecenstev (Paul,

2016).

Tab. 1: Zastoupeni strukturnich elementii — BoSovice, konec vegetace 2018

\arianta hloubka Strukturni elementy (% hmot.) Koeficient
(m) nad 10 7,1-10 5-71 2-5 1-2 05-2 0,25-0,5 | pod 0,25 | strukturnosti

0,0-0,15 29,55 10,14 9,94 19,92 11,14 7,05 4,26 8,00 1,67
1 eluvium 0,15-0,30 26,77 13,89 13,27 22,86 9,92 5,26 2,82 5,22 2,16
pramer 28,16 12,01 11,61 21,39 10,53 6,16 3,54 6,61 1,91
0,0-0,15 12,74 9,26 11,59 26,32 15,83 10,18 5,83 8,25 3,82
2 eroze 0,15-0,30 16,84 13,35 13,25 25,38 12,63 7,00 4,89 6,67 3,29
pramér 14,79 11,30 12,42 25,85 14,23 8,59 5,36 7,46 3,55
0,0-0,15 1151 8,18 9,20 21,49 15,32 11,66 11,94 10,69 3,52
3 akumulace 0,15-0,30 21,21 11,31 12,03 23,71 12,58 7,34 5,25 6,57 2,62
primér 16,36 9,75 10,62 22,60 13,95 9,50 8,59 8,63 3,07

V roce 2019 na zacatku vegetace je patrné snizeni hodnot KS v hloubce 0,15 — 0,30 m u vSech
variant (tab. 2). Nejvyssi hodnoty v priméru byly naméfeny opét u var. 2 — eroze a nejnizsi u

var. 1 — eluvium. Obecn¢ byly hodnoty KS vyssi jak na konci vegetace v roce 2018.

Tab. 2: Zastoupeni strukturnich elementi — BoSovice, za¢atek vegetace 2019

Varianta Hloubka Strukturni elementy (% hmot.) Koeficient
(m) nad 10 7,1-10 5-71 2-5 1-2 05-2 ]1025-05 | pod0,25 strukturnosti

0,0-0,15 10,25 12,33 15,96 26,61 15,45 8,17 5,76 5,76 5,86
1 eluvium 0,15-0,30 21,77 12,27 13,36 24,01 10,93 6,60 5,56 4,90 2,92
primér 16,01 12,30 14,66 2531 13,19 7,39 5,66 533 4,39
0,0-0,15 2,98 6,06 9,56 28,31 18,63 12,40 11,92 10,14 6,64
2 eroze 0,15-0,30 8,44 12,31 15,42 28,78 13,28 7,52 7,84 6,40 5,99
prumer 5,71 9,18 12,49 28,54 15,96 9,96 9,88 8,27 6,31
0,0-0,15 8,85 12,49 13,93 28,50 15,40 15,40 8,89 5,79 6,22
3 akumulace 0,15-0,30 19,71 13,92 14,48 14,48 24,32 24,32 10,63 6,00 2,78
primer 14,28 13,20 14,21 21,49 19,86 19,86 9,76 5,90 4,50

Na konci vegetace 2019 (tab. 3) doslo k poklesu primérnych hodnot KS u v§ech variant, a to
hlavn¢ ve svrchni vrstvé pudy. Nejnizsi primérné hodnoty byly zjistény u var. 3 akumulace.
Mohlo to byt zpisobeno vétsSim utuZzenim ptidy na konci vegetace. U zadné z variant vSak
nedoslo k poklesu KS pod mezni hodnotu 1. Jak zjistil Kroulik a kol. (2018), tak ptidni struktura
je ve vétsing pripadl narusena vlivem nizké biologické aktivity piidy a nedostatku organickych
latek. V disledku téchto poruch se pak vyrazné zhorSuji fyzikalni vlastnosti pidy vcetné
naruseni ptidni struktury.
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Tab. 3: Zastoupeni strukturnich elementi — BoSovice, konec vegetace 2019

Varianta Hloubka Strukturni elementy (% hmot.) Koeficient
(m) nad 10 7,1-10 5-7,1 2-5 1-2 05-2 |025-05 | pod0,25 strukturnosti

0,0-0,15 18,41 9,65 9,93 22,82 12,97 843 9,99 6,86 2,87
1 eluvium 0,15-0,30 18,09 11,75 12,44 24,46 12,59 7,25 6,43 5,82 3,15
primer 18,25 10,70 11,19 23,64 12,78 7,84 8,21 6,34 3,01
0,0-0,15 18,12 8,61 8,64 19,94 13,49 10,22 11,93 9,05 2,73
2 eroze 0,15-0,30 14,08 9,45 11,19 23,71 15,20 10,44 10,18 5,76 4,11
pramer 16,10 9,03 9,91 21,83 14,35 10,33 11,06 7,40 3,42
0,0-0,15 28,29 10,84 8,89 17,18 10,47 10,47 827 7,25 1,70
3 akumulace 0,15-0,30 37,53 10,92 9,90 9,90 17,47 17,47 9,19 5,55 1,39
pramsr 32,91 10,88 9,40 13,54 13,97 13,97 8,73 6,40 154

V tab. 4 jsou uvedeny hodnoty KS na lokalit¢ Hrusky na zacatku vegetace 2020. Na této lokalité
byla celkové zjisténa horsi strukturotvornost u vSech variant oproti lokalité¢ Bosovice. V hlubsi
vrstvé pudy (0,15-0,30 m) byly zjiStény u vSech variant niz§i hodnoty KS oproti svrchni vrstvé
(0,0-0,15 m). Na této lokalité byly zjistény nejvyssi hodnoty KS u var. 3 — akumulace a nejnizsi
u var. 1 — eluvium. Doslo k opacnému procesu jak na lokalité¢ BoSovice. Pida v prechodové
casti eluvia byla smyta do stfedni a spodni ¢asti pozemku a doslo zde k naruSeni pidni struktury
vlivem likvidace humusového horizontu. Dochdzi tak k degradaci pidy vlivem nespravného

hospodafteni (Janecek a kol., 2002).

Tab. 4: Zastoupeni strukturnich elementi — Hrusky, zac¢atek vegetace 2020

: Strukturni elementy (% hmot.) Koeficient

varianta | hloubka (m) "5 71-10 571 2.5 12 05-2 [025-05 ] pod0,25 | strukiurnosti
00015 | 1647 11,99 1237 25,80 13,70 8,00 7,02 546 3,66
Telwium [ 015030 | 32,95 13,14 10,75 1875 9,17 535 4,68 555 161
sl 1257 1156 22,27 1144 6,68 5,85 5,50 2,64
00015 | 1001 7,69 10,10 22,30 14,48 11,20 10,75 12,56 336
2 eroze 015030 | 2364 9,87 10,24 2148 11,16 742 7.39 8,61 214
g | L 8.78 1027 21,89 12,82 9,31 9,07 10,59 275
0,0-0,15 5,14 6,96 11,09 3043 17,92 17,92 10,64 10,14 683
3akumulace | 015030 | 2001 10,89 11,26 11,26 23,53 2353 12,67 7,95 2,93
Sranerl| 258 8,93 11,18 20,85 20,73 20,73 1165 9,05 4,88

Na konci vegetace 2020 byla zjisténa nejnizsi hodnota KS u var. 1 — eluvium, nizsi o 32 %
oproti zacatku vegetace (tab. 5). Je tedy patrné, ze v roce 2020 béhem vegetace doslo k
markantnimu zhorseni fyzikalnich vlastnosti puidy vlivem hospodateni, klimatickych podminek
a ubytku humusového horizontu. Podle autorti Jirkd a kol. (2013) se struktura pidy a
hydraulické vlastnosti orné pidy béhem roku zna¢né lisi v dusledku pravidelného zpracovani
pudy, hnojeni, ristu rostlin a koteni, vlivu klimatu atd. Hor$i ptidni struktura ma za nésledek,
ze dochazi k postupné degradaci pidy. Pokud je ptidni struktura zhorSena, vyskytuje se nizsi
procento meziagregatovych port, az u nestrukturnich pud je jejich hodnota nulova (Kutilek,
2012). Je dulezité, aby byla ptidni struktura drobtovité konzistence. Drobtovita padni struktura
umoznuje infiltraci vody do hlubsich vrstev, kdy nasledné dochazi k lepSimu vyuzivani vody
z pudy (Sindelkova, 2020).
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Tab. 5: Zastoupeni strukturnich elementi — Hrusky, konec vegetace 2020

. Strukturni elementy (% hmot. Koeficient

varianta | hloubka (m) =75 71-10 5.71 2-5 12 05-2 ]025-05 | pod025 | strukturnosti
00015 | 4569 12,12 849 1491 7.35 4,00 3,08 4,15 102
lelwium | 015030 | 2537 1343 11,86 2500 | 1136 554 4,41 2,02 257
orimer | 8553 .77 10,18 19,95 9,36 4,81 3,74 3,53 179
00015 | 2605 1153 11,00 1985 | 1052 732 6,68 7,05 2,04
2 eroze 015030 | 1383 7.80 7.80 1879 | 1326 | 1169 | 1783 9,00 343
primér | 19,94 9,66 9,40 1932 | 11,89 9,51 12,26 8,03 2,74
00015 | 1757 857 16,12 217 | 1360 | 1360 8,50 8,11 343
3akumulace | 015030 | 7,65 9,44 12,84 184 | 3023 | 3023 | 1721 10,48 6,86
primér | 12,61 9,00 1448 1750 | 21ol | 2ol | 1285 9,30 515

Zavér

Ze ziskanych vysledki hodnoceni pudni struktury u cernozemi na riznych stanovistich
vyplyva, ze strukturotvornost byla ovlivnéna klimatickymi podminkami a zplsobem
hospodafeni. V podminkdch s vysSim vyskytem deStovych srazek (rok 2020) byla
zaznamenana lepsi struktura piidy u varianty akumula¢ni a v susSich podminkach (rok 2018,
2019) byla zjisténa lepsi plidni struktura u varianty eroze. Pfevazné nejhorsi strukturni stav byl
zaznamenan u varianty eluvium — prechodné ve svrchni ¢asti svazit€ho pozemku. Zde se jedna
o pudy poskozené, odvaté nebo smyté a tedy s vysokym stupném poruchy strukturotvornosti.
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Obr. 1: Lokalita BoSovice — var. eluvium (piechodna)

Obr. 2: Lokalita BoSovice — var. eroze (Sipka) a dolni ¢ast var. akumulace
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Zmény vybranych pidnich vlastnosti po zatravnéni a zalesnéni orné pidy

Changes of selected soil properties after conversion from arable soil
to permanent grassland and forest

Boturova K., Prudil J., PospiSilova L., Horakova E.

Ustav agrochemie, piidoznalstvi, mikrobiologie a vyzivy rostlin
Mendelova univerzita v Brné

Abstract

Pedokompakce, poérovitost, pudni reakce a obsah a kvalita humusu byly hodnoceny v
biokoridoru Uhfice (okres Kroméiiz, Ceska republika) po pfeméné orné pudy na trvaly travni
porost. Biokoridory hraji v krajin¢ dilezitou roli, protoze eliminuji erozi pudy a zlepsuji zivotni
podminky zvifat. Zmény vlastnosti pudy po zméné zptsobu hospodaieni nejsou dostate¢né
studovany a hodnoceny u riznych piidnich typt. Cilem je ukdzat, jak zmény ve vyuZzivani piudy
pozitivnim i negativnim zptisobem ovliviiuji zakladni vlastnosti hnédozemi. Obecné jsou
povazovany za pudy stiedni bonity. Studovana byla hnédozem modalni (orna ptida), ktera méla
pivodné tyto vlastnosti dobrou poérovitost, hlinitou texturou, stiedni obsah a kvalitu humusu,
slabé kyselou reakci a vysoky obsah Zivin. P&t let po piechodu na trvaly travni porost je
dokumentovano zvyseni celkového obsahu humusu, coz znamena, Ze se zvysil potencial pro
akumulaci organického uhliku. Na druhou stranu existuji né€které negativni dasledky, jako je
zvySeni pedokompakce, snizeni porovitosti a pokles pidni reakce.

Klicova slova: vlastnosti ptidy, hnédozem modélni, zména vyuziti ptidy

Abstract

Pedocompaction, porosity, soil reaction and soil organic matter content and quality were
evaluated in bio-corridor Uhfice (region Krométiz, Czech Republic) after conversion from
arable soil to permanent grassland. Bio-corridors play an important role in the landscape,
because of elimination of soil erosion and improving life condition for animals. Changes of soil
properties after conversion are not well studied and evaluated. The aim is to show how land-
use changes in both positive and negative ways affect basic soil properties of Haplic Luvisols.
Studied arable soil was assessed as a middle productive and loamy textured agriculture soil with
good porosity, medium humus content and quality, weakly acid reaction, and high nutrients
content. Five years of permanent grassland showed increasing of amount of soil organic matter,
which means potential for organic carbon accumulation increased. On the other hand, there are
some negative consequences such as increasing of soil acidity and pedocompation. and
decreasing of porosity.

Key Words: soil properties, Haplic Luvisol, land-use change

Uvod
Pida hraje vyznamnou roli v zadrzovani vody v krajin€. OvSem pii naruSeni jejich zékladnich
vlastnosti nevhodnym hospodatfenim dochazi k omezeni této schopnosti a disledkem je eroze,

wrwe

nevhodnymi pojezdy tézké zeméde€lské techniky pii vyssi vlhkosti pady, ztratou organické
hmoty a snizenim aktivity ptadni bioty (Blonska, Lasota, Gruba, 2017). I pfi mirnych destich
voda odtece z povrchu, protoze do utuzené ptudy se voda nedokaze vsaknout. Pokud je navic
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zvolen Spatny osevni postup, voda se nezachyti ani v porostu a bez uZitku odtece pry¢. Pii tom
odnasi nejurodnéjsi ¢ast pudy, ornici, dochazi k obnazovani spodnich horizontl piidy, pficemz
ornice se usazuje v udoli, v korytech fek a vodnich nadrzi, a zanasi je, ¢cimz se zvySuje riziko
povodni (Pospisilova, 2016).

Jako vyznamny prvek v ochrané plidy pted erozi, se doporucuje rozdélit velké plochy na mensi
a budovat remizky anebo obnovovat ptiivodni mista zelené v krajin€. Takovym prvkim se fika
uzemni systém ekologické stability, mezi néZ patii 1 biokoridory. Maji zabranit rozruSovani
pudy vodni ¢i vétrnou erozi, ale zaroven poskytovat ukryt pro faunu a zlepSuji jeji zivotni
podminky. Pro biokoridory je charakteristicka druhové skladba rostlinstva, ktera je zde uméle
vysazovana a méla by odpovidat druhové skladbé dané lokality v krajin¢ (Karabcova, 2009).
Sledovany biokoridor a druhové sloZeni rostlin jsou podrobné popsany v dalsi kapitole.

Cilem vyzkumu bylo sledovat zmény fyzikalnich a chemickych vlastnosti piidy na zatravnéném
a zalesnéném segmentu a na orné pudé. Byly vybrany tyto vlastnosti utuzeni, porovitost,
objemova hmotnost, ptidni reakce, obsah organického uhliku, obsah a kvalita humusovych
latek.

Material a Metody

Resené uzemi se nachazi v k. 0. Uhftice (okr. Kroméfiz, Zlinsky kraj), asi 20 km od mésta
Krométiz. Biokoridor byl zde vybudovan v roce 2014. Primérnd rocni teplota vzduchu se
pohybuje kolem 8,5 °C, pii¢emz nejchladnéj$im mésicem je leden, nejteplejSim Cervenec.
Primérna ro¢ni relativni vlhkost vzduchu se pohybuje kolem 77 %, pti¢emz nejvyssich hodnot
600 mm a na vegetacni obdobi piipada 400450 mm. Nejvice srazek spadne v Cervenci a srpnu,
nejméné v Gnoru. Vybér vhodnych druhu dfevin se provadi na zakladé podkladu, jez tvori
skupiny typt geobiocenti (STG), které vyplyvaji z biogeografického ¢lenéni dané oblasti. Tyto
byly dale ovéieny a prifazeny k pfislusSnym BPEJ. Navrzeny byly druhy dievin, které se v
jednotlivych segmentech opakuji v rizném zastoupeni (Arvita P, 2013). STROMY — dub zimni
(Quercus petraea), habr obecny (Carpinus betulus), hrusen polnic¢ka (Pyrus pyraster), javor
babyka (Acer campestre), javor mlé¢ (Acer platanoides), jefab biek (Sorbus torminalis), jilm
vaz (Ulmus laevis), lipa srdcita (Tilia cordata), olse lepkava (Alnus glutinosa), sttemcha obecna
(Padus racemosa), tiesen ptaci (Prunus avium). KERE — brslen bradavi¢naty (Euonymus
verrucosus), diin obecny (Cornus mas), hloh jednosemenny (Crataegus monogyna), liska
obecna (Corylus avellana), svida krvava (Cornus sanguinea). Primérné vzorky byly odebirany
vpichy pidni sondirkou z kazdého segmentu (OP=orna ptida, TTP=trvaly travni porost L= les)
vzdy na jaro a na podzim v prubéhu let 2014-2018. dvakrat ro¢n¢, a to do hloubky 0-0,30 m.
Primérny vzorek se sklada pfiblizné z 30 vpichu u kazdého segmentu (OP, TTP, L). Nasledné
byly vysuseny a prosety pfes 2 mm sito. Pro ucely stanoveni zékladnich fyzikalnich vlastnosti
byly odebrany neporuSené vzorky do fyzikédlnich valeckd. Dale bylo stanoveno zrnitostni
slozeni pudy, ptidni reakce, vodivost ptidniho vyluhu, obsahu organického uhliku, frakcionace
humusovych latek, UV-VIS spektra humusovych latek, obsah Zivin, penetrometricky odpor.
Z neporuseného padniho vzorku byla stanovovana porovitost, mérna hmotnost (hustota) pudy
(pS), objemova hmotnost redukovana (pd,). Podrobny postup stanoveni jednotlivych ptidnich
parametr uvadeji Zbiral a kol. (2016) a PospiSilova a kol. (2016). Ke statistickému zpracovani
dat byla pouZita jednofaktorovéa analyza ANOVA.

Vysledky a diskuze

Hnédozem modalni dle zrnitostniho rozboru ptedstavuje pudu stiedni, hlinitou s obsahem
jilnatych ¢astic do 45 %. Aktivni plidni reakce v orné ptid€ klesla ze slabé alkalické na kyselou
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reakci. Zalesnénd a zatravnéna plocha vykazovaly slabé kyselou aZ kyselou aktivni reakci.
Podobny efekt nebyl zjistén u vyménné piidni reakce. Obecné byla vyménna reakce neutralni
az slabé kysela. Nejvyssi hodnoty pH/KCI = 6,20 byly dosazeny na zatravnéné plose a orna
puida a les mély slabé kyselou reakci — viz obr. 1. Rozdily u vyménné pidni reakce byly
statisticky vyznamné (P = 0,05). Podkyselovani plidy oznacujeme jako negativni jev, ktery je
typicky pro hnédozemé. Tyto pidy vyzaduji organické hnojeni a vapnéni. Kolisani pH je rovnéz
ovlivnéno zménou vlhkosti, heterogenitou pidy a ro¢nikovou variabilitou.

Vsechny sledované segmenty (OP, TTP, L) mély stfedni (1,43 %) az nizky (1,03 az 1,14 %)
obsah humusu. Dle Sotdkové (1982) se jedna dokonce o velmi nizké hodnoty pro hnédozemé.
Stanovené hodnoty celkového obsahu uhliku se pohybovaly v intervalu od 1,39 % (OP) do 1,54
% (TTP a L) —viz obr. 2a. Vstupy uhliku se po zméné zptisobu hospodateni zvysili a puda ma
vy$$i potencial pro sekvestraci uhliku (Seremesic S., 2017). Obsah humusovych latek (C-HL)
na sledovanych plochach je uvedena na obr. 2b. Z vysledkil je patrna vyssi akumulace
humusovych latek pii TTP a v lese v porovnani s OP. Rozdily u obsahu Cox nejsou statisticky
prikkazné. Rozdily u obsahu C-HL nejsou statisticky prikazné (Saiikka M., Vacha R., Poldkova
S., Fiala P., 2018).. Kvalita humusovych latek hodnocend pomérem HK/FK dosahovala
hodnoty >1 byla pouze na OP. Znaci to vyrovnany obsah HK a FK, anebo pfevahu HK.
Postupné tak dochazi naristu obsahu FK a poklesu poméru HK/FK < 1. I kdyz, jak je uvedeno
vyse, rozdily u obsahu C-HL nejsou statisticky priikazné, v prib&hu let dochazi ke snizovani
kvality humusovych latek a narGstu obsahu fulvokyselin, které odpovidaji za podkyselovani
pudy — viz obr. 3. Tento jev mize byt umocnén mistnimi specifickymi podminkami,
klimatickymi podminkami, a proto se doporucuje OP vépnit a hnojit organickymi hnojivy
(Walkley A., Black T. A., 1934)

Dale byla kvalita humusovych latek hodnocena dle absorbance v UV-VIS oblasti spektra — viz
obr 4. Z grafu je patrné, ze absorbance je vyssi na OP. Tuto skute¢nost potvrzuji i vysledky
frak¢niho slozeni a vysSi obsah C-HL. Nizsi hodnoty absorbance znaci pokles kvality
humusovych latek.

Kritické hodnoty penetrometrického odporu pidy (3,5 MPa) nebyly piekroceny. Obecné 1ze
fict, ze zalesnénd plocha méla vyssi sklon k utuzeni v porovnani se zatravnénou plochou a
ornou pudou.

Z vypoctu hydrofyzikalnich vlastnosti ptidy jsme zjistili, ze porovitost piekrocila kritickou mez
(45 %) jen u zalesnéné ¢asti. Ornd pidy ani TTP utuzené nebyly. Utuzeni v zalesnéné ¢asti l1ze
vysvétlit tim, ze pted vysadbou byla pouzita na svazitém pozemku nevhodna skladba plodin a
mechanizace pii zpracovani pidy a sklizni.

Vysledky byly dosazeny do korelacni analyzy, kterd ukazala, ze obsah organického uhliku
koreluje s obsahem HL, HK a FK (Tab. 1). Obsah HL koreluje s obsahem HK a FK. (n = 186;
a = 0,05; rkrit = 0,159) (Horakova E., Pospisilova L., VI¢ek V., Mensik L., 2020)
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Obr. 2 a, b: 2 a— Celkovy obsah organického uhliku (Cox); 2 b — Celkovy obsah
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Tab. 1: Vysledky korela¢ni analyzy dat

Cog HL HK FK HK/FK
(2/0.1kg) | (2/0.1kg) | (2/0.1kg) | (/0.1kg)

Corg .

(g/0.1kg)
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0,289654 1

(2/0.1kg)
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. 0,351034 | 0,673355 1

(2/0.1kg)
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_ 0,160497 | 0,888444 | 0,258902 1

(2/0.1kg)
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0,126245 | -0,28628 | 0,493446 | -0,68036 1
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Obr. 3: Primérné hodnoty poméru huminovych kyselin a fulvokyselin (HK/FK)
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Obr. 4: Absorbance humusovych latek v UV-VIS oblasti spektra

Zavér

V pribéhu monitoringu piidnich pomérti v biokoridoru Uhfice u Krométize, byly sledovany jak
ornd puda, tak jeji zalesnéné a zatravnéné segmenty. Po vyhodnoceni vybranych fyzikalnich a
chemickych vlastnosti pidy Ize konstatovat, Zze hnédozem modalni po zatravnéni a zalesnéni se
postupné okyseluje, coz souvisi se zménami ve frakénim slozeni humusu, ale 1 klimatickymi
podminkami a specifickymi podminkami dané lokality. Dale bylo zjisténo, Ze obsah
organického uhliku po zatravnéni a zalesnéni nartsta a puda sekvestruje vice uhliku. Nebyly
VéEtsi utuzeni bylo pouze u zalesnéné Casti a 1ze ho vysvétlit tim, ze pred vysadbou byla pouzita
tézka technika. Vysadba rostlin i nasledna péce o biokoridor probihaly rucné, bez tézké

mechanizace. Pida je v dobrém fyzikdlnim stavu, kypra a sledované parametry spliuji
agroekologické limity. V nasledné péci o vznikly biokoridor by bylo vhodné zohlednit i dalsi

345



OBSAH ,
Uroda 12/202 1védecka priloha casopisu

pudni parametry, pfedev§im biologické vlastnosti a péci o plidni edafon, ktery zajiStuje
zlepSovani ptidnich vlastnosti, a ktery je pro piidu Zivotné nezbytny.
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Aplikace peletizovaného kompostu ve vinicich

Application of pelletized compost in vineyards
Cizkova A*., Burg P.,Ma§an V., Zemanek P.
Mendelova univerzita v Brné, Zahradnicka fakulta Lednice

Abstrakt

Experimentalni méfeni realizované ve vinohradnickych podminkach jizni Moravy, v letech
2020-2021, byla zamétfena na hodnoceni uc¢inkli peletizovaného kompostu, aplikovaného
plosnym a hloubkovym zplisobem na vynos hroznl. Peletizovany kompost s piidavkem
biouhlu byl aplikovan v davce 3 kg.m™. Uvodni vysledky realizovanych experimentii nazna¢uji
pozitivni vliv aplikovaného peletizovaného kompostu na chemizmus pidy i vynos hroznda.
Aplikace peletizovaného kompostu pozitivné pfispiva k pozvolnému nartstu obsahu zivin i
pozvolnému zvySeni kvality humusu. Z hlediska ristu ket révy vinné prispiva pravidelné
hnojeni k vy$§im vynosiim (u odrudy Palava o 15-19%, u odridy Tramin Cerveny 3-14%).
Z hodnocenych variant byla ve vétsSiné pripadi nejlépe hodnocena var. B, s hloubkovou
aplikaci do oblasti ptfikmenného pasu. K vytvoieni objektivnéjsich zavért je nezbytné viceleté
sledovani.

Klic¢ova slova: vinice, kompost, aplikace kompostu, vynos hroznt, peleta, peletizace

Abstract

Experimental measurements carried out in the viticultural conditions of South Moravia, in the
years 20202021, were focused on the evaluation of the effects of pelletized compost, applied
superficially and deep form on the yield of grapes. Pelletized compost with the addition of
biochar was applied at a dose of 3 kg.m™. The initial results of the experiments indicate a
positive effect of applied pelletized compost on soil chemistry and grape yield. The application
of pelletized compost positively contributes to a gradual increase in nutrient content and a
gradual increase in humus quality. In terms of the growth of vine bushes, regular fertilization
contributes to higher yields (for the Palava variety by 15-19%, for the Tramin red variety
3-14%). Of the evaluated variants, var. B, with deep application, was the best evaluated in most
cases. Multi-annual monitoring is necessary to draw more objective conclusions.

Keywords: vineyard, compost, application of compost, yield of grapes, pellet, pelletizing

Uvod

Z pohledu vinohradnické produkce sehrava vyziva révy vinné vyznamnou roli. Optimalni
vyZiva je proto nezbytnou soucasti uplatiovanych technologickych postupt a piispiva tak k
dosazeni pozadovaného vynosu hroznt i jejich kvality (Hlusek et al., 2015). Réva vinna je
trvalou kulturou s dlouhodobou Zivotnosti, coz vyZaduje vénovat patfiénou pozornost jak
vyhnojeni vinice pied vysadbou, tak i hnojeni plodnych vysadeb (Fecenko a Lozek, 2000).
Vyzivovy stav pudy ve vinicich ovliviiuje morfologicky vyvoj ketii a probihajici fyziologické
procesy (Pavlousek, 2011). Lampif (2016) uvadi, Ze je nutné k vyzivé vinic pfistupovat jako ke
komplexnimu ekosystému.

Pidy ve vinicich jsou v poslednich letech vystavovany ve stdle vétsi mife antropogenni
¢innosti, coz Casto vede k jejich nevratnému poskozeni a degradaci. PfiCiny tohoto stavu lze
vidét hned v n€kolika rovinach. Vinice predstavuji monokulturu, ktera s ohledem na celkovou
délku zivotnosti neumozituje obhospodaiovani tradicnim zptsobem rotace (stiidani) plodin.
V poslednich dvou desetiletich doslo navic k vyraznému snizeni aplikace organickych hnojiv
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do vinic. Richard et al. (1999), uvadi, Ze organicka hnojiva zajistuji pfedev§im pfisun
organickych latek, pozitivné ovliviiuji pribéh fyzikalnich i1 chemickych procest v ptidé a
obsahuji potfebné rostlinné ziviny. Tradicni metody aplikace jsou zaméfeny zejména na
plosnou aplikaci organickych hnojiv ve voln¢ lozené formé. V poslednich letech se prohlubuje
zajem o vyrobu tvarovanych hnojiv procesem peletizace (Mieldazys et al., 2014). Tento proces
piedstavuje z hlediska udrzitelného zemédélstvi perspektivni zptisob upravy, ktery pfispiva ke
zlepSeni moznosti jejich presného davkovani, k vyznamné eliminaci prasnosti, ke snizeni
nakladli na skladovani, manipulaci i dopravu a v neposledni fad¢ také k pozvolnéjSimu
uvoliovani obsazenych zivin (Brunerova et al., 2020).

Cilem prace bylo ovéfeni plosné a hloubkové aplikace peletizovaného kompostu v mezitadi
vinic na vynos hroznil.

Material a metody

Pro potieby experimentalnich méfeni realizovanych v roce 2020-2021 byla zvolena pokusna
vinice Zahradnické fakulty MENDELU.

Klimatické a pudni podminky

Zajmova lokalita pro realizaci experimentil se nachdzi ve vinici jihozapadné od obce Lednice
(vin. trat’ Na Valtické). Obec Lednice se nachazi v Jihomoravském kraji na uzemi okresu
Bfeclav. Patfi do teplé oblasti T4, velmi teplého okrsku, suchého s mirnou suchou zimou.
Priimérna ro¢ni teplota 9 °C, dlouhodobé primérné mnozstvi sraZzek 500 mm za rok. Primérna
relativni vlhkost je kolem 80%.

Pievazujicim pidnim typem jsou ¢ernozem¢ modalni a ¢ernozemé karbonatové, matecnym
substratem je spraS. Padni druh je hlinitopiscity, jedna se o pudy stfedné tézké bez skeletu,
velmi hluboké s pfevazné pfiznivym vodnim reZimem. Hloubka ornice se pohybuje v rozmezi
0,3-0,4 m. Hladina podzemni vody se pohybuje v rozmezi 0,9—1,2 m pod pidnim povrchem.
Vinicni trat’ se nachazi na roving.

Charakteristika vinice

Vinice ve stafi 14 let je zapéstovana na vysokém vedeni s jednim tazném. Do experimentéalnich
méteni byly zahrnuty mostové odriidy révy vinné - Ryzlink rynsky, a Tramin ¢erveny. Podnozi
pouzitou u vSech odrad je Kober 5SBB. Vinice je zapéstovana ve sponu vysadby 2,3 x 0,9 m,
technologicky postup vyuziva zatravnéni ob jeden fadek. Pfi zimnim fezu bylo ponechano na
kazdém tazni 8 oCek. Opérna konstrukce s ocelovymi sloupky dosahuje vysky 1,8 m.

Pokusné varianty

Zalozeni pokusnych variant (var. A — ploSnad aplikace, var. B — hloubkova aplikace,
var. C —nehnojena kontrola), ve 3 opakovanich, probéhlo dne 2.4.2020 a 31.3.2021. Aplikovan
byl jednorazové peletizovany kompost v davce 3 kg.m™. U varianty s plosnou aplikaci pelet,
doslo k ru¢nimu rozhozeni v pozadované davce na pudni povrch v prostoru mezifadi s
naslednym zavla¢enim pomoci hiebovych bran. U variant s hloubkovou aplikaci byly pelety
rucné aplikovany do pfedem odoranych brazd, orientovanych podél fadku vinice, do hloubky
0,25 m s naslednym pfioranim okolni pudy.

Hlavni surovinou pro vyrobu pelet byl kompost vyrobeny ze smési zahradnickych odpadut se
zastoupenim (travni hmoty, dfevni $tépky a zbytkl zeleniny), ktery byl vyroben technologii
pasovych hromad na experimentalni kompostarn¢ Zahradnické fakulty v Lednici. Slozeni
kompostu uvadi Tab.1.
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Tab.1: Vybrané parametry kompostu

Varianta K Mg P Susina Nc Cox pPHkcL
(mslg)-kg' (m%'kg' (mgkg™) | (%) (%) (%) ()
Kompost | 4801 739 465 68,7 0,85 3,20 7,0

P11 vyrobé pelet byl ke smési pfidan biotthel v mnozstvi 20 % hm. Vyroba pellet byla provadéna
pomoci laboratorniho peletovaciho zatizeni BONSAI 100 (Kovo Novak, Czech Republic). K
protlaceni vstupujiciho materialu vyuziva lis protlacovaci valce s deskovou matrici s otovory
o priméru 6 mm. Primér pelet se pohyboval na Grovni 6,02+0,12 mm, délka pelet na Grovni
18,24+3,10 mm, hmotnost pelet 0,81+0,16 g, vlhkost pelet 17,2+0,07 % a objemova hmotnost
981,02+15,3 kg.m™,

Odbéry pidnich vzorki

Pfred zahdjenim realizovanych experimenti a déale na podzim 2020 a 2021 byly
V experimentalni vinici odebrany pidni vzorky pro vyhodnoceni chemickych vlastnosti pudy
spojenych s aplikaci peletizovaného hnojiva. Chemické vlastnosti pady byly hodnoceny u
vzorkll pidy odebirané z péti riznych mist, z hloubky 0,00-0,30 m. Odebrané vzorky pudy
byly po homogenizaci analyzovany podle Melicha III na obsah: P, K, Mg, obsah celkového
dusiku N¢ byl stanoven mineralizaci, destilacni metodou dle Kjehdahla, vyménna pidni reakce
pH byla stanovena z vyluhu KCI potenciometricky. Obsah uhliku Cox byl stanoven
oxidimetrickou titraci podle Nelson a Sommers (1982).

Hodnoceni vynosu hrozni

Stanoveni pramérného poctu hrozni (ks) bylo provedeno vypoctem vychazejicim z celkového
poctu hroznti, které byly secteny vzdy u 10 keit pro kazdou hodnocenou odriidu a variantu.
Primérnd hmotnost hroznu (g) pro kazdou z hodnocenych odriid byla stanovena z 10 hrozna
nahodné odebranych na kefich hodnocené varianty. Hrozny byly uloZeny do skliziiovych nadob
a prevezeny do laboratote, kde prob&hlo jejich vazeni pomoci digitalni vahy. Ze ziskanych
hodnot byla vypoctena primérna hmotnost jednoho hroznu. Uvedené udaje byly vyuzity pro
vypocet vynosu hrozni.

Hodnoceni hmotnosti 150 bobuli (g) probihalo u kazdé odridy i hodnocené varianty.
Nahodnym vybérem bylo posbirano 150 bobuli. Tyto bobule byly posbirany z riznych ¢asti
radku, z riznych ¢asti kete a z riznych ¢asti hroznu. Bobule byly vybrany tak, aby nedoslo ke
zkresleni vysledkl a vysledek co nejvice odpovidal realité. VaZzeni probihalo v laboratofi na
digitalni vaze. Ziskané udaje byly vyuzity pro pfepocet vynosu na 1 ha péstitelské plochy.

Metody statistického vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni namétenych hodnot byl vyuzit software 'Statistica 12.0' (StatSoft
Inc., Tulsa, Oklahoma, USA). Z metod byla vyuzita analyza variance (ANOVA) s naslednym
testovanim pomoci Tukeyova testu na hladin€ vyznamnosti a=0.05.

Vysledky a diskuze

V Tab.2 az Tab.4 jsou vyhodnoceny chemické vlastnosti plidy ze vzorku pidy odebraného
v obdobi realizovanych experimenti. Ze ziskanych vysledkl vyplyva, ze svazbou na
aplikovany peletizovany kompost dochdzi mezirocné k pozvolnému naristu obsahu zivin i
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pozvolnému zvyseni kvality humusu. Stupen humifikace byl po dobu realizace pokusu na
stfedni Grovni.

Tab.2: Vysledné prumérné hodnoty obsahu Zivin v pudé — jaro 2020

Pokusna | Hloubka | N P-p K-p Mg -p H Cox | humus HK/EK Sh
var. (m) (%) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) PPikal (%) (%) (%)
Vychozi 10,001 15 | 21500 | 360,00 | 29550 | 670 | 067 | 084 | 077 | 1650
stanoveni 0,30
Tab.3: Vysledné priimérné hodnoty obsahu Zivin v pidé — podzim 2020
Pokusna | Hloubka N P-p K-p Mg - p H Cox | humus HK/EK Sh
var. (m) (%) | (mg/kg) | (mglkg) | (mglkg) | P | (%) (%) (%)
Var.A 0.00 0,12 275 411 364 6,7 0,99 1,1 1,05 17
Var.B O’ 30_ 0,13 291 456 360 6,7 0,92 1,3 1,1 16
Var.C ' 0,10 230 408 327 6,6 0,74 1,00 0,80 19
Tab.4: Vysledné prumérné hodnoty obsahu Zivin v pudé — podzim 2021
Pokusna | Hloubka N P-p K-p Mg - p Cox | humus Sh
var. (m) | () | (mgikg) | (mgikg) | (mgrkg) | PP | (96) | () | HNFK ] (o)
Var.A 0.00 0,14 307 411 425 6,9 1,06 1,32 1,19 19
Var.B 0’ 30_ 0,17 336 456 461 7 1,13 1,56 1,23 22
Var.C ! 0,12 219 408 398 6,8 0,86 1,05 0,75 19

V nasledujici Tab.5 jsou uvedeny pramémé hodnoty sledovanych parametrii dle jednotlivych
odriid. Namétené hodnoty jsou vyjadieny jako aritmeticky primér a smérodatna odchylka.

Tab.5: Vysledky hodnoceni vynosu hrozni

Pramérna hodnota sledovaného znaku
Odrada POk.usna POC?t Hmotnost Vynos hrozntt | Hmotnost 150
varianta | hrozni na hroznu (g) (e kef‘l) bobuli (g)
ket (ks) '

Pokusny rok 2020 (termin sklizn€ 24.09.2020)
Var. A | 18,65+0,20° | 186,61+0,54% | 3480,28+0,36° | 233,18+0,28°
Palava Var.B | 18,71+0,16° | 189,12+0,27% | 3538,44+0,77¢ | 239,46+0,27°
Var.C | 16,15+0,86% | 190,13+0,34%® | 3070,60+0,45% | 223,99:+0,15%
Tramin VarA | 16,76+0,41% | 174,43+1,97% | 2923,45+0,75% | 329,67+0,46°
derveny VarB | 16,85+0,26° | 179,47+0,55° | 3024,07+0,64° | 335,43+0,62°
Var.C | 16,72+0,14% | 175,46+1,41% | 2933,69+0,76% | 315,98+0,512

Pokusny rok 2021 (termin sklizné 17.09.2021)
Var.A | 17,24+020° | 196,64+0,55° | 3390,07+0,55" | 235,67+0,38°
Palava Var.B | 18,25+0,16° | 198,76+0,29° | 3627,55+0,27° | 266,16+0,27°
Var.C | 15,65+0,22% | 194,62+0,62% | 3045,80+0,62% | 213,77+0,35%
Tramin VarA | 17,36+0,01¢ | 178,33+0,97° | 3095,81+0,35¢ | 327,67+0,45°
derveny Var.B | 16,45+0,09° | 181,27+0,25¢ | 2981,89+0,62° | 338,83+0,66°
Var.C | 15,32+0,02% | 176,26+1,41% | 2700,30+0,96% | 285,28+0,522

Pozn.: Hodnoty predstavuji prumery + smérodatné odchylky, odlisna pismena uvedend u
hodnot v jednotlivych sloupcich oznacuji jejich pritkaznou odlisnost na P <0,05 (Tukeyuv test)
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Ziskané vysledky naznacuji pozitivni vliv aplikovaného peletizovaného kompostu na vybrané
uvologické charakteristiky. Pfi porovnani hodnocenych variant se zaméfenim na zplsob
aplikace, byly vyssi hodnoty stanoveny pii hloubkové aplikaci pelet. Fallahi et al. (2005) uvadi,
ze aplikace hnojiv obsahujicich K, Ca a Mg zlepsila rovnovahu mezi mnozstvim a kvalitou
zivin i sklizenych plodi (Nair, 1998). Nevyvazeny obsah zivin v hnojivech mize vést k
nerovnovaze vegetativniho rastu a produkci ovoce (Smart et al., 1985). Napi. Christensen a
Bianchi (1994) uvadi, ze nadmérna aplikace N mtize zvysit vegetativni rust a omezit produkci
hroznli. Kromé toho stav pidy a dostupnost mineral (N) miize mit také vliv na velikost a vynos
bobuli (Keller et al., 2001).

Zavér

Uvodni  vysledky realizovanych experimentii nazna¢uji pozitivni vliv aplikovaného
peletizovaného kompostu na chemizmus pudy 1 vynos hrozna. Aplikace peletizovaného
kompostu pozitivné prispiva K pozvolnému nartistu obsahu zivin i pozvolnému zvyseni kvality
humusu. Z hlediska rustu keft révy vinné pfispiva pravidelné hnojeni k vy$S§im vynostm i
hmotnosti bobuli. Z hodnocenych variant byla ve vétSiné ptipadi nejlépe hodnocena var. B
s hloubkovou aplikaci do oblasti pfikmenného pasu. K vytvofeni objektivnéjSich zavéra je
nezbytné viceleté sledovani.
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Hodnoceni vybranych ptadnich vlastnosti pri péstovani
kukufFice seté (Zea mays l.) s podsevovymi plodinami

Evaluation of selected soil properties under maize stand (Zea mays I.)
with various inter-seeding cover crops

DrySlova T., Smutny V., Ribek M.

Ustav agrosystémii a bioklimatologie, Mendelova univerzita v Brné

Abstrakt

V ptispévku jsou uvedeny dvouleté vysledky hodnoceni vlivu podsevovych plodin v kukufici
seté na strukturni stav ptidy a vodostalost pidnich agregati. Vyhodnoceny byly varianty
jednodruhovych podsevii sledované v maloparcelnim pokusu vedeném na lokalité Zabgice.
Zjisténé vysledky potvrdily statistickou vyznamnost vlivu variant u hodnot koeficientu
strukturnosti, u hodnot parametru vodostalost pudnich agregati byla prokazana statisticka
vyznamnost vlivu ro¢niku. Primérnd hodnota koeficientu strukturnosti v priméru vSech
hodnocenych variant obou pokusnych let byla 1,21. U vlivu variant podsevovych plodin na
hodnotu KS témét u vSech variant byla zjisténa tendence k vys$Sim hodnotam oproti kontrolni
varianté¢. Primérnd hodnota vodostalosti pidnich agregati v priméru vSech hodnocenych
variant obou pokusnych let byla 48,82 %. Primérné hodnoty se statisticky vyznamné liSily
v jednotlivych letech. U vlivu variant podsevovych plodin nebyla zjisténa statisticka
vyznamnost, hodnoty se bliZi hodnotam zjisténych u kontrolni varianty a jsou jen mirn€ vyssi.
Klicova slova: koeficient pidni strukturnosti (KS); vodostalost pudnich agregati (SAS);
kukufice setd (Zea mays L.); podsevové plodiny; kukufi¢nd vyrobni oblast

Abstract

The paper presents two-year results of the evaluation of the influence of inter-seeding cover
crops in maize stand on the soil structure condition and the water resistance of soil aggregates.
Variants of single-species undersowing observed in a small-plot experiment conducted at the
Zabgice locality were evaluated. The obtained results confirmed the statistical significance of
the influence of variants to the values of soil structure coefficient, for the values of the parameter
water resistance of soil aggregates the statistical significance of the influence of the year was
proved. The average value of the coefficient of structure in the average of all evaluated variants
of both experimental years was 1.21. The influence of inter-seeding cover crops variants on the
value of KS in almost all variants was found to tend to higher values compared with the control
variant. The average value of water aggregate stability (SAS) in the average of all evaluated
variants of both experimental years was 48.82%. The average values differed statistically
significantly in individual years. No statistical significance was found for the influence of inter-
seeding cover crop variants, the values are close to the value found for the control variant and
are only slightly higher.

Keywords: soil structure cofficient (KS); water aggregate stability (SAS); maize (Zea mays
L.); inter-seeding cover crops; maize growing region
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Uvod

Soucasné systémy hospodafeni na orné ptdé s sebou nesou aktudlni strukturu plodin, kde
pomérné vyznamné postaveni zaujima péstovani kukutice seté. Této plodiné jsou pficitany
negativni vlivy souvisejici s ptidni erozi. Projekt, jehoz soucasti feseni je i hodnoceni vybranych
pudnich vlastnosti, si klade do cil inovaci péstovani kukutice pomoci Setrnych systémi, napf.
s vyuzitim podsevovych plodin. Podsevové plodiny jsou pro pidu jednak zdrojem organické
hmoty, ale zlepSuji i plidni vlastnosti, redukuji erozi, poutaji vzdusny dusik aj. (Smutny a kol.,
2020). Vyznamnou roli ve vztahu k pudni struktuie a vodostalosti ptidnich agregath zaujima
také vliv ro¢niku, resp. pritbéh povétrnostnich podminek na dané lokalité. Vysledky hodnoceni
zmén pudni struktury 1 parametrit vodostéalosti byly publikovany v fadé praci, napt. Bronick a
Lal (2005); Pagliai a kol. (2004); Badalikova a Prochazkova (2005); Hula a kol. (2010), aj.
Ptredkladany ptispévek s vyhodnocenim vybranych pidnich vlastnosti s vazbou na strukturni
stav a vodostalost agregatli je jednim z vychozich momenti hledani vhodnych podsevovych
plodin, ale mozna hlavné jejich smési a mirou uplatnéni v riznych stanovistnich podminkach.

Material a metody

Pokusy s péstovanim kukutice s podsevovymi plodinami na lokalité Zabcice jsou v ramci feseni
projektu QK1910334 ,Inovace Setrnych systému pestovani kukufice s vyuzitim podsevovych
plodin k omezeni degradace pldy a zlepSeni hospodateni s vodou v podminkach méniciho se
klimatu® letos vedeny tifetim rokem, formou maloparcelnich polnich pokust. V prvnim roce
feSeni (r. 2019) byly navrzeny urcité varianty podsevovych plodin, které byly optimalizovany pro
r.2020 ar. 2021.

Celkem bylo navrzeno 15 variant podsevii, z toho 8 variant jednodruhovych a 7 vicedruhovych
(smési) a kontrolni varianta bez podsevu: 1 — bez podsevu, 2 — jilek mnohokvéty, 3 — jilek
vytrvaly 4n, 4 — zito ozimé, 5 — vikev panonska, 6 — jetel inkarnat, 7 — svazenka vraticolista, 8
— jetel plazivy, 9 — jetel alexandrijsky; 10 — jilek mnohokvéty + vikev panonska, 11 — jilek
mnohokvéty + jetel inkarnat, 12 — jetel inkarnat + vikev panonskd, 13 — jilek mnnohokvéty +
vikev panonska + jetel inkarnat, 14 — jilek vytrvaly + jetel plazivy, 15 — zito + vikev panonska
+ jetel inkarnat, 16 — jilek vytrvaly 4 n + jetel alexandrijsky. Pro vyhodnoceni vlivu vyriant na
strukturni stav ptidy a vodostalost ptidnich agregatti bylo v uvedenych pocatecnich letech feseni
navrzeno vyhodnotit vliv jednodruhovych variant, tj. viiv variant 1 az 8 (varianta 9 bohuzel
nebyla hodnotitelna v obou ro¢nicich). Varianty podsevovych plodin byly vysety do mezitadku
kukuftice seté (mezifadkova vzdalenost 0,75 m, vysevek 80 tis. semen/ha) v ristové fazi 3-4
listd kukutice. U pokusnych variant byl v pribéhu vegetace sledovan vyvoj podsevovych
plodin, opakované hodnocena hmotnost biomasy nadzemnich i podzemnich ¢asti rostlin.
Vybrané pudni viastnosti byly stanoveny u vzorkli zeminy odebranych v hloubce 0-0,30 m
Vv téchto terminech: 23. 9. 2020 a 20. 8. 2021. Vzorky byly odebrany ve tfech polnich
opakovanich. Zemina byla bezprostiedné¢ po odbéru mirn€ rozmélnéna a ponechdna na vzduchu
k volnému vyschnuti. Tyto vzorky byly ndsledné prosaty na sadé sit (tzv. suchou cestou, Javorsky
a kol., 1987). Z takto ziskanych hmotnostnich podilli bylo vypocteno procentické zastoupeni
jednotlivych frakci agregatti a byl vypoéten koeficient strukturnosti (KS), ktery udava pomér
mezi agronomicky cennymi agregaty (0,25-10,0 mm) a méné cennymi strukturnimi agregaty
(>10 a <0,25 mm); ¢im je podil agronomicky hodnotnych agregatli vyssi, tim je také vyssi
koeficient strukturnosti. Pfi prosévani agregati byla ziskana velikostni frakce 1-2 mm, u které
byla néasledné stanovena vodostalost ptidnich agregatti (SAS, vyjadfovano v %). Tato schopnost
pudnich agregatii byla zjiSténa pomoci tzv. dispergacniho pfistroje, modifikovanou metodou. Obé
stanoveni jsou popsdna v praci Hula, Prochazkova a kol. (2008).
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Zjisténé vysledky byly zpracovany a graficky vyjadfeny pomoci programu MS Excel 2010 a
statisticky vyhodnoceny pomoci statistického programu STATISTICA CZ; zde byla vypocétena
vicefaktorova analyza variance, s naslednym testovanim dle Tukeye s pravdépodobnosti 95 %.

Vysledky a diskuze

V ptispévku jsou uvedeny dvouleté vysledky hodnoceni vlivu podsevovych plodin v kukufici
seté na strukturni stav pudy (KS) a na vodostdlost piidnich agregdtit (SAS, vyjadieno v %).
Zjisténé vysledky potvrdily statistickou vyznamnost vlivu variant u hodnot koeficientu
strukturnosti, u hodnot parametru vodostalost piidnich agregatii byla prokazana statisticka
vyznamnost vlivu ro¢niku. Vysledky jsou graficky vyjadieny (Graf 1 a 2), statisticky
vyhodnoceny v zakladnich tabulkach analyzy variance (Tab. 1 a 3) a rozdily stfednich hodnot
urovni pokusnych faktort jsou uvedeny v Tab. 2 a 4.

Hodnoceni vlivu pokusnych faktorii na strukturni stay piidy (KS)

V priméru vSech hodnocenych variant obou pokusnych let byla zjisténa primérnad hodnota
koeficientu strukturnosti 1,21. Tato hodnota byla téméf totozna v obou pokusnych letech
(hodnota 1,21 v r. 2020 a 1,22 v r. 2021). U vlivu variant podsevovych plodin byla zjisténa
statisticky vyznamné vyssi hodnota koeficientu strukturnosti u druhu vikev panonska, a to 1,70,
oproti hodnoté¢ 1,04 u kontrolni varianty bez podsevu a hodnoté 0,79 u jetele plazivého (Graf
1). U vSech dalSich variant byla zjisténa tendence k vysSim hodnotdm koeficientu strukturnosti
oproti kontrolni variant¢.

gSraf 1: Vliv variant podsevovych plodin na hodnotu koeficientu strukturnosti (KS)
Zabcice, r. 2020-2021 (osa x: varianta podsevu; osa y: hodnoty KS)
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Tabulka 1: Statistické vyhodnoceni vlivu pokusnych faktoru na koeficient strukturnosti
(KS) v obou pokusnych letech

. Soucet Stupné Priumérny i Hladina
Zdroj variability Ctvercii volnosti Ctverec F-hodnota vyznamnosti

\R/er(.énAtL devy | 00005 1 0,0005 0,01 0,9345
®) P 28142 7 0,4020 5,89 0,0002
Interakce
A.B 1,9740 7 0,2820 4,13 0,0024
Residuum (chyba) 2,1833 32 0,0682
Celkem 6,9719 47

Tabulka 2: Priumérné hodnoty KS - rozdily stfednich hodnot irovni pokusnych faktoru

Rok KS Varianta podsevu KS
2020 1,212 Kontrola 1,042
2021 1,222 Jilek mnohokvéty 1,22%
Jilek vytrvaly 1,29%
Zito 1,128
Vikev panonské 1,70°
Jetel inkarnat 1,24%
Svazenka vratic¢olista 1,31%
Jetel plazivy 0,79

Rozdilna pismena (a, b, c) znaci statisticky vyznamny rozdil pri hladiné vyznamnosti 0,05

Hodnoceni vlivu pokusnych faktorii na vodostdlost piidnich agregadtit (SAS, v %)

V prumeéru vSech hodnocenych variant obou pokusnych let byla zjisténa priimérnd hodnota SAS
48,82 %. Primérné hodnoty se statisticky vyznamné liSily v jednotlivych letech (v r. 2020 byla
dosazena hodnota SAS 58,67 %; v r. 2021 pak hodnoty pomérné nizsi, a to 38,98 %). Hodnoty
Vv jednotlivych letech byly sice zjistény odliSné, ale rovnéz bez statisticky vyznamnych rozdila
oproti kontrolni varianté¢. U vlivu variant podsevovych plodin nebyla zjisténa statisticka
vyznamnost, hodnoty se blizi hodnotam zjisténych u kontrolni varianty, jsou jen mirné¢ vyssi

(Graf 2).
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Tabulka 3: Statistické vyhodnoceni vlivu pokusnych faktori na vodostalost pidnich
agregati (SAS, v %) v obou pokusnych letech

T, Soucet Stupné Primérny i Hladina
Zdroj variability Ctvercii volnosti Ctverec F-hodnota vyznamnosti

sglr‘l;':% devy | 465314 1 465314 | 492,04 0,0000
(B) P 86,2358 7 86,2358 1,30 0,2808
Interakce
A.B 111,595 7 15,9521 1,69 0,1479
Residuum (chyba) 302,621 32 9,45691
Celkem 5153,59 47

Graf 2: Vliv variant podsevovych plodin na hodnotu vodostalosti piidnich agregatii
(SAS, v %) — Zabcice, r. 2020-2021 (osa x: varianta podsevu; osa y: hodnoty SAS v %)
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Tabulka 4: Prumérné hodnoty vodostalosti pudnich agregati (SAS, v %) - rozdily

stfednich hodnot irovni pokusnych faktori

Rok SAS Varianta podsevu SAS
2020 58,672 Kontrola 46,062
2021 38,08° Jilek mnohokvéty 50,352
Jilek vytrvaly 49,032
Zito 48,912
Vikev panonska 47,552
Jetel inkarnat 48,832
Svazenka vrati¢olista 49 552
Jetel plazivy 50,302

Rozdilna pismena (a, b, c) znaci statisticky vyznamny rozdil pri hladiné vyznamnosti 0,05
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Zavér

Vyhodnocen byl vliv variant jednodruhovych podsevii na vybrané ptidni vlastnosti. Dvouleté
vysledky poukazuji na pfiznivy vliv ur€itych druht, napf. jilkd, vikve, svazenky, ale i dalSich,
a jak se opakovan¢ potvrdilo, v zavislosti na ro¢niku - zejména u vodostalosti pidnich agregatu.
Strukturni stav piidy 1 vodostalost piidnich agregatli jsou vyznamnymi prvky ptidni urodnosti a
zamérem v dal§im pokusném obdobi by mohlo/mélo byt na zakladé téchto vysledkli navrhnout,
na které vicedruhové podsevy (smési) se detailnéji zaméfit.
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Hodnoceni alternativnich substrati pro hydroponické péstovani zeleniny
S riznou urovni hnojeni

Evaluation of alternative substrates for hydroponic vegetable growing with
different fertilization levels

Ferby V., Kopta T.

Mendelova univerzita v Brné, ZF v Lednici, Ustav zelinarstvi a kveétinarstvi

Abstrakt

V ramci hydroponické produkce zahradnickych plodin patii mezi nejvice vyuzivané substraty
cedicova vata a kokosové vlakno. Existuje ovSem snaha hledat alternativni materidly, které by
vyhovovaly z hlediska udrzitelnosti, ekonomiky péstovani a zaroven produkénich vlastnosti.
Tento experiment byl zalozeny na vlivu rznych organickych a mineralnich substrata ve ttech
urovnich vyzivy. Jako kontrolni substraty slouzily Rockwool a kokosové matrace. Alternativni
substraty byly perlit, Seramis, kopany pisek, dfevni vlakno a raSelina. Koncentrace zivin
V roztoku byla stanovena na tfi irovné a to 50% (EC 1,4), 100% (EC 2,1) a 150% (EC 2,6).
Hodnocenymi parametry pro porovnani vybranych substrati byly biomasa listi, pocet listd,
obsah dusi¢nant, celkovy obsah chlofylu a + b a NDVI. Nejvice biomasy vykazovala raselina
pii 100% a 150% urovni hnojeni a to 40 g. Nejméné biomasy, 5-7 g na rostlinu, mély pti 50%
kokosové matrace a dievni vlakno.

Klicova slova: salat, Rockwool, kokosové matrace, dievni vlakno.

Abstract

Rockwool and coconut fibre are among the most used substrates in the hydroponic production
of horticultural crops. However, there is an effort to find alternative materials that would be
suitable in terms of sustainability, cultivation economy and at the same time production
properties. The experiment was based on the influence of different organic and mineral
substrates and three levels of fertilization. Rockwool and coconut mattresses served as control
substrates. The verified substrates were perlite, Seramis, dredged sand, wood fiber and peat.
The concentration of nutrients in the solution was determined at three levels, namely 50% (EC
1.4), 100% (EC 2.1) and 150% (EC 2.6). Parameters for comparing factors were leaf biomass,
number of leaves, nitrate content, total chlorophyll a + b content and NDVI. Peat showed the
most biomass at 100% and 150% fertilization levels, namely 40 g. The least biomass, 5-7 g per
plant, had coconut mattresses and wood fiber at 50%.

Keywords: lettuce, Rockwool, coconut mattress, wood fibre.

Uvod

Hydroponicky zptsob péstovani zeleniny je celosvétové velmi rozsifeny a S dobou se stale
rozviji. Pii pouziti uzaviené¢ho systému zavlah se da tato metoda oznacit za pitiznivéjsi pro
zivotni prostiedi nez jiné systémy (Sabat et al., 2018). Nejvice pouzivanym materidlem
V hydroponii je Rockwool. Materidl mé sice idealni parametry pro péstovani rostlin, jeho
vyroba a likvidace po pouziti jsou neekologické a drahé (Nichols a Savidov, 2009).Vinci a Rapa
(2019) se zabyvali dopadem hydroponii na zivotni prostfedi a jejich vyzkum byl zaloZen na
hledani idealniho substratu ve vztahu k ekonomice a udrzitelnosti. Soucéasti bylo hodnoceni
uhlikové stopy danych substratii véetne vyroby, dopravy a likvidace. Cilem tohoto experimentu
bylo hledat dal§i moznosti, ktery by nabizely cestu ziskavani surovin z obnovitelnych zdroju,
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dostupnost v misté péstovani, nebo moznost substrat po pouziti kompostovat. Dalsi smér, ktery
1ze uvazovat je pouziti odpadii jako uvadi Muro (2005) s odpadem z pily, nebo Kennard (2020)
se slupkami mandli a plastovymi ¢asticemi. Cilem tohoto vyzkumu bylo nalézt takovy substrat,
ktery bude spliiovat tyto parametry: dostupnost v misté¢ produkce, ptivod z obnovitelného
zdroje, moznost kompostovani po pouziti a vhodnost pro péstovani zahradnickych plodin.
Vzhledem k pouzité modelové ploding, hlavkovému salatu bylo zaroven pohlizeno také na
kvalitu vysledného produktu a dodrZeni hygienickych norem ohledné obsahu dusi¢nani, které
salat kumuluje. Diky dotaénimu Programu rozvoje venkova se v posledni dobé v Cesku stavi
skleniky zvlast’ pro hydroponickou produkci plodové zeleniny. Jen pro péstovani rajcat je
V soucasnosti vyhrazené 90 ha sklenikt (eagri, 2020).

Material a metody

Pokus probéhl v letnim obdobi roku 2021 na Zahradnické fakulté v Lednici. Modelovou
plodinou byl hlavkovy salat odridy ‘Adinal‘, ktery byl péstovan v sadbovacich ve skleniku.
Odrtda byla vybrana pro vysokou odolnost proti vybihani. Dva pouzité experimentalni faktory
byly substrat a troven hnojeni v zéalivce. Ze substrati byly pouzity jako kontrola k porovnani
¢edi¢ova vata (Grodan, ROCKWOOL B.V.) a kokosové matrace (Forteco Profit, van der
Knaap). Hodnoceny byly alternativni substraty jako je dievni vlakno (Agro CS), agroperlit
(Agro CS), Seramis — jilovy granulat, kopany pisek (ZEPIKO, Zabgice) a odkyselena raselina
S pH 5,5-6,5 (Agro CS). Hnojeni bylo provaddéno formou hnojivé zalivky ve tfech trovnich
50%, 100% a 150%. Pti¢emz 100% davka byla stanovena na 1,48 g/l mixu hnojiv Solinure GT
1 a Solinure GT7 (ICL Specialty Fertilizers) v poméru 1:1. Parametry zivnych roztokt uvadi
Tab. 1. Osivo salatu bylo vyseto 29. 6. do perlitu a pfedpéstovano ve skleniku. Za deset dni, ve
fazi d€loznich listkl, byly rostliny pfepichany do sadbovacu s buiikkou o objemu 0,075 1 ob
jednu buniku do dvojsponu 8,5x8,5 cm, tak aby mély rostliny dostatek prostoru. V sadbovaci
bylo péstovano celkem 24 rostlin. Kazdd experimentidlni varianta meéla tii opakovani.
Sadbovace byly vlozeny zvlast do podmisek. Substraty byly 24 hodin pfed pouzitim vymyvany
vodou. Zivny roztok byl ménén tfikrat tydné v mnozstvi 2 I na sadbova¢. Vyhodnoceni pokusu
probéhlo po 35 dnech od prepichani rostlin. Pied sklizni byl zméten NDVI (PlantPen, PSI) —
index reflektujici momentalni stav fotosyntetické kapacity. Hodnocena byla biomasa listi pro
kazdou rostlinu zv14st', podet listli o plose nad 2 cm?, obsah dusi¢nanti z gerstvé biomasy (MPH
171, MONOKRYSTALY) a celkovy obsah chlorofylu (Specord 50 PLUS, analytikjena).
Vysledky méteni byly podrobeny faktorové analyze variance ANOVA v programu Statistika
12. Statistické rozdily byly vyhodnoceny pomoci LSD testu na hladiné vyznamnosti p<0,05.

Tab. 1: Parametry Zivného roztoku [mg/l]
Uroven | Hnojivo EC
hnojen [o/l] NHzs | NOs | POgs K NO. | Ca | Mg pH [mS]
50% O 0,74 74 121 54 127 | <05 78 27 7,20 | 1,42
100% O | 1,48 147 | 197 59 237 | <05 77 34 7,01 | 210
150% 0O | 2,22 209 | 298 37 360 | <05 68 42 6,96 2,6

Vysledky

Biomasa

Podle analyzy variance byly zjiStény prikkazné rozdily v tvorbé biomasy listl mezi substraty
a urovnémi vyzivy. Také byl potvrzen prikazny interakéni efekt mezi faktory. NejnizSich
vynost bylo dosazeno u kontrolniho substratu kokosovych matraci a dfevniho vladkna v 50%
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urovni hnojeni. Nejvétsi vynos pak byl zjiStén u raselinového substratu v urovnich hnojeni
100% a 150%, a to ptes 40 g. Prevazné se mnozstvi biomasy listd na jednu rostlinu pohybovalo
mezi 10-25 g viz Graf 1. Kontrolni substraty Rockwool a kokosové matrace dosahly pti 100%
hnojeni hmotnosti biomasy 17-18 g. Perlit m¢l prikazné vice biomasy nez kontrolni substraty
jak ve 100%, tak ve 150% urovni hnojeni. Seramis se mnoZstvim biomasy vyrovnal jak
substratu Rockwool, tak kokosovym matracim. Pisek mél pii 100% déavce hnojiva vyssi
hodnoty nez Rockwool i kokosové matrace, ale na nejvyssi hladiné¢ vyzivy byla hodnota
biomasy vyrovnana. Dievni vlakno dosahlo stejné biomasy jako kokosové matrace ve vSech
urovnich hnojeni a v porovnani s rocwoolem mélo vyssi vynos u 150% hnojeni. Raselina jemné
frakce méla pti 50% davce hnojeni srovnatelny vynos jako vétSina substratd pti 100% a 150%
davce.

Graf 2: Biomasa lista [g]

Hodnoty doplnény stejnymi pismeny nejsou prikazné rozdilné dle LSD testu na hlading
vyznamnosti p<0,05.
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Podle analyzy variance a nasledného testovani byly nalezeny prikazné rozdily v obsahu
dusi¢nand, které byly ovlivnény substratem, urovni vyzivy i kombinaci obou experimentalnich
faktord. Obsah NOs. v irovni hnojeni 50% byl u vSech substrati statisticky bez rozdilu a to v
urovnich 200-300 mg/kg Cerstvé biomasy. V tirovni hnojeni 100% se hodnoty pohybovaly od
1500 mg/kg Cerstvé hmoty do 5500mg/kg. Seramis a kokosové matrace v této irovni hnojeni
vykazaly nejvyssi vyssi hodnoty, primémé 5418 mg/kg respektive 4452 mg/kg. Pii 150%
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davce hnojiva se do hygienického limitu obsahu dusi¢nanti vesly pouze salaty rostlé v perlitu.
Nejvyssi hodnoty, konkrétné 7700-7900 mg/kg byly naméfeny u kokosovych matraci
a Seramisu. Mimo Seramis mély na 100% Grovni hnojeni v§echny hodnocené substraty nizsi
obsah NOs. nez kokosové matrace. V obsahu dusi¢nant u substrati Rockwool, dievniho vlakna
a raSeliny nebyl nalezen statisticky rozdil. Niz$i obsah vSak byl prokazan u perlitu a pisku.

Graf 2: Obsah dusi¢nant [mg/kg ¢erstvé hmoty]
Hodnoty doplnény stejnymi pismeny nejsou pritkazné rozdilné dle LSD testu na hlading
vyznamnosti p<0,05.
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Celkovy obsah chlorofylu v ¢erstvé biomase byl prikazné ovlivnén obéma uplatnénymi faktory
i jejich interakci. Obsah sumy chlorofylu se pohyboval mezi 200-350 mg/kg, viz Graf 3.
Nejniz$i obsah chlorofylu byl u kazdého substratu zaznamenan v 50% varianté hnojeni. Perlit,
Seramis a dfevni vlakno mély ve 100% hnojeni prikazné vice chlorofylu jak oproti Rockwool,
tak kokosovému substratu. Pisek a raselina se ve 100% hnojeni vyrovnaly pouze kokosové
matraci, oproti Rockwoolu mély obsah chlorofylu nizsi.

NDVI
Stejné jako u predeslych parametri i u NDVI byly pomoci statistické analyzy nalezeny
prukazné rozdily mezi substraty, urovnémi hnojeni i pii spoluptisobeni obou experimentalnich

cvwr
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vyjma pisku. Nejvyssi naopak pii 150% Urovni hnojeni. Perlit mél ve 100% varianté¢ hnojeni
stejné hodnoty jako Rockwool a vyss§i nez kokosova matrace. Pisek, dfevni vlakno i raSelina
nevykazovaly pfi 100% urovni hnojeni statisticky prokazatelny rozdil ani od jednoho
kontrolniho substratu. Mezi hodnotami NDVI pii 150 % hnojeni u kontrolnich substrati a vsech

Uroda 12/2021védecka priloha casopisu

hodnocenych substrati nebyl pritkkazny rozdil.

Tabulka 2: NDVI hodnoty doplnény stejnymi pismeny nejsou priikazné rozdilné

na hladiné vyznamnosti p<0,05

Substrat Hnojeni Primér S(r:l;g/rg:

Rockwool 50% 0,535373 +0,006226 bc

Rockwool 100% 0,547140 +0,008167 cd
Rockwool 150% 0,569000 +0,007061 efg

Kokosové matrace 50% 0,520633 +0,006325 b
Kokosové matrace 100% 0,533590 +0,005541 bc
Kokosové matrace 150% 0,559870 +0,005466 defg
Perlit 50% 0,537430 +0,005820 bc
Perlit 100% 0,559577 +0,006082 def

Perlit 150% 0,577222 +0,007779 fg

Seramis 50% 0,545064 +0,003006 cd
Seramis 100% 0,558964 +0,008615 def
Seramis 150% 0,560260 +0,010131 defg
Pisek 50% 0,553964 +0,005691 cde

Pisek 100% 0,545936 +0,007711 cd

Pisek 150% 0,580340 +0,008668 g

Drievni vlakno 50% 0,490864 +0,008744 a
Dievni vlakno 100% 0,551873 +0,006225 cde
Dfevni vlakno 150% 0,561200 +0,009477 defg
Raselina 50% 0,548840 +0,005228 cde
Raselina 100% 0,553555 +0,006897 cde
Raselina 150% 0,560750 +0,012046 defg
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Graf 5: Celkovy obsah chlorofylu v ¢erstvé hmoté [mg/kg Cerstvé hmoty]
Hodnoty doplnény stejnymi pismeny nejsou pritkazné rozdilné na hladiné vyznamnosti p<0,05.
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Diskuze

Pii pohledu na vysledky experimentu z hlediska nariistu biomasy lze konstatovat, Ze
srovnatelné s kontrolnimi substraty jsou Seramis a dfevni vldkno. Potencidl lze vidét
V substratech, které mély vynosy biomasy vyssi nez Rockwool a kokos coz byly perlit, pisek
araSelina. Ve svétle zjisténi, které piinesl Vinci (2019), kde je raSelina hodnocena jako
nejdrazsi substrat, perlit s nejvétsim vlivem na Zivotni prostfedi a pisek jako velmi levny
a zaroven s nizkou uhlikovou stopou, lze potvrdit pravé pisek jako idealni variantu.
Experiment, ktery provadél Noguera (2000) ukazal, ze kokosové vlakno jako slozka substratu
v kombinaci s raselinou ma pozitivni vliv na rust rostlin diky své propustnosti. Vyzkum by dale
mohl smétovat ke kombinaci dievniho vlakna a kokosovych matraci pouzitych v tomto pokusu,
¢imz by vznikl substrat pIné z obnovitelnych zdroji. Pfi porovnani variant hnojeni 100%
a 150% nelze jednoznaéné fict, ze by vyssi davka hnojeni méla u vSech substratli prokazatelny
vliv na zvySeni narlstu biomasy. Lze tedy vyhodnotit, Ze zvySené ekonomické vstupy za vyssi
davky hnojiv by nemély dostateCnou ndvratnost a pro praxi doporucit bézné davky hnojiva. Ve
snizené 50% urovni hnojeni vykazoval raSelinovy substrat a perlit stejné nebo lepsi vysledky
nez oba kontrolni substraty. Zde lze hledat cestu k tiisporam za nakup hnojiv pro péstovani.
Zdivodnéni vysSich hodnot biomasy u raseliny Ize najit v experimentu (Domeno, 2013), ktery
se tykal imobilizace dusiku v organickych substratech. Raselina vysla z pokusu v porovnani
S ostatnimi organickymi substraty, kterymi byly dfevni vlakno a piliny a kokosové vlakno, jako
nejméné ovliviiujici mnozstvi dostupného dusiku v Zivném roztoku.
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Kde se zvySené hnojeni projevilo mnohem vice je obsah dusi¢nant. V trovni hnojeni 100% se
hodnoty pohybovaly od 1500 mg/kg cCerstvé hmoty az k limitu obsazenych dusi¢nanti
v hlavkovém salatu tj. 4000 mg/kg (Nafizeni EU, 2011), viz Graf 2. Seramis a kokosové
matrace v této urovni hnojeni vykazaly vyssi hodnoty, primérné¢ 5418 mg/kg respektive 4452
mg/kg a tedy nespliioval zakonny limit. Pfi 150% davce hnojiva se do hygienického limitu
obsahu dusi¢nanii vesly pouze salaty rostlé v perlitu. Navzdory vy$e zminénym poznatkiim
0 raSeling a perlitu (Vinci, 2019) lze pravé tyto dva substraty doporucit pro péstovani salatu
z hlediska prevence proti kumulaci NOs, protoze i pii 150% urovni hnojeni dosahly hodnot
dusi¢nant kolem zdkonného limitu. U ostatnich sledovanych substrati, jako jsou Rockwool,
kokosové matrace, Seramis, pisek a dfevni vlakno, 1ze doporucit davkovani hnojiva pouze na
100% turovni, jelikoz zvySenou davkou hnojiva nejen Ze nelze dosahnout vyssich vynost, ale
také se velmi zhorsi hygienickd kvalita vysledného produktu. Obdobnych vysledkl pfi stejné
urovni hnojeni (100%) bylo dosazeno ve vyzkumu, ktery provedla Sabat (2018), kdy pii EC
2,0 se mnozstvi dusi¢nanii pohybovalo do 3000 mg/kg. OvSem pfii pohledu na vliv substratu
V tomtéz experimentu lze vidét rozdily. Na rozdil od tohoto experimentu, kdy mély salaty
péstované v kokosové matraci vyssi obsah dusi¢nand nez raselina a Rockwool, ve zminéné
studii vykazoval kokosovy substrat prokazatelné niz$i obsah NOs Mimo biomasu a obsah
dusi¢nanti byly dale zjistovany také parametry fotosyntézy, kdy se méiil celkovy obsah
u vSech substrati v 50% variant¢ hnojeni, coz lze dat do souvislosti s narlistem biomasy.
Zvyseni hnojivé davky na 150% meélo prokazatelny vliv na obsah chlorofylu u ¢tyt substratd,
konkrétné¢ Rockwool, kokosové matrace, pisku a raSeliny. Toto zvySeni se uz ale do vynosu
salati nepromitlo. Zjisténé poznatky o obsahu chlorofylu lze potvrdit naméfenymi hodnotami
NDVI, kdy index stoupa spolu s vyssi davkou hnojeni. Viz Tab. 2. NDVI kvantifikuje rozdil
mezi absorbovanym a odrazenym svétlem v urcité spektru z ¢ehoz lze vyvodit potencial
fotosyntézy. Zjednodusene¢ je to tedy ukazatel vitality rostlin (Zeleny et al., 2021).

Zavér

Ze substratt,, hodnocenych v experimentu, se jako vhodné alternativy k tradi¢né pouzivané
cedicové vaté a kokosovym matracim mohou, z pohledu tvorby biomasy, doporucit perlit, pisek
a raSelina. Pokud by mél substrat spliiovat také podminku udrzitelnosti a mistni dostupnosti,
pak se jako jedina vhodna varianta jevi dfevni vlakno. Pro péstitelskou praxi 1ze doporucit
pouziti hnojeni ve 100% varianté, s irovni EC kolem 2,1 mS, které zaruci pfimétené vynosy
s dostatecnou hygienickou kvalitou produktu z pohledu obsahu nezddoucich dusi¢nanti. Pro
dalsi fazi testovani alternativnich substratd, 1ze doporucit variantu dievniho vlakna a perlitu ve
100 % trovni hnojeni s cilem dopéstovani dospélych rostlin.

Podékovani

Tato prace byla podpofena projektem IGA-ZF/2021-S11010 — Ekologizace hydroponického
systému péstovani zeleniny.
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Vyzkum a vyuZziti trav pro energetické ucely
Research and use of grasses for energy utilization

Frydrych J., Jezerska L.2, Bradacova L.}, Sassmanova V.2, Zegzulka J.2

YOSEVA vyvoj a vyzkum s.r.o. se sidlem v Zubri
2VSB — Technickad univerzita Ostrava, CEET, Centrum ENET, Ostrava
3VSB — Technicka univerzita Ostrava, Fakulta strojni, Katedra energetiky, Ostrava

Abstrakt

Travy jsou vyznamnou soucasti obnovitelnych zdroji energie. MoZnosti jejich vyuziti jsou stale
predmétem vyzkumu. Cilem predlozené studie je proto ukazat zhodnoceni travni hmoty pro
energetické ucely. Jde o pokracovani vyzkumu, ktery probihal vybérem trav v prvni etapé, v
druhé etapé byl zaméien na vysledky polnich pokust, tfeti etapa odpovidala produkei bioplynu
a nyni je popsano zpracovani trav do formy pelet. U vyrobenych pelet byly stanoveny jejich
mechanické vlastnosti, které byly zhodnoceny také v souvislosti s obsahem ligninu v travach.
Jako energeticky nejvhodnéjsi trava byla vyhodnocena kostifava rakosovitd. Zavislost mezi
obsahem ligninu a mechanickymi vlastnostmi pelet nebyla potvrzena. Vyhledem do budoucna
se jevi také vyuZiti takto vyrobenych pelet nejen jako mozného hnojiva, ale také jejich tiprava
pomoci procesu torefikace zvysujiciho vyhfevnost pelet.

Klicova slova: travy, obnovitelné zdroje energie, vyzkum, pelety, lignin

Abstract

Grass is an important part of renewable energy. The possibilities of their use are still the subject
of research. The aim of this study is to assess grass matter for energy purposes. It is
a continuation of the research that was done by selecting grasses in the first part, focusing on
the results of field trials in the second part, the third part corresponding to biogas production
and now describing the processing of grasses into the pellets. For grass pellets, their mechanical
properties were determined, which were also evaluated in relation to the lignin content of
grasses. A tall fescue (Festuca arundinacea Schreb.) was classified as the most energy-efficient
grass. However, the dependence between the lignin content and the mechanical properties of
the pellets has not been confirmed. Looking ahead, it is also possible to use the pellets so
produced not only as a possible fertiliser but also to treat them with a torrefaction process
increasing the calorific value of the pellets.

Keywords: grasses, renewable energy sources, research, pellets, lignin

Uvod

Travy jsou vyznamnou soucasti obnovitelnych zdroji energie. Vyzkumem a vyuzitim trav pro
energetické ucely se zabyvala OSEVA vyvoj a vyzkum s.r.0. se sidlem v Zubii ve spolupraci
s Vysokou $kolou banskou — Technickou univerzitou v Ostravé a Vyzkumnym ustavem
zemédelské techniky, v.v.i. Praha Vyzkum trav probihal se zaméfenim na vyuZiti trav pro
spalovani a vyrobu bioplynu. V letech 2017-2020 probihal vyzkum spalovani ovsiku
vyvyseného, psineku velikého a kostfavy rakosovité. V Ceské republice je téméF vice jak
970 000 hektard trvalych travnich porosti. Jak wuvadi Hrabé (2009), ekosystém
mimoprodukéniho zatravnéni zaujiméa v Ceské republice 170 899 ha. Produkce travni hmoty
u sportovnich travnikii se pohybuje na urovni 6-9 t.ha* za rok, uzitkové travniky vyprodukuji
5,5-14 t.ha™! zelené hmoty ro¢né. Produkce travni hmoty ze zeméd&lskych i nezemédélskych
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ploch pfedstavuje vyznamny zdroj biomasy, kterou lze vhodnym zplisobem ekonomicky
zhodnotit. Ovsik vyvyseny a psinecek veliky jsou travy péstované v nasi republice pro produkci
semene s vyznamnym zdrojem travni slamy po vymléceni vyuZitelné pro energetické ucely.
Frydrych (2020) udava priimérné vynosy susiny u trav péstovanych pro energetické ucely 8—
10 t.ha? v podminkach Vyzkumné stanice travinafské v Zubii. Psinecek veliky 'Roznovsky'
(Agrostis gigantea Roth.) byl vyslechtén v byvalé Zemské vyzkumné stanici picninaiské v
RoZnové pod Radhostém z ekotypt z pfirozenych lu¢nich porosti Valasska. (Frydrych, 2001).
Povolen byl v roce 1940. Ovsik vyvyseny 'Roznovsky' (Arrhenatherum elatius (L.) Beauv. ex
J. et C. Presl) byl vySlechtén vybérem z ptirozenych porostti Valasska v tehdejsi Zemské
vyzkumné stanici picninafské v Roznove pod Radhostém (Frydrych, 2021). Povolen byl také v
roce 1940. Kostrava rakosovita 'Kora' (Festuca arundinacea Schreb.) vznikla k¥izenim ekotypu
kostravy rakosovité z Bilovce s odridami svétového sortimentu ('Festal’, 'Kenmont', 'Kentucky
31' a 'Kenhy'"). Byla vyslechténa ve Slechtitelské stanici Hladké Zivotice s.r.0. a pouZivana je
od roku 1989 v zeméd¢lské praxi.

Hlavnimi slozkami trav jsou fenolicka (lignin) a polysacharidicka (celuléza, hemiceluldza).
Lignin je po celuléze druhou nejcastéjSi organickou slouCeninou na Zemi