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VLIV BENZOLINONU NA TVORBU BRAMBOROVYCH
HLIZ

THE EFFECT OF BENZOLINON ON POTATO TUBER FORMATION

J. Zri’lst', M. Henselova’

lPotato Research Institute, Havlickiiv Brod, Czech Republic
2Department of Plant Physiology, Comenius University, Bratislava, Slovak Republic

ABSTRACT: Biological efficacy of a preparation Rastim 30 DKV was studied. It is an auxinoid, a plant growth regulator
containing benzolinon: 3-[benzyloxycarbonylmethyl]-benzothiazoline-2-on as an active ingredient. Biological efficacy con-
sists in changes in tuber number under the hill, in tuber size and weight and it controls qualitative characteristics — contents
of dry matter, starch and nitrates. Experimental treatments of two potato varieties (Karin, Svatava — both varieties were bred
in the Czech Republic) involved three ways of regulator application (dipping of seed tubers for 3 s in benzolinon solution
two days before planting, foliar application and combination of both treatments), four concentrations (0.0003; 0.0015; 0.0045;
0.003%) and four doses (30; 100; 150; 300 ml in 444 liters per ha) that resulted in applications of 10 ml of solution to every
hill. Another objective of these experiments was to determine the best application date in the growing season (two weeks
after emergence and/or at the stage of flower buds). An experimental spacing was 75 x 30 cm. The effects on the number of
table tubers (4 to 7 ¢cm in size) were positive (Figs 1, 2, Tab. I). There were significant to highly significant differences in
the weight of all harvested tubers under the hill, but the preparation itself did not show any significant positive effects (Tab. II).
Benzolinon effects on tuber weight were positive mainly in tubers of 4 to 7 cm size category in both varieties in the three
experimental years (Tab. II1). Applications to the crop were best in comparison with combined treatment (seed tuber dipping
and applications to the crop) and with seed tuber dipping (Figs 3, 4, Tab. III). The active ingredient Rastim 30 DKV
(benzolinon) did not have any significant effects on tuber quality. Starch content, as well as dry matter percentage, were
insignificantly higher in control in the three experimental years (Fig. 5). Nitrate content was higher in some treatments than
in control, but the difference was statistically insignificant. Similar results were also obtained in other crops, but the effects
on tuber quality were not confirmed (Zahradnicek et al, 1993) like it was the case in sugar beet roots, tomatoes, hot
and sweet peppers, spring barley and corn (Henselovd, Pohankova, 1992; Henselovéd, Konedny, 1994).

potato; Rastim 30 DKV; tuber number; tuber weight; starch content; dry matter percentage; nitrate content

ABSTRAKT: V maloparcelkovych polnich pokusech byly v letech 1991 aZ 1993 u dvou odriid brambor (Solanum tubero-
sum L.) studoviny biologické ucinky auxinoidu a jeho vliv na kvalitu hliz formou pfipravku Rastim 30 DKV (regulétor
rostlinného ristu s ucinnou latkou 3-[benzyloxykarbonylmetyl]-benzotiazolin-2-on). Provéfovali jsme tfi rozdilné zpisoby
aplikace, resp. osm riznych ddvek a srovndvali dva nejvhodnéjdi terminy pouZiti pfipravku ve vegetaci. Preparit ve viech
letech kladné a statisticky prikazné ovlivnil jak poget (o 18 aZ 25 %), tak hmotnost (o 13 aZ 24 %) konzumnich hliz velikosti
4 az 7 cm. Nejvhodnéjsi byla aplikace na porost oproti kombinovanému odetieni (sadby i porostu), resp. oSetieni pouze sadby
(mdceni hliz). Parametry kvality hliz nebyly i¢innou litkou pfipravku vyznamné ovlivnény.

brambor; Rastim 30 DKV; pocet hliz; hmotnost hliz; obsah Skrobu; procento sudiny; obsah dusi¢nanii

UvoD Ovéfovali jsme také GCinky syntetického regulatoru

rostlinného rustu benzolinonu. Tato latka byla pouZita

V minulych letech byl studovan vliv nékolika typa
ristovych regulatori na brambory. Byla hodnocena
tvorba hliz, resp. jejich kvalita a vynos (Zrist, Mi-
¢a, 1989). U pfevazné vétSiny pokusti nebylo zji§téno
vyznamné ovlivnéni produkénich procesu. Statisticka
vyznamnost vysledki se ménila jak v letech, tak ve
variantich pokusu. Pii hodnoceni kvality hliz (suiny,
Skrobnatosti, obsahu dusi¢nanii) byly zaznamenény jes-
& vetsi vykyvy v jednotlivych letech i terminech apli-
kace rastovych regulatorda (Zrust, 1990).
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také u jinych rostlinnych druhd k ovlivnéni jejich riz-
nych fyziologickych pochodii. Rychlost starnuti seg-
menti listd ovsa po jeji aplikaci porovnévali s néktery-
mi jinymi ristovymi latkami Kl1i¢ova et al. (1994).
Citovani autofi zjistili, Ze auxin brzdi odbouravani
chlorofylu sice méné acinné neZ cytokinin, ale a¢innéji
neZ benzolinon, projevujici i v jinych piipadech ucinky
auxinu. Benzolinon ovliviiuje regeneraci pletiv stejnym
zpusobem jako a-naftyioctova kyselina (NAA) a je
rovnéZ vhodny pro regeneraci listovych pletiv in vitro
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(Prochéazka, 1992). Pfi sledovani pupenu odfiznuté
délohy z kli¢nich rostlin hrachu (v koncentracich 50
a 150 mg.l'l) benzolinon zna¢né zvy3oval inhibi¢ni
ucinek auxinu ve formé kyseliny indolyl-3-octové
(IAA) (Rauscherova etal, 1991).

V naSich pokusech jsme ovéfovali biologicky Gcinek
benzolinonu na kvantitativni i kvalitativni charakteristiky
brambor. Hodnotili jsme rozdilné aplikace i davky pri-
pravku a zkoumali nejvhodnéjsi termin jeho pouZiti.

MATERIAL A METODA

Maloparcelkové polni pokusy jsme zakladali v le-
tech 1991 az 1993 na pokusné stanici Valecov v nad-
moiské vy$ce 460 m, v bramborifské oblasti, na pu-
dach leh¢ich az stiedné té€zkych, se stiedni az dobrou
zasobou fosforu, malou aZ dobrou zésobou drasliku
a malou zasobou hof¢iku. Do pokusu byly zarazeny
dvé odrudy brambor: Karin (rand, konzumni salatova)
a Svatava (polorand, konzumni). Pokus byl zaloZen ve
¢tyrech blocich, do kazdého bloku byly zafazeny obé
odridy; pocet variant se v jednotlivych letech ménil.
V prvych dvou letech pokust bylo zvoleno sedm va-
riant, ve tietim roce pouze kontrolni a jedna perspek-
tivni varianta, ve které se kombinovaly uspésné aplika-
ce z predchozich dvou let pokusi. PouZiti divky NPK
(hlavnich Zivin) bylo ve vSech letech stejné: N 80 kg,
P 57 kg, K 110 kg v pfepoctu na | ha. Pokus byl uspo-
fadan v systému kolmo délenych dilct.

Provéfovanym piipravkem byl Rastim 30 DKV, kte-
ry vyvinul Vyzkumny ustav chemické technologie
v Bratislavé. DrZitelem registrace a vyrobcem preparé-
tu je v soucasné dobé ISTROCHEM, a. s., Bratislava.
Jeho acinna latka je benzolinon (3-[benzyloxykarbonyl-
metyl]-benzotiazolin-2-on) (Varkonda et al.,, 1985).
DKV iprava piipravku znamend dispergovatelny kon-
centrat pro fedéni vodou, obsahujici 300 g Gc¢inné lat-
ky v 1L

V pokusu byly uplatnény tyto aplikace pfipravku:
1. oSetieni sadby koncentracemi: 0,0003; 0,0015

a 0,003%
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2. oSetfeni porostu:
— dva tydny po vzejiti davkou 100 mlha™!
— ve stadiu poupat davkami: 30; 100; 150 a 300 mlha™!
3. kombinace obou zpusobu:
- oSetfeni sadby 0,003% roztokem a aplikaci na list
dva tydny po vzejiti ddvkou 100 ml.ha™!
— oSetfeni sadby 0,003% roztokem a aplikaci na list
ve stadiu poupat davkou 100 ml.ha”!
— oSetfeni sadby 0,0045% roztokem a aplikaci na
list ve stadiu poupat davkou 100 ml.ha™'

Davky piipravku ve vegetaci se v piepoctu na | ha
davaly do 444 | vody, aby bylo moZné aplikovat na
kazdy trs 10 ml roztoku. Pokusny spon byl 75 x 30 cm,
1j. 44 444 trsicha™!. Vv prvnich dvou letech probéhly
pokusy ve tyfech a ve tietim roce v Sesti opakovénich.

Sadba byla osetfena dva dny pred vysadbou ponore-
nim hliz po dobu 3 s do pfislu§ného roztoku piipravku.
Hlizy pak byly uloZeny na lisky, aby roztok oschnul.
Po rucni vysadbé do pfedem vyznaceného sponu byla
v pokusech béhem vegetace zajiSténa plna mechanicka
kultivace a zabezpeCena ochrana proti plisni bramborové.

VYSLEDKY A DISKUSE

Pocet hliz byl nejvice ovlivnén smérem k vy38im
velikostem konzumnich hliz (4 az 7 cm) ve v3ech tiech
letech u obou odrid. Pfiznivé se v roce 1991 projevilo
oSetfeni sadby 0,0015% koncentraci pfipravku, ve ve-
getaci pak oSetfeni davkami 30 a 150 ml u odridy Ka-
rin a 30 a 300 ml u odrudy Svatava (obr. 1). Vysledky
byly na hranici statistické prikaznosti vici kontrole.
V nisledujicim roce byly tyto vysledky potvrzeny. Obé
aplikace ve vegetaci (100 ml pfipravku dva tydny po
vzejiti a ve stadiu poupat) byly prukazné, resp. vysoce
prikazné lepsi neZ kontrola stfikand vodou (tab. I).
Kombinace (maceni sadby 0,003% roztokem a postiik
100 ml piipravku na porost ve stadiu poupat) také po-
zitivné ovlivnila pocet hliz ve velikostni kategorii 4 aZ
7 c¢m, ale i u hliz malych (pod 4 cm) u obou odrad
v roce 1993 (obr. 2).

1. Pocet hliz na trs ve velikostni kategorii 4 aZ 7 cm
ovlivnény Rastimem 30 DKV v roce 1991 (popis variant
viz tab. II) - Tuber number per hill in a 4 to 7 c¢m size
category as influenced by Rastim 30 DKV applications
in 1991 (treatments see Tab. II)

" 0sa X: varianty — X axis: treatments

1 Karin
Svatava
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I. Analyza rozptylu poctu hliz velikosti 4 aZ 7 cm u kontroly a Sesti pokusnych variant u dvou odrid v roce 1992 (zahrnuto 30 trsi) -
Analysis of variance of tuber number of the size 4 to 7 ¢m in control and in six experimental treatments of two varieties in 1992 (30 hills

involved)
Zdroj proménlivosti' N? Soudet &tverci odchylek® F-hodnoty* Vyznamnost’
Opakovini® 3 899,196 1,510
Varianty’ (A) 6 4 531,357 3,804 »
Odrady* (B) 1 23 247,875 117,109 *x
AxB 6 2 710,500 2,276 *
Zbytek” 39 7 742,054
Celkem'" 55 39 130,982
* statisticky prikazny rozdil'! (P < 0,05)
** statisticky vysoce prikazny rozdil'? (P < 0,01)
Prikazné rozdily'?
Varianty Pramer' Tukey Odrady Primér Tukey
7 177,00 5% 21,90 Svatava 183,11 5% 7,62
6 171,25 1% 26,27 Karin 142,36 1% 10,19
4 164,13
2 160,50
5 160,25
3 159,63
1 146,38
Varianty:
1 - kontrola'®
2 - oSetieni sadby roztokem'® 0,0015%
3 — ofetieni sadby roztokem 0,003%
4 - kombinované'”: sadba 0,003% + porost 100 ml dva tydny po VLc jiti'™
S — kombinované: sadba 0,0045% + porost 100 ml ve stadiu poupal
6 — aplikace na porosl“" 100 ml dva tydny po vzejiti
- aplikace na porost 100 ml ve stadiu poupat
lsour(.e of variability, d] sum of squares, 4F-values, Jsignificance, {’replicalion. % Mvarieties, “resid Ytotal, 'statisticall

I‘smusm,ally highly significant difference,

significant difference,
Yseed + crop at

- ¥
combined, '*seed + crop two weeks after emergence,

,sv

7
7
7
Z
7
Z
Z
%
2
3
%
Z
2
%
Z
Z
Z
Z
7z
Z
Z
7
Z

Analyza rozptylu hmotnosti viech hliz ukézala rov-
néZ mezi variantami prikazné az vysoce prikazné roz-
dily, ale vliv pfipravku se pozitivné neprojevil (napf.
vysledky z roku 1991, tab. II). Hmotnost hliz byla ben-
zolinonem kladné ovlivnéna predev§im u kategorie hliz

ROSTLINNA VYROBA, 44, 1998 (12): 533-538

"‘signiﬁcnm differences,

“mean,

the stage of flower buds,

Scontrol, '“seed treatment with solution,
2 St
“"nppllcmlon to the crop

2. Pocet hliz na trs u kontrolni a kombinované varianty s apli-
kaci Rastimu 30 DKV v roce 1993 - Tuber number per hill in
control and in combined treatment with Rastim 30 DKV appli-
cations in 1993

3 kontrola — control
22 kombinovana varianta — combined treatment

velikosti 4 aZ 7 cm ve vSech tfech letech u obou odrud.
V prvnim roce pokusii se v této kategorii uplatnily 1épe
varianty s aplikaci na porost ve vegetaci (v obdobi
tvorby poupat) oproti variantim s oSetfenim sadby.
O rok pozdéji se tyto diference je§té zvyraznily (tab. III).
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II. Analyza rozptylu hmotnosti viech hliz v kg u kontroly a Sesti pokusnych variant u dvou odrid v roce 1991 (zahrnuto 30 trsu) — Analysis

of variance of weight in kg of all tubers in control and in six experimental treatments of two varieties in 1991 (30 hills involved)

Zdroj proménlivosti' N? Soutet &tverc odchylek® F-hodnoty* Vyznamnost®
Opakov.’lni(' 3 10 324,419 1,929
Varianty’ 6 159 656,160 14915 -
Odridy® | 424 325,401 237,846 .-
AxB 6 16 808,660 1,570
Zbytek® 39 69 577,455
Celkem'” 55 680 692,095
** statisticky vysoce prikazny rozdil'? (P < 0,01)
Pritkazné rozdily'?
Varianty Pramer'? Tukey Odridy Primér Tukey
| 43,00 5% 2,08 Karin 44,01 5% 0,72
2 42,85 1% 2,49 Svatava 38,51 1% 0,97
7 42,53
3 41,98
4 40,86
S 39.01
6 38,60
Varianty:

1 - kontrola'®

2 - ofetieni sadby roztokem'® 0,0003%

3 - odetieni sadby roztokem 0,0015%

4 — ofetfeni sadby roztokem 0,003%

5 — aplikace na porost ve stadiu poupznZl 30 ml
6 — aplikace na porost ve stadiu poupat 150 ml
7 — aplikace na porost ve stadiu poupat 300 ml

For 1-16 see Tab. I, 2l.'lpplic.'nion to the crop at the stage of flower buds

[II. Analyza rozptylu hmotnosti hliz v kg velikosti 4 aZ 7 cm u kontroly a Sesti pokusnych variant u dvou odrid v roce 1992 (zahrnuto 30
trsi) — Analysis of variance of tuber weight in kg of 4 to 7 ¢cm size in control and in six experimental treatments of two varieties in 1992
(30 hills involved)

Zdroj proménlivosti' N? Soucet &tvercli odchylek® F-hodnoty* Vyznamnost®
Opakovini® 3 774,091 0,376
Varianty” (A) 6 24 138,571 5.861 *x
Odn'ldy“ (B) 1 70 537,901 102,758 el
AxB 6 22 533,035 5471 b
Zbytek” 39 26 771,383
Celkem'" 55 144 754,983 l
** statisticky vysoce prukazny rozdil'2 (P < 0,01)
Pritkazné rozdily'?
Varianty Pramér' Tukey Odrady Primér Tukey
7 11,63 5% 1,29 Svatava 11,82 5% 045
6 11,06 1% 1,54 Karin 9,57 1% 0,60
4 11,05
2 10,78
5 10,64
3 10,34
1 9,37

Varianty viz tab. |
Treatments see Tab. |

For 1-14 see Tab. |
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Obé varianty s aplikaci na porost v obdobi dvou tydni
po vzejiti a tvorby poupat spolu s variantou kombino-
vanou (méceni hliz v 0,003% roztoku s naslednym po-
stiikem v ddvce 100 ml pfipravku dva tydny po vzejiti)
mély vysoce prikazné vy§§i hmotnost hliz nez kontro-
la. Varianty rozdilné jen statisticky nevyznamné jsou
sefazené od nejvyssich k nejniZ§im hodnotam v tomto
pofadi: varianty s aplikaci na porost; varianty s kombi-
novanym oSetfenim (sadby a porostu); varianty s oSet-
fenim sadby macenim hliz (obr. 3). Z obr. 3 neni uve-
dené poradi variant na prvni pohled patrné. Vezmou-li
se prumérné hodnoty ze souctu obou odrid, tyto ten-
dence se zvyrazni (tab. III). RovnéZ v roce 1993 byla
kladné, avSak neprikazné ovlivnéna kombinovana va-
rianta (maceni hliz s naslednou foliarni aplikaci ve sta-
diu tvorby poupat) u obou odrid v kategoriich hliz ve-
likosti 4 aZ 7 cm a do 4 cm (obr. 4). V kategorii
velkych hliz nad 7 ¢cm byly vysledky opacné.
Podobné zvySeni vynosi, které zjistili néktefi autofi
u dal3ich plodin, jako jsou napf. rajcata, kofeninové
a konzumni papriky, cukrovka, jarni je¢men, kukufice
(Henselovd, Pohankova, 1992; Henselo-
va, Koneény, 1994), cukrovka péstovana na pro-
voznich plochach (Zahradnicek etal., 1993), jsme

ROSTLINNA VYROBA, 44, 1998 (12): 533-538

3. Hmotnost hliz (g) ve velikostni kategorii 4 az 7 cm
ovlivnéna Rastimem 30 DKV v roce 1992 (popis variant
viz tab. I) - Tuber weight (g) in a 4 to 7 cm size category
as influenced by Rastim 30 DKV applications in 1992
(treatments see Tab. 1)

osa X: varianty — X axis: treatments
1 Karin
Svatava

4. Hmotnost hliz (g) na trs u kontrolni a kombinované
varianty s aplikaci Rastimu 30 DKV v roce 1993 — Tuber
weight (g) per hill in control and in combined treatment
with Rastim 30 DKV applications in 1993

3 kontrola — control
kombinovana varianta — combined treatment

zaznamenali téZ u brambor, predevSim v urcité veli-
kostni kategorii (u konzumnich hliz).

Pfi ovlivnéni vynosu brambor jde zfejmé téZ o regu-
laci metabolickych procest biologicky aktivni latkou.
Jak uvadéji Henselova, Konecny (1994), ovliv-
fiuje tento pripravek nativni hormonalni systém oSetie-
nych plodin a jejich metabolismus, zvySuje aktivitu
a obsah nativnich fytohormoni. Z hlediska rastové bio-
logické aktivity jde o G¢inny auxinoid.

Tvorba hliz je u brambor hormonalné regulovéana
(napi. Ewing, 1995). Zakladani hliz je proces spoje-
ny s potlatovanim vegetativniho riistu a pfesmérova-
nim sinku (dloZného prostoru pro fotosyntaty) z nad-
zemni do podzemni ¢asti rostlin (Ewing, 1990).
Z publikovanych praci vyplyv4, Ze dileZitéj$i neZ hladi-
ny jednotlivych fytohormont jsou jejich vzdjemné kon-
centraéni vztahy, zejména pomér kyseliny abscisové ku
giberelinim. Auxiny stimuluji dlouZivy rust, tvorbu ko-
fend, resp. déleni bunék. (Jsou dileZité rovnéZ pro vy-
vijejici se plody.) Nékteré publikace uvadéji mirny vzes-
tup endogenni kyseliny indolyl-3-octové v dob€ iniciace
hliz (napf. Prochédzka, Sebédnek, 1997).

Kvalitativni charakteristiky hliz nebyly a¢innou lat-
kou Rastimu 30 DKV priikazné ovlivnény. Co se tyka
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obsahu Skrobu, mély hlizy z kontrolni varianty ve
viech tfech letech nepritkazné vy$si hodnoty a obdobné
vykazovaly vy§§i procento suSiny neZ varianty oSetfené
(obr. 5). Obsah dusi¢nani mély hlizy z nékterych va-
riant (pfi oSetfeni sadby i aplikaci na porost) vyssi
oproti jinym variantdm, u nichZ byly pouZity odli§né
koncentrace sledovaného pfipravku, vici kontrole viak
neprikazné. U brambor se tak nepotvrdily vysledky,
které publikovali Zahradnicek etal. (1993) u cuk-
rovky, nebo Henselova, Pohankova (1992)
a Henselova, Koneény (1994) u daldich plo-
din, u nichz byl sledovan mnohem vétsi pocet kvalita-
tivnich charakteristik i dalSich parametri vynosu pés-
tovanych rostlin neZ v naSich pokusech.
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ELIMINACE VIRU S BRAMBORU CHEMOTERAPII
IN VITRO ZA POUZITI RIBAVIRINU

POTATO VIRUS S ERADICATION BY CHEMOTHERAPY IN VITRO
USING RIBAVIRIN

V. Horackova

Potato Research Institute, Havlickiiv Brod, Czech Republic

ABSTRACT: Potato virus S (PVS) was eradicated from systemically infected plants of eight potato hybrids and four potato
varieties in culture in vitro: cultivation in a nutrient medium containing ribavirin, a synthetic riboside, was used. Virus
concentration decreased gradually, after repeated subcultures of the top parts of plants to a ribavirin-containing medium.
Effects of the concentration used, subculture number and treated variety were manifested. The highest number of virus S free
regenerants was determined in media with ribavirin concentrations 0.002 and 0.003%. Positive sanitation effects were
observed from the second subculture in the separate varieties, the proportion of virus-free clones ranged from 55 to 100%
following the third subculture. No virus was detected by ELISA after regenerants were transplanted into greenhouse condi-
tions. This method provides results comparable with those obtained by usual procedures of virus S eradication.

potatoes; PVS; eradication; chemotherapy; ribavirin; ELISA

ABSTRAKT: Virus S bramboru (PVS) byl eliminovén ze systémové infikovanych rostlin osmi kfiZencti a ¢tyf odriad bramboru
v kultufe in vitro kultivaci na Zivné pidé obsahujici synteticky ribosid ribavirin. Ke sniZovani koncentrace viru dochézelo
postupné, po opakovaném pasiZzovani hornich Casti rostlin na médium s ribavirinem. Projevil se vliv pouZité koncentrace,
poCtu pasaZi a ozdravované odridy. Nejvy3si podily regeneranti prostych viru S byly zjistény na pudich o 0,002 a 0,003%
koncentraci ribavirinu. V zévislosti na odridé byl od druhé pasaZe zaznamenan pozitivni ozdravovaci efekt, po teti subkulture
se podil ozdravenych klon pohyboval od 55 do 100 %. Pomoci ELISA nebyl detekovan virus ani po pfesazeni regeneranti

do sklenikovych podminek. Tato metoda poskytuje srovnatelné vysledky s obvyklymi postupy eliminace viru S.

brambory; PVS; eradikace; chemoterapie; ribavirin; ELISA

UvoD

V komplexu virG napadajicich brambory ma speci-
fické misto virus S (PVS). Jde o virus pfevazné latentni
povahy, vizualni diagnostikou prakticky nepostihnutel-
ny. U nas je vyskyt tohoto viru v sadbé brambor pfi
uznavacim fizeni dosud tolerovan, je proto jeho rozsi-
feni ve $lechtitelskych a semenéiskych porostech znac-
né. Prakticky nemoZzné je tedy vyhledani kloni bez viru S
pomoci laboratorni diagnostiky.

Obecnym trendem ve svété se stava produkce zcela
bezviréznich sadbovych materiali a mnoZeni zdravé
sadby 1 mimo technické izolaty. Zcela bezvirézni stav
sadbovych materiali brambor je v soucasnosti plné vy-
Zadovan pfi jejich mezinarodni vyméné.

Z uvedenych diivoda je nutné zaradit do Slechtitel-
ského a mnoZitelského cyklu postupy, umoZiujici od-
stranéni viru S a dosaZeni zdravych jedinct i z mate-
ridlu zcela infikovaného.

Prace na ozdraveni vychozich materidld bramboru
byly zprvu feSeny pro cely komplex virii cestou aktiv-
niho vyhleddvini zdravych jedincli pomoci laborator-
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nich diagnostickych metod. Zavedeni techniky meristé-
movych kultur, doplnéné o termoterapii (Morel et al.,
1968), vedlo k rozvoji aktivnich ozdravovacich postu-
pu, umoziujicich ziskani bezviréznich klonu cestou
eliminace virl z infikovanych rostlin v kultufe in vitro.
Tyto techniky nalezly uplatnéni i u nas (Svobodo-
via, 1964; Sip, 1972; Horackova, 1981; Zadi-
na et al., 1985). Spolu s rychlym mnoZenim ozdrave-
nych regeneranti in vitro a syst¢émem diagnozy ELISA
jsou vyuZivany k tvorb& viruprostych Slechtitelskych
a mnoZitelskych materidla (Dé&édic¢, 1989; Noviak
etal, 1992; Kostfica et al., 1994).

Nejb&Znéji pouZivana metoda ozdravovani za pouZi-
ti termoterapie rostlinného materialu, nasledovana od-
bérem meristému, byvéa zdlouhava a neni vZdy plné
uspésna. Proto jsou pro zvySeni pravdépodobnosti zis-
kani bezviréznich rostlin vyuZivany postupy in vitro
i dal3i, které tvorbu vird potladuji rozdilnymi mecha-
nismy. Jednim z nich je aplikace chemickych preparé-
t, které vykazuji virostatické Gcinky a zéroveii mini-
malné poskozuji ovliviiovany rostlinny material.
Nejlepsi ucinek Sirokého spektra téchto latek byl zjis-
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tén predevsim u syntetickych analogi pyrimidinovych
a purinovych bazi (Lerch, 1979; Schuster, 1988;
Bittner et al, 1989; Bittner, 1990; Conrad,
1991).

K nejicinnéj$im pripravkam, které se pouZivaji k in-
hibici virt bramboru v kultufe in vitro, nlezi ribavirin,
coZ je synteticky ribosid na bazi purinu. Osvédcil se
i pri eliminaci obtizné odstranitelnych vird PVS, PVX,
PVM (Sanchez etal, 1991; Bittner et al., 1987;
Bittner, 1990).

Provéfili jsme praktické vyuZiti ribavirinu k ozdra-
vovini bramboru od viru S (PVS). Sledovali jsme d¢in-
nost ribavirinu na inhibici reprodukce viru S a zhodno-
tili faktory, které eliminaci viru ovliviiuji.

MATERIAL A METODA

Do pokusu na provéreni preparatu ribavirin pfi od-
strafovani viru S v kultuife bramboru in vitro byly za-
fazeny Ctyfi odrady bramboru (Kamyk, Karin, Kobra,
Koruna) a osm kfizencti (KE 110/8, KE 115/94, KE
113/21, HR 37/35, KE 77/76, HR 14/8, HR 51/40, HR
37/84), §lo o odrudy a kiizence Ceského Slechténi.

V kultuie in vitro bylo namnoZeno potiebné mnoz-
stvi vychozich rostlin, systémové infikovanych virem
S (PVS). Bylo pripraveno agarové Zivné médium
(Murashige, Skoog, 1962) bez ristovych regu-
latora a doplnéno ribavirinem v 0,001, 0,002 a 0,003%
koncentracich. Roztok ribavirinu byl do média pfidin
po sterilizaci pres membranové filtry, aby nedoslo k je-
ho odbourani horkem. Ribavirin byl ziskan od firmy
Pharmac Inc. z USA pod obchodnim nazvem Virazole.

Pasazovani na pudy s jednotlivymi koncentracemi
ribavirinu probé&hlo celkem ve tfech opakovianich
v rozmezi Ctyf tydna. U prvni pasdze na pudy s ribavi-
rinem byly pouzity stonkové fizky se dvéma nody, ode-
birané vzdy ze stejné Casti rostliny ve fazi osmi aZ
deseti listi. Segmenty tvofené druhym a tfetim listo-
vym patrem pod vrcholem byly umistény po jednom ve
zkumavce.

Pii opakovanych pasdzich byly k dalsi kultivaci ode-
birany z regenerovanych rostlin vrcholové fizky. Pro
kazdy hodnoceny genotyp a koncentraci byla zaloZena
varianta o Ctyficeti rostlinach a jako neoSetiena kontro-
la byl pouZit geneticky identicky materidl, shodnym
zplsobem pasazovany a kultivovany na Zivném médiu
bez virostatika. Kultivace probihala pfi 16h fotoperio-
dé, s osvétlenim 3000 Ix a teploté 20 az 22 °C.

Po tiech tydnech kultivace byl u jednotlivych kon-
centraci ribavirinu zhodnocen fytotoxicky ucinek podle
vzrustu rostlin a intenzity kofenéni v porovnani s kon-
trolou.

Virostaticky tcinek ribavirinu byl hodnocen pomoci
ELISA, vzdy po ukonéeni jednotlivych pasazi. Obsah
viru byl pfi prvni a druhé pasazi stanoven vzdy u deseti
rostlin, rozdélenych na vrchni a spodni segment, a rov-
néz ve spodnich segmentech, zbyvajicich po opakova-
ném pasazovani hornich ¢asti rostliny na nové médium.
Vrchni segment predstavoval vrcholovy fizek o dvou
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nodech vcetné listd a spodni segment tvofila zbyvajici
Cast stonku s listy po oddéleni vrcholového fizku. Po
tomto testovani se snizil pocet rostlin v kazdé varianté
na dvacet.

Po tieti subkultivaci na padach s ribavirinem byly
vrcholové segmenty prepasaZovany na bézné Zivné mé-
dium a po tiech tydnech vysazeny do skleniku. Poté
byl opakované pomoci ELISA u sklenikovych rostlin
stanoven obsah viru.

VYSLEDKY A DISKUSE

V pokuse se projevil vliv rizné koncentrace ribavi-
rinu na vzrust rostlin a jejich kofenéni. Fytotoxicky
ucinek se zvySoval s koncentraci a viechny sledované
odrady vykazovaly od 0,002% koncentrace ribavirinu
lehké az stiedni poSkozeni vzrastu. Vyska rostlin byla
v praméru o 40 az 60 % nizsi v porovnani s kontrolni
neoSetienou pasazi.

Ucinek ribavirinu se projevil rovnéz na zakofenova-
ni rostlin v agarovém médiu. Kofenéni bylo inhibovano
piedevsim v dusledku tvorby kalusu na feznych plo-
chach, u nékterych segmentd bez kofent doslo i k za-
sychéni. U zadné z provedenych koncentraci vSak neby-
ly negativné ovlivnény vsechny rostliny tak, aby bylo
znemoznéno dal§i pasdazovani varianty a pokraovéni
pokusu (obr. I).

Pii hodnoceni a¢inku ribavirinu na inhibici repro-
dukce viru S byl zjistén vliv pouzité koncentrace, poctu
pasazi a ozdravované odrudy.

V piipadé 0,001% koncentrace ribavirinu se projevil
pouze velmi maly, piipadné zadny ozdravovaci efekt.
Po tieti pasazi byly u této koncentrace zjistény zdravé

¢:v IJQH' '*C'D‘ R
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I. Vzrist a kofenéni rostlin odridy Kobra na padé s ribavirinem
0 0,003, 0.002 a 0.001% koncentraci — Plant growth and root forma-
tion in Kobra variety in a medium with ribavirin concentrations
0.003, 0.002 and 0.001%
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1. Eliminace viru S bramboru v procentech zdravych rostlin pfi
0,002% koncentraci ribavirinu podle pasaZi u riznych zkouSenych
odrid (kfiZencti) bramboru — Potato virus S eradication expressed as
a per cent of virus-free plants at ribavirin concentration 0.002% in
the separate subcultures of tested potato varieties (hybrids)

II. Eliminace viru S bramboru v procentech zdravych rostlin pfi
0,003% koncentraci ribavirinu podle pasdzi u riznych zkousenych
odrid (kfiZzencl)) bramboru — Potato virus S eradication expressed as
a per cent of virus-free plants at ribavirin concentration 0.003% in
the separate subcultures of tested potato varieties (hybrids)

Pasiz’ Pasiz’
Odrada' Odrada'
(kiizenec?) 1. 2 3, (kizenec?) L. 2 3,
v S v S v S v S

KE 110/8 40 0 80 60 100 KE 110/8 60 0 100 70 100
HR 37/35 60 0 100 70 100 HR 37/35 100 30 100 100 100
KE 115/94 40 0 60 10 80 KE 115/94 70 0 80 50 82
KE 113721 40 10 60 20 88 KE 113/21 60 10 100 80 100
HR 51/40 40 0 40 0 46 HR 51/40 40 20 100 100 100
KE 77/76 0 0 0 0 12 KE 77/76 20 0 60 40 85
HR 14/8 0 0 0 0 15 HR 14/8 60 10 80 70 66
HR 37/84 60 10 80 80 100 HR 37/84 100 60 100 100 100
Kobra 0 0 20 20 68 Kobra 30 0 60 40 100
Kamyk 0 0 0 0 9 Kamyk 60 10 90 60 100
Karin 0 0 0 0 Karin 20 0 20 10 55
Koruna 0 0 0 0 45 Koruna 0 0 40 20 85

V = vrcholovy segment se dvéma nody — top segment with two nodes

S = spodni &ast rostliny po oddéleni vrcholového segmentu — plant part remaining after the top segment was cut off

Iv:nrit:ly. zhybric.l. *subculture

rostliny pouze u tii kiizencd (HR 37/35, HR 51/40, HR
37/84), a to v rozmezi 12 az 20 %. U ostatnich nebyly
detekovany zadné regeneranty bez virové infekce.

Se zvySovanim koncentrace ribavirinu v médiu lze
zaznamenat zvySujici se podil regenerantii prostych vi-
ru S. Ucinek 0,002% koncentrace ribavirinu na elimi-
naci viru S je ziejmy z tab. I. V pfipadé této koncen-
trace byly jiZ od druhé pasaZe prokazany vyssi podily
regenerantdi prostych viru S. Jednotlivé odridy reago-
valy na terapii odliné a pocet ozdravenych klonii se
pohyboval od 5 do 100 %. K pIné inhibici viru do§lo
po tieti subkultufe u tfi z dvanacti kfizencu (KE 110/8,
HR 37/35, HR 37/84).

K vyraznému néristu poc¢tu regenerantl prostych vi-
ru S doslo po opakované subkultivaci rostlin na mé-
dium obsahujici ribavirin 0 0,003% koncentraci (tab. II).
Od druhé pasédZe lze zaznamenat odriady prosté vi-
ru S jak ve vrchni, tak ve spodni asti rostliny. Po tieti
pasazi jsou u sedmi odrid veskeré regeneranty vysaze-
né ve skleniku prosté viru S i po opakovaném testova-
ni. Pfi vySSi koncentraci ribavirinu se jiZ neprojevuji
tak vyrazné genotypové rozdily v eliminaci viru S. Ur-
Citou zavislost rychlosti eliminace viru S na genotypu
uvadéji pii této koncentraci ribavirinu rovnéz Bitt-
ner etal. (1989)a Bittner (1990), a to predeviim
v prvnich dvou subkultivacich.

K doloZeni virostatického ucinku ribavirinu bylo po-
uzito hodnot relativni koncentrace viru stanovené me-
todou ELISA. Srovnani extinkénich hodnot pro 0,003%
koncentraci ribavirinu je zachyceno na obr. 2.
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Relativni koncentrace viru v hodnotéich extinkce a jeji
abytek v hornim a spodnim segmentu pfi prvni a druhé
subkultufe in vitro jsou znazornény graficky. Z porov-
nani extink¢nich hodnot ovlivnéného materialu s neov-
livnénou kontrolou je ziejmé, Ze opakované pasdZovani
postupné redukovalo koncentraci viru. Koncentrace vi-
ru se prikazné sniZovala piedevSim v hornich segmen-
tech rostlin, ve spodnich tsecich rostlin doSlo ve vétsi-
né pfipadi rovnéZ k poklesu relativni koncentrace viru
a ke sniZeni oproti kontrole. V neoSetfenych kontro-
lach byla koncentrace viru v rostliné rozloZena v opad-
ném sméru, s vyjimkou odrad Kamyk a Karin.

V tab. III jsou uvedeny vysledky testovani zdravot-
niho stavu po Sesti tydnech od vysadby ve skleniku
u materialu po tfeti subkultivaci na pudé o 0,003%
koncentraci ribavirinu a rovnéz pramérné hodnoty re-
lativni koncentrace viru S u kontrolnich odrud.

Z tab. III jsou ziejmé i koneéné tdaje o poctech zdra-
vych i neozdravenych rostlin u jednotlivych odrad.
K dbytku rostlin v pokuse do§lo vyhradné.v dasledku
negativni reakce jednotlivych odrid na pusobeni riba-
virinu (zasychani, nekofenéni apod.). V zavéru pokusu
mél plny polet rostlin dané varianty &init dvacet. Jako
kontrola bylo vysazeno deset rostlin, ve viech pfipa-
dech s pozitivni reakci na virus S. Nejvyraznéji se fy-
totoxickd reakce projevila na kone¢ném poctu rostlin
u kiizence HR 37/84, jisty ibytek poctu rostlin byl za-
znamenan rovnéZz u kfizenca HR 14/8, KE 115/94
a KE 113/21. 1 pies zjisténou redukci poltu vychozich
rostlin je v konecném vysledku tento postup velmi efek-
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2. Relativni koncentrace viru S ve
vrchnich a spodnich &astech infi-
kovanych rostlin po subkultivaci na
pldé s ribavirinem o 0.003% kon-
centraci u riznych odrid (kfiZencu)
bramboru — Relative virus S con-
centrations in top parts and under
the top of infected plants after sub-
culture in a medium with ribavirin
concentration 0.003% in different
potato varieties (hybrids)

= kontrola - control
= |. pasaZ — Ist subculture

3 =2. pa 2nd subculture
vrchni ¢ast - top part

spodni Cast — part under the top

ROSTLINNA VYROBA, 44, 1998 (12): 539-544



[11. Praimérna relativni koncentrace viru S bramboru (Es,,) u rost-
lin riznych odrid (kfiZenci) bramboru ze skleniku, ziskanych po
tfeti subkultivaci na pudé s 0,003% koncentraci ribavirinu, a porov-
nani s kontrolou - Average relative concentrations of potato vi-
rus S (Egpsyy) in plants of different potato varieties (hybrids) from
a greenhouse, produced after the third subculture in medium with
ribavirin concentration 0.003%, and a comparison with control

3(‘:;3:;2) Kontrola® X Pocet* ngf‘;?"‘/;s
KE 110/8 0,731 19°70"" 0,0018
HR 37/35 0,756 17/0 0,0016
KE 115/94 1,419 13/3 0,0045
KE 113/21 0.727 16/0 0,0031
HR 51/40 1,156 19/0 0,0056
KE 77/76 0,781 1613 0,0055
HR 14/8 1,248 10/5 0,0036
HR 37/84 0,771 70 0,0038
Kobra 1.944 18/0 0.0025
Kamyk 1,623 18/0 0,0035
Karin 1,880 119 0,0053
Koruna 1,792 1773 0,0052

. i .
testované zdravé rostliny — tested virus-free plants
L] . . .

testované nemocné rostliny - tested infected plants

k) S ..
For 1-2 see Tab. 1, ‘control, *number, “virus-free plants

tivni, zejména co se tyka mnozstvi ziskanych ozdrave-
nych klont i pracovni narocnosti.

Primérné hodnoty relativni koncentrace viru S zji$-
téné v prostiedi in vivo u rostlin po tieti pasdZi (tab. IIT)
dokumentuji dal3i sniZeni obsahu viru v regenerantech
a v porovnani s hodnotami kontrolnich rostlin Ize kon-
statovat vyrazny ozdravovaci vliv ribavirinu.

Uvedené vysledky potvrzuji a¢inek ribavirinu, ktery
neeliminuje jiz syntetizovany virus, ale inhibuje repli-
kaci viru. Lerch (1979) uvadi vedle omezeného
mnoZeni viru rovnéZ vyrazné zpomaleni systémového
Sifeni viru v rostling.

Bezvirové regeneranty lze ocekévat aZ po opakova-
ném pasazovani vrcholovych segmentl nové regenero-
vanych rostlinek. Obdobné zavéry uvadéji také Bitt-
ner et al. (1989), v jejichZ pokusech bylo po tiech
pasdzich na pidé s ribavirinem ziskano 100 % regene-
ranti bez viru S u péti ozdravovanych odrid. VEtsi roz-
péti v poctu dosazenych bezviréznich materiali po
opakovaném pasazovani (5 az 100 %) udava Conrad
(1991).

ZAVER

Virus S (PVS) byl eliminovan z infikovanych odrud
a kiizenc bramboru kultivaci na zivnych pudach ob-
sahujicich ribavirin. Jako optimdlni pro oSetieni rostlin
v kultiva¢nim médiu se ukézal ribavirin v 0,003% kon-

centraci a opakované pasazovani, které postupné snizo-
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valo koncentraci viru. K detekci viru S bylo pouZito
testu ELISA.

V zavislosti na genotypu bylo jiZ po prvni paséZi
zjidténo malé procento regenerantli prostych viru S,
podil ozdravenych rostlin vzrostl po druhé subkultivaci
(10 az 100 %) a zejména po tfetim prenosu vrcholkid
rostlin na médium s virostatikem (55 az 100 %). Vi-
rus S nebyl detekovan u ozdravenych rostlin ani po
piesazeni do prostiedi in vivo ve skleniku.

Metodu eliminace viru S (PVS) pomoci ribavirinu
v Zivném médiu in vitro lze povaZovat za rovnocenny
postup v porovnani s klasickym ozdravovanim pomoci
meristémovych kultur a termoterapie. Casova narog-
nost obou zpusobu je srovnatelnd, u uvedeného postupu
chemoterapie odpada odborné a pracovné obtiZna faze
odbéru a regenerace meristémovych explantati.

V soutasné dobé byl jiZ tento postup vyuZit k ozdra-
veni od viru S u dalSich patnécti odrad, u sedmi mate-
ridla vEetn& dihaploidnich ozdravovaci cyklus probiha.

Prace byla feSena za podpory grantového projektu
GA CR & j. 521/096/1308.
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MOZNOSTI DIFERENCIACE KMENOVEHO SPEKTRA
VIRU Y BRAMBORU (PVY) TECHNIKAMI
POLYMERAZOVE RETEZOVE REAKCE (RT-PCR)

POSSIBILITIES TO DIFFERENTIATE THE POTATO VIRUS Y (PVY)
STRAINS BY MEANS OF POLYMERASE CHAIN REACTION (RT-PCR)

P. Dédi¢, J. Ptacek

Potato Research Institute, Havlickiiv Brod, Czech Republic

ABSTRACT: Thirty-eight isolates of PVY originating from different European countries and from Canada were examined
with respect to their strain group differentiation. The biological tests on tobacco (Nicotiana tabacum cv. Samsun) plants,
PVY-N specific monoclonal antibodies (Bioreba) and molecular diagnosis by RT-PCR were used for this purpose. According
to the necrotic symptoms on tobacco, thirty isolates could be inserted into PVY-N strain group. Surprisingly, three isolates
from this group did not react with PVY-N specific monoclonal antibodies, and on the contrary, one isolate producing mosaic
symptoms only was showing weak positive reactions in ELISA. In the course of RT-PCR evaluation five methods for nucleic
acid preparation from tobacco leaf tissue were compared. Two methods (extraction of total RNA by QIAGEN kit and
immunocapture technique) yielded the most reliable and best reproducible results and were also suitable for large-scale
application. Utilizing specific primer combinations devised by Glais et al. (1996) and Weidemann, Maiss (1996),
it was possible to detect either all the isolates tested without further differentiation, or with selection of appropriate primer
combination to discriminate between common (PVY-0) and necrotic (PVY-N) strain groups of PVY. Using specific pairs of
primers for PVY-O detection, the amplification product was observed in sixteen PVY isolates. However, nine isolates of this
strain group parallelly, with other pairs of primers, displayed the specific product of PVY-N strain group. Details are
summarised in Tab. 1. The problems of possible double infections and prospect to discriminate isolates of PVY-NTN
sub-group are discussed.

potatoes; potato virus Y; detection; strain differentiation; biotest; serotypification; molecular diagnosis

ABSTRAKT: V pokusech s 38 izolity viru Y bramboru (PVY), pochézejicich z riznych zemi Evropy a z Kanady, byla
ovéfovana moZnost jejich diferenciace do pfisluSnych kmenovych skupin pomoci biologického testu na rostlinich tabdku
(Nicotiana tabacum cv. Samsun), sérotypizaci kmenové specifickymi protilitkami (Bioreba) a molekuldrni diagnostikou
pomoci RT-PCR. Soucdasné bylo porovndno pét metod separace RNA, z nichZ dva postupy (extrakce celkové RNA a imuno-
vazebna technika) poskytly spolehlivé a reprodukovatelné vysledky, vhodné téZ pro sériové aplikace vlastni RT-PCR. Pfi-
sluSnymi kombinacemi primeru, které navrhli Glais et al. (1996) a Weidemann, Maiss (1996), byly detekoviny
bud viechny izolity PVY bez jejich dalsi diferenciace, nebo pfi vybéru vhodnych kombinaci primerti bylo moZné dalsi
rozlifeni izolatd do kmenovych skupin (PVY-O a PVY-N). Je diskutovdna problematika smésnych infekci a odliSeni izolatd
z podskupiny PVY-NTN.

brambory; virus Y bramboru; detekce; kmenova diferenciace; biotest; sérotypizace; molekularni diagn6za

UvoD

Virus Y bramboru (PVY) patfi, co se tyka geogra-
fického rozsifeni i hospodéiského vyznamu a $kodli-
vosti, k nejvyznamnéj§im virim bramboru. Izolaty to-
hoto viru infikujici brambory jsou dile ¢lenény do
kmenovych skupin, z nichZ nejdileZitéjsi jsou Y-O,
Y-NaY-C(Bokxa, Huttinga, 1981). Kritériem
pro tuto diferenciaci jsou lokalni a systémové piiznaky
na okruhu indikatorovych rostlin a odridach bramboru,
které specificky indikuji moZnou kmenovou piislugnost
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sledovaného izolatu. Nékteré izolity viak do uvede-
nych skupin jednozna¢né zaradit nelze ani pomoci to-
hoto pracného a zdlouhavého systému (Richter et
al., 1979). Z praktického hlediska jsou kmenové cha-
rakteristiky vyznamné zvlasté ve vztahu ke specifické
vnimavosti ¢i rezistenci odrad bramboru k jednotlivym
kmenovym skupindm PVY a proménlivosti izolatové-
ho spektra tohoto viru v pfirodé (Chrzanowska,
1991; Heuvel et al.,, 1994). Udaje 0o mozné diskri-
minacni analyze izolath PVY se v poslednich letech
opiraji zejména o vysledky na tseku pfipravy kmenové
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specifickych monoklonalnich protilatek (Mab) a jejich
aplikace v postupu ELISA (Gugerli, Fries, 1983;
Rose etal, 1987; Oshima et al.,, 1990) a zvlaste
o adaje ze sekvencnich analyz aminokyselin a nukleo-
vych kyselin virového genomu (Thole et al., 1993;
Tordo etal, 1995; Singh, Singh, 1996). Navr-
zeni vhodnych sond pro molekularni hybridizace nuk-
leovych kyselin a oligonukleotidovych primera pro
RT-PCR pfinasi nové moznosti exaktni diagnozy i di-
ferenciace na poZzadované drovni specificity.
Problematikou diferenciace kmeni PVY v postu-
pech RT-PCR se v posledni dobé, zejména v souvislos-
ti s vyskytem izoldtl tohoto viru, vyvoldvajicich povr-
chové nekrozy na hlizach nékterych odrid bramboru
(Beczner et al., 1984), zabyvali Weidemann,
Maiss (1996) a Glais et al. (1996). Oba autorské
kolektivy vybraly pro diferenciaci izolati primery
z oblast S’NTR a genu pro Pl protein, kde byly proka-
zény vyznamné sekvencni diference. Weidemann,
Maiss (1996) detekovali dvojici primeri z oblasti P1
genomu viechny zkousené izolaty z kmenovych skupin
O, N i C a dvojici primert z oblasti 5’NTR-P1 speci-
ficky vSech 13 evropskych izolati indukujicich nekré-
zy hliz bramboru. Glais et al. (1996) pomoci &ty
vybranych primerd v zdvislosti na jejich kombinaci
bud detekovali izolity PVY bez rozli§eni kmenové pfi-
sluSnosti, nebo izolaty skupiny PVY-N, pripadné PVY-O.
QOdlisné izolaty podskupiny Y-NTN bylo mozné rozlisit
pouze pomoci navazujici restrikéni analyzy (RFLP).
Cilem této price bylo ovéfit moznosti diferencidlni
diagndzy u kolekce naSich vybranych izolati viru Y
bramboru pomoci vhodnych aplikaci RT-PCR.

MATERIAL A METODA
Izolaty viru

Pro pokusy byly vybrany vlastni izolity PVY (udr-
Zzované v kolekci izolatd VUB in vitro) a dile zahranic-
ni izolty tohoto viru, ziskané bud ve formé konzervo-
vanych prepariti (lyofilizované nebo desikované nad
CaCl,), nebo jako rostlinky bramboru in vitro. Piehled
izolatu, jejich origindlni znaCeni i provenience shrnuje
tab. I. Pro vlastni experimenty byly vSechny izolaty
mechanicky preinfikovany na rostliny tabiku (Nicotia-
na tabacum cv. Samsun) vedené ve sklenikovych pod-
minkach, V postupnych terminech byl hodnocen projev
vizudlnich piiznaki infekce a vlastni laboratorni dia-
gnoza byla provadéna za 2 az 4 tydny po inokulaci
rostlin.

Sérologicka detekce a diferenciace

Pro sérologickou detekci PVY a diferenciaci séroty-
pu skupiny PVY-N byla pouZivdana imunodiagnostika
ziskand z IPO Wageningen (Holandsko) a z komer-
¢&nich zdrojii od firmy Bioreba (Svycarsko). Postup
DAS-ELISA (Clark, Adams, 1977) byl Caste¢né
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modifikovan podle naSich dfivéjSich zkuSenosti (Dé€-
di¢ etal, 1992). Izolaty PVY, které reagovaly nega-
tivné s kmenové specifickymi protilatkami PVY-N, by-
ly v nasi praci fazené do skupiny PVY-O a nebyla
provedena dalsi charakterizace.

Oligonukleotidové primery

Byly porovnavany rizné sady primerd, navrZzené pro
detekei jak celého spektra kmend PVY, tak jednotli-
vych kmenovych skupin, véetné podskupiny PVY-NTN
(Glais et al.,, 1996; Weidemann, Maiss,
1996). Autofi obou praci vychazeli ze sekvence geno-
mu PVY-NTN (H) (Thole etal., 1993), oligonukleo-
tidové primery navrhli z oblasti 5’NTR a z oblasti ké-
dujici P1 protein, kde se nachazeji téz signifikantni
rozdily mezi jednotlivymi izolaty PVY (Tordo etal.,
1995). Primery, jak uvadéji Glais et al. (1996), mély
tuto sekvenci nukleotidi:

Primer A: 5’AAC ACT CAC AAA AGC TTT CA

Primer B: S'T(CT)A (CT)AA AC(AG) CT(CT) ATT
(CT)TC AC

Primer C: 5’AAT TAA AAC AAC TCA ATA CA

Primer D: 5"TG(CT) GA(CTA) CCA CGC ACT ATG AA

Primery, které doporucili Weidemann, Maiss
(1996), tvofila tato sekvence:
Primer 1: 5°TTC CAA AGT GTC CTT TGA G
Primer 2: S’'TCA TCA AAC AAA CTC TTT C
Primer 3: 5’CAA GAC TGA TGC CCA GAT

V nasi praci pouzivané primery syntetizovala firma
IDT (Integrated DNA Technologies, USA).

Extrakce RNA a imunovazebna technika

Byly provéioviny tfi postupy extrakce RNA:

Metoda A. Tradi¢ni fenol-chloroformova extrakce
(Barker et al, 1993). Pletivo bylo homogenizovino
s pufrem (smé&s 1 : 1 objem/objem fenolu, 0,1M LiCl,
10mM EDTA, 1% SDS, 0,1M Tris-HCI, pH 8,0) zahia-
tym na 80 °C a homogenat byl michan a inkubovan pfi
této teploté 5 min. Po ochlazeni na pokojovou teplotu
byla smés extrahovéana smési chloroform/izoamylalko-
hol (24 : 1) a RNA precipitovana z vodni faze pomoci
4M LIiCl pii 4 °C. Po centrifugaci byla RNA rozpous-
té€na ve vodé a precipitovéina etanolem (=20 °C/12 h).

Metoda B. Extrakce pomoci RNAzol B (Gibco,
BRL). Vzorek (cca 100 mg) byl homogenizovan v | ml
RNAzolu B, promichan a po pfidani 125 pl chlorofor-
mu znova promichan. Tato smés byla centrifugovana
4 min pii 21 000 g. Vodni faze (cca 600 pl) byla pre-
cipitovana stejnym objemem izopropanolu v ledové
lazni. Sediment po centrifugaci (4 min/21 000 g) byl
oplachnut 70% etanolem a po oschnuti rozpustén
v 50 pl vody.

Metoda C. Extrakce RNA pomoci RNeasy Plant To-
tal RNA Kit (QIAGEN). Vzorek (cca 100 mg) byl ro-
zetfen v kapalném dusiku, extrahovan v lyzaénim pufru
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1. Biologické, sérologické a molekularné genetické hodnoceni izoliti PVY - Biolog serological and molecular genetic evaluation of
PVY isolates
RT-PCR s kombinacemi primeri dle?
Glais et al. (1996) Weidemann, Maiss (1996)
Pavod® | Biotest ELISA c-d * a-d * b-d * 1-3 % 1-2* 13:%% 1-2 **
Izolat! PVY PVY-N | PVY-O PVY Y-NTN PVY Y-NTN
Lukava CR N N + + - + + + +
Nicola Cak. CR N N + + - + + + +
Vital CR N! N + + + + + + +
Amandine CR N! N + + + + + +)
Sahel CR N! N + + + + - (+)
Irlande O FR M o) + - + + - + -
Irlande N FR N! N + - + - + =
Orleans FR N! N + + - + + + +
Nord 242 FR (N) (o] + + + + + + +
YII GE M (o) + - + + = + <
T6 CA M (o] + + - + - (+) =
Yol2 orig. CA (M) (0] + - + + - + =
252-F/1 CA M 0 + - + + 5= a
97-F/2 CA M (6] + - + + - + -
SYN I-Skot. CA N N + + - + - -
266-9F CA M (N) + - + + - 4+ =
181-F CA N! N + + - + = + =
290-F CA N! N + + - + - + 2
216-F CA N! N 4 + - + % 4 %5
252-F2 CA (N) N + + "+ + - + -
664 CA N N + + - + e + =
97-F/1 CA N N + + + + - + -
217-3F CA N N + + - + - + -
253-F CA (N) N + + + + - + i
YoTl CA N! N + + - + - + s
T3A CA N! N + + - + = + -
YNS CA N! N + + - + = + &
T8A CA N N + + (+) + = + =
TU 93-4F CA N! N + + - + - + -
TU 619-1 CAL CA N! N + + - + = + =
TU 619-4 CA N! N + + - + = e s
TU 619-4 CAL CA N! N + + - + - + -
TU 660 CAL CA N! N + + - + & + =
TU 64-8 CA N! N + + + + + + +
TU 64-8 CA N! N + + + + + + +
IL 56 orig. CA (N) 0 + + (+) + + R +
YWi Kerl. CA N! (o] + - + + + + +
Igor SL N! N + + - + + + +
Ranka SL N! N + + - + + + +

Pivod’: CR (Ceskd republika), FR (Francie), GE (Némecko), CA (Kanada), SL (Slovinsko)

Biotest: reakce rostlin tabdku®, N, NI, (N) = nekrotické pi‘iznnky’ » M = mozaikové pﬁznaky"
ELISA: reakce s PVY-N specifickymi prolilfl(kami" (Bioreba), N = pozitivnix. O = negativni
Metoda pfipravy RNA': * souprava“ QIAGEN (C), ** imunovazebn technika'? (E)

lisolate, 2origin. *RT-PCR with primer combinations according to, 4biologicnl assay: tobacco plant reactions, Snecrotic symptoms, *mosaic
symptoms, "reactions with PVY-N specific antibodies, "positivc,
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negative, method of RNA preparation, Ui, 12immunocaplure technique
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(450 pl) a inkubovan 2 min pii 56 °C. Lyzat byl apliko-
van na QIA Shredder, centrifugovéan 2 min pii 21 000 g,
eludt byl pifenesen na RNeasy spin column a centrifu-
govén 15 s pfi 8000 g. Nésledovalo promyti promyva-
cim pufrem RW1 (700 pl) a dvojnasobné promyti puf-
rem RPE (500 pl). Zachycenda RNA byla extrahoviana
z kolonky vodou (50 ul).

Soubézné byly téz zkouSeny dva imunovazebné po-
stupy:

Metoda D. Postup podle Weidemann, Maiss
(1996). Polypropylenové mikrozkumavky (0,2 ml) byly
inkubovéany se 100 pl polyklondlnich protilitek PVY
(IPO Wageningen) v fedéni 1 : 500 v uhli¢itanovém
potahovacim pufru (pH 9,6) a po promyti sterilnim
PBS-T bylo aplikovano 50 pl extraktu z rostlinného
materialu (200 mg rostinného materialu/2 ml PBS-T).
Po dalsi inkubaci pfes noc v chladnice byly mikro-
zkumavky opét tiikrat promyty sterilnim PBS-T.

Metoda E. Postup podle Glais et al. (1996). Mik-
rotitraéni ELISA desti¢ky se zvy$enou vazebnou kapa-
citou (napt. Nunc-MaxiSorp) byly inkubovany pfes noc
v chladni¢ce s 50 pul polyklondlnich protilitek PVY
(IPO Wageningen) v fedéni 1 : 500 v uhli¢itanovém
potahovacim pufru (pH 9,6). ELISA desticka byla tii-
krat promyta sterilnim PBS-T, do potazenych ELISA
desticek bylo aplikovano 50 pl extraktu z rostlinného
materidlu (200 mg rostinného materidlu/2 ml PBS-T)
a byly inkubovany pres noc v chladni¢ce. ELISA des-
ticka byla opét tiikrat promyta sterilnim PBS-T a nava-
zand virova RNA byla vyuZita k reverzni transkripci
piimo v ELISA desticce.

Viech pét metod bylo porovnano v pfedbéZnych po-
kusech s osmi izolity PVY a s listovymi vzorky ze
zdravych rostlin tabaku.

Vlastni RT-PCR

Pro vlastni reverzni transkripci a PCR byl pouZivan
GeneAmp RNA PCR Kit (Perkin Elmer). Reverzni
transkripce u postupl extrakce RNA A-D probihala
v 0,2ml PCR zkumavkach 30 min pii 42 °C, nésledo-
vala 3min denaturace pii 97 °C a 5min ochlazeni pfi
5 °C. V postupu extrakce E probihala reverzni trans-
kripce pifimo v ELISA desti¢ce 60 min pfi 42 °C.

Vlastni PCR s primery podle Glais et al. (1996)
probihala opét v 0,2ml PCR zkumavkéch. Reakéni
smés obsahovala 32,75 pl vody, po 2 pl primera (ad
nebo bd nebo cd) (10 umol/l), 4 pl 25mM MgCl,, 4 ul
10xPCR pufru, 0,25 pl Taq polymerazy (SU/ul) a 5 pl
c¢DNA. Po Smin denaturaci pii 94 °C nasledovalo
30 cykla 60 s pii 94 °C, 60 s pii 57 °C, 60 s pii 72 °C
s finalni extenzi 5 min pii 72 °C.

RovnéZz v 0,2ml zkumavkich probihala PCR s pri-
mery navrzenymi podle Weidemann, Maiss
(1996). Reakéni smés obsahovala 30,75 pl vody, po
2 ul primera 1, 2 a 3 (20 umol/l), 4 pl 25mM MgCl,,
4 pl 10xPCR pufru, 0,25 pl Taq polymerdzy (5U/ul)
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a 5 pl cDNA. Po 5min denaturaci pfi 94 °C ndsledova-
lo 30 cykla 45 s pfi 94 °C, 45 s pii 51 °C, 60 s pfi
72 °C s finalni extenzi 5 min pii 72 °C.

PCR produkty byly analyzovany v 1% agarovém ge-
lu s etidiumbromidem. Pro RT-PCR byl pouZivén ter-
mocykler PTC-100 (MJ Research), pro horizontélni
elektroforézu VN zdroj 2kV 200mA (Vyvojové dilny
CSAV) a aparatury firmy Omni-Bio. Gely byly vyhod-
noceny dokumenta¢nim systémem KS-3000 (Ultralum)
bezprostiedné po ukonceni elektroforézy.

VYSLEDKY

Hodnoceni metod extrakce RNA

Z vysledku porovnani péti metod separace RNA
v predbéZnych pokusech vyplynuly tyto zavéry pro je-
jich vyuZivani pro RT-PCR: Metoda A se skldda z vel-
kého poctu operaci a je téZ pomérné zdlouhavi (zpra-
covani vzorkl trva 2 az 3 dny). Pro tyto nevyhody je
i pfes odpovidajici kvalitu produktu méné vhodna pro
sériovou prici. Metody B i C poskytovaly pIné vyho-
vujici vysledky z hlediska jak kvality produktu, tak
i snadnosti a rychlosti vlastniho provedeni separace.
Metoda C byla proto vyuZivéana i v dal3ich diferenciac-
nich pokusech.

Imunovazebné techniky (metoda D a E) byly zejmé-
na v polate¢nich experimentech mnohem méné citlivé
a téZ méné spolehlivé nez metody extrakéni. Vyrazné-
ho zlepSeni citlivosti a spolehlivosti testovani bylo do-
saZeno az po optimalizaci vlastniho postupu, spoCiva-
jici zejména ve zvySeni koncentrace vazebnych
protilatek a pouZivani desti¢ek pro ELISA se zvySenou
vazebnou kapacitou (napf. Nunc-MaxiSorp). Kromé
mensi ndro¢nosti pracovni, ¢asové i finan¢ni je vyhod-
néd i moZnost provedeni RT pfimo na ELISA desti¢ce
(metoda E), ktera byla proto téZ pouZivana v dalSich
pokusech. Obé separaéni metody (celkova RNA v po-
stupu C a virovy nukleoprotein v postupu E) davaly
v nasledné RT-PCR plné srovnatelné vysledky.

Porovnéni postupii kmenové diferenciace izoliti PVY

Prehledné jsou vysledky vizualniho hodnoceni reak-
ce rostlin tabdku (biotestu), vysledky sérotypizace izo-
lata i vysledky diferenciace pomoci RT-PCR uvedeny
v tab. L.

Na zikladé reakce rostlin tabdku lze z 38 hodnoce-
nych izolati zafadit do kmenové skupiny PVY-O osm
izolatu (reagovaly pouze mozaikovitymi pfiznaky) a do
kmenové skupiny PVY-N 30 izolatu (nekrotické pfi-
znaky na listech, zejména nekroza Zilek, pozdéji téz
zasychani a odumirani listd). S témito vizudlnimi pfi-
znaky na tabacich ve znacné mife koresponduji i vy-
sledky sérotypového ureni pomoci specifickych mo-
noklondlnich protilatek (Mab), kde jejich pozitivni
reakce byla charakteristickd pro nekrotické (PVY-N)
izolaty. Rozdilné vysledky byly zjiStény pouze u izola-
ti Nord 242, IL 56 orig. a YWi Kerl., u nichZ slabé az
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1. Elektroforeogram RT-PCR produkta s primery a, b, ¢ pro rozliSeni
kmenovych skupin PVY (Glais et al, 1996) - RT-PCR electro-
phoregram of products with primers a, b, ¢ for discrimination of
strain groups of PVY (Glais et al, 1996)

Drihy zleva: 1 az 15 —izolaty PVY 1 az V s primerem a, b, ¢ — Paths
from left: | to 15 — isolates of PVY I to V with primers a, b, ¢
Draha 16: marker molekulové hmotnosti VI (Bochringer) — Path 16

molecular weight marker VI (Boehringer)

Izolat — Isolate: | — TU 64-8 (N)
I - TU 660 CAL (N)
m 266-9F ()
IV - Yol2 orig (0)
V - Nicola Cak (N)

silné nekroticky reagujici rostliny tabaku nedavaly po-
zitivni reakci s N-specifickymi protilatkami a naopak
izolit 266-9F s mozaikovitym typem piiznaki na taba-
cich vykazoval s témito protilatkami slab& pozitivni re-
akei.

Pri vybéru vhodnych dvojic primera (¢-d nebo 1-3)
byly v naSich pokusech pomoci RT-PCR pozitivné de-
tekoviny viechny zkousSené izolity PVY. Tyto vysled-
ky byly shodné u primera, které navrhli Glais etal.,
(1996) i1 Weidemann, Maiss (1996). VSechny
izolaty byly shodné detekovany téz pii pouziti obou
izolacnich technik (C a E).

Diferenciaci izolati kmenové skupiny PVY-O
umoznilo v naSich pokusech pouze pouZiti dvojice pri-
mert b-d (Glais et al., 1996), produkujicich v pozi-
tivnim piipadé amplifikacni produkt 926 bp. Tomu od-
povidalo 16 zkouSenych izolatd, (j. dvojnasobek oproti
biotestu na tabicich a pfi sérotypizaci. V této skupiné
izolati vSak byla u deviti prokdzana téz pritomnost am-
plifika¢niho produktu o délce 931 bp (kombinace pri-
mert a-d), ktery je specificky pro kmenovou skupinu
PVY-N. Na elektroforeogramu (obr. 1) je dokumen-
tovina diferenciace u péti izolata PVY.

Kombinace primert 1-2, které navrhli Weide-
mann, Maiss (1996), byla autory smérovana ke
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2. Elektroforeogram RT-PCR produktd pro diferenciaci PVY
(Weidemann, Maiss, 1996) — RT-PCR clectrophoregram of
products for PVY differentiation (Weidemann, Maiss, 1996)
Drahy zleva: | az 15 - izolity PVY - Paths from left: | to 15
isolates of PVY

Driha 16: marker molekulové hmotnosti VI (Boehringer) — Path 16:
molecular weight marker VI (Boehringer)

Izolat - Isolate: | - 266-9F

2 - Yol2 orig

3 - Nicola Cak (NTN)
4 - Orleans (NTN)
5 - Irlande N

6 - 290-F

7 - TU 619-4 CAL

8 - 216-F

9 —~ SYN I-Skot

10 — Lukava (NTN)
Il - IL 56 orig (NTN)
12 — YoTl

13 - T6

14 - T3A

15 - TU 93-4F

specifické detekci izolati podskupiny PVY-NTN, vy-
volavajicich u brambor( nekrotické zmény na povrchu
hliz (PTNRD). Z naSich vysledku vyplyva nékolik za-
véri: 1) celkova RNA izolovana eluci i virovd RNA
pripravend imunovazebnou technikou reaguji v RT-PCR
shodné; 2) tyto specifické amplifikaéni produkty o dél-
ce 835 bp byly pozoroviny pouze u izolatl pfifazenych
alespoii nékterym z diferencia¢nich postupti do kmeno-
vé skupiny PVY-N; 3) amplifikacni produkt 835 bp
vytvarely vSechny izolaty, reprezentujici v naSich ex-
perimentech skupinu ovéfenych pivodci nekrotickych
zmén na hlizich citlivych odrad bramboru (obr. 2).

DISKUSE

Bylo porovndno a optimalizovano pét metod pfipra-
vy RNA, z nichzZ tradi¢ni fenol-chloroformova metoda
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(A) poskytovala uspokojivé vysledky z hlediska kvali-
ty ziskaného produktu. Byla vsak v porovnani s dalSimi
metodami, pouZivajicimi komer¢ni premixy extrak-
¢nich pufra (B) nebo vyuzivajicimi pro izolaci celkové
RNA silikagelové membrany (C), pomérné pracni
a tasové ndrotnd. Metoda C je rovnéZ vhodna pro sé-
riovou praci a stejné jako nékteré dal$i postupy
(Singh, Singh, 1995) nevyZzaduje praci s fenolem.

Metody pouzivajici pied vlastni RT-PCR imunitni
vazby antigenu jsou pracovné i finanéné méné narocné,
na rozdil od literarnich udaju (napf. Koenig et al,
1995; Weidemann, Maiss, 1996) jsme viak
zpoditku pozorovali jejich nepfijatelné nizkou citlivost.
Teprve dodate¢nymi tpravami vlastniho postupu (vy-
bér a koncentrace protilatek, inkubace, vazebna kapa-
cita desti¢ek) doslo ke zlepSeni aZ na pozadovanou tro-
veii (Ptdacek, Dédic¢, 1997). Po optimalizaci
postupu neméla na detekci viru pomoci RT-PCR vy-
chozi RNA (celkova v metodé C, virova v metodé E)
vyrazny vliv.

Prestoze biologické testy na rostlinach tabaku (N.
tabacum cv. Samsun) umoziuji zakladni rozdéleni izo-
latd do dvou skupin PVY-O a PVY-N (Bokx, Hut-
tinga, 1981), nelze podle novych tdaji jednoznacné
viechny izolaty PVY, vyvolavajici nekrézy na tabdku,
zafadit do skupiny PVY-N (McDonald, Singh,
1996a). Napi. PVYmn a PVYnn izolované z tabaku
a nékterych dalSich druhi rostlin &eledé Solanaceae
mohou tyto nekrozy na tabaku vyvolavat, ale nejsou
infekéni pro brambory (McDonald, Kristjan-
sson, 1993). Tyto izolaty téZ nemusi reagovat s né-
kterymi PVY-N specifickymi protilatkami. Izolaty po-
dobného typu se vSak vyskytly téZ u brambor
péstovanych v Polsku (Chrzanowska, 1991, 1994)
a pravdépodobné se vyskytuji téz ve Francii (Ker-
lan, osobni sdéleni). V nasich pokusech jsou reprezen-
tovany kontrolnimi izolaty IL 56 orig., YWi Kerl,,
Nord 242 a jejich reakce odpovidd popisim ze zahra-
ni¢i. Kontrolni izolaty PVY-NTN, o kterych je znamo,
ze vyvolavaji nekrozy na hlizach bramboru PTNRD
(Lukava, Nicola, Vital, Igor, Ranka), ve viech pfipa-
dech reagovaly jak nekrézami na tabaku, tak pozitivné
s PVY-N specifickymi protilatkami. Shodné reagovaly
téz izolaty fazené do skupiny PVY-N a pies urcité roz-
dily v sile nekrotické reakce byla dalsi diferenciace
izolatl nedspésna.

Pozitivni detekci viech izolatd, které je moZné bio-
testem na tabaku a reakci s PVY-N specifickymi proti-
latkami zaradit do skupiny PVY-N (v¢etné podskupiny
PVY-NTN), umoziovala RT-PCR (Glais et al.,
1996) s kombinaci primert a-d, kde byl pozorovéan spe-
cificky amplifikaéni produkt 931 bp. Vyjimkou byly
pouze bliZe nespecifikovany izolat T6 a odchylny izo-
lat patfici do skupiny Wilga. Pro vyskyt amplifikacnich
produktd obou kmenovych skupin viru Y bramboru
u fady izolati lze nalézt vysvétleni bud ve skutecné
pfitomnosti smésnych infekci, nebo v nedostateéné spe-
cificité navrzenych primerid. Z biotestu na tabacich,
kde dochazi k piekryti mozaikovitych piiznaki nekro-
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tickou reakci, ani z vysledku sérotypizace s jednim
druhem protilatek nelze vyvozovat presnéjsi zavéry.
RT-PCR s primery (Weidemann, Maiss, 1996)
byly detekovéany vSechny izolaty PVY bez bliZsi speci-
fikace a také byly pozitivné detekovéiny znamé kontrol-
ni izolaty z podskupiny PVY-NTN. Shodné s vysledky
citovanych autorl bylo téZ prokdzano, Ze kontrolni ka-
lifornské izolaty, indukujici nekr6ézu hliz brambori
(TU 619 aTU 660) (McDonald, Singh, 1996b),
nedavaji specificky amplifikacni produkt, a jsou tedy
odli$né od evropskych izolati tohoto typu.

Podékovani

Izolaty viru Y bramboru laskavé poskytli P. Donicar
(Slovinsko), C. Kerlan (Francie), F. Rabenstein (Ng-
mecko) a J. McDonald (Kanada).

Prace byla feSena v ramci vyzkumného projektu
NAZV CR & EP0960996561.
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Z VEDECKEHO ZIVOTA

75 let bramboraiského vyzkumu

Podnét zalozit Statni vyzkumny istav bramboréisky
se objevil v fijnu 1921. Je zajimavé, Ze jej pfijala klad-
né cela tehdejsi bramborarska vefejnost, ktera ocekava-
la od tohoto kroku ,povzneseni péstovani brambori,
bramboraiského pramyslu a hospodéiského zuzitkova-
ni brambor*. Pfipomeiime si rozhodujici podil Ustied-
niho svazu péstitelil zemaku a ministerstva zemédélstvi
na uvedeni této myslenky ve skuteénost. Nutno dodat,
ze neslo pouze o podporu mordlni, ale vyznamny byl
téZ finan¢ni piispévek na vystavbu a vybaveni praco-
vi§té. V roce 1923 byly zaloZeny Statni vyzkumné
ustavy bramborafské, ¢imz byly vytvoreny sice velmi
skromné, nicméné alespon zakladni podminky pro vy-
zkumnou préci. AZ po roce 1938 se postupné zlep3ova-
la personalni situace a dstavy (pro péstovani a zuZitko-
vani brambor, pro ochranu rostlin, lihovarsky a pro
Skrobarenstvi a suSarenstvi) dosahly acelného uspora-
déni jejich vyzkumné, poradenské a kontrolni &innosti.

Organizacni struktura Statnich vyzkumnych ustavu
bramboréiskych z let 1938 a 1939 a jejich pracovni za-
méfeni zustaly nezménény az do roku 1951, kdy doslo
k reorganizaci zemédélského vyzkumnictvi, jejimz
ucelem bylo oddéleni kontroly od vyzkumu. V tomto
roce vznikl Vyzkumny a Slechtitelsky tstav bramboraf-
sky a v dalSich letech nasledovala celd fada riznych
reorganizacnich zmén, které vesmés znamenaly hlubo-
ké zasahy do vnitini struktury dstavu, ale i do jeho per-
sondlniho obsazeni. V roce 1951 byla k ustavu pfic¢lenéna
Statni vyzkumna stanice zemédélska ve ValeCové, kterd
si v letoSnim roce pripomina 135 let od svého zaloZeni,
kdy vznikla jako stanice pro péstovani ,,zemcat®.

K nejvyznamnéj§im zménam, které vyrazné ovlivni-
ly vysledky préace ustavu, patfila rozhodnuti o pfimém
propojeni vyzkumu a $lechténi (1953, 1977), resp. né-
slednd opacéna rozhodnuti, vedouci opét k organizacni-
mu odlouceni vyzkumu a §lechténi (1956, 1990). Zasa-
hy separujici vyzkum a §lechténi vesmés vsak nevedly
ke skute¢nému oddéleni vyzkumné a $lechtitelské pra-
ce a urity stupei spoluprice a vzajemné navaznosti
zustal zachovan.
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Hlavni ndplni price dstavu v minulosti byla védec-
kovyzkumna Cinnost, kterd pokryvala prakticky celou
bramboraiskou problematiku. Pfi feSeni vyzkumnych
tkoll byla samoziejmosti spoluprace s fadou dalSich
tuzemskych instituci, ale i se zahrani¢nimi pracovisti.
Soudasti bylo rozsdhlé poradenstvi, které se v ucelené
podobé¢ pfedstavovalo v tzv. modelovych zédvodech.
Slo nejen o péstitelskou technologii, ale i 0 vybudova-
ni odpovidajicich a na svou dobu velmi modernich
skladovacich kapacit.

V 75leté historii dstavu byla jisté fada velmi vy-
znamnych zmén, které by si zaslouZily podrobny roz-
bor, neni viak ucelem tohoto kratkého zamysleni se
jimi podrobné zabyvat. Pfesto je tfeba si jeSté pfipome-
nout jedno datum, a sice srpen 1994, kdy doslo na za-
kladé rozhodnuti MZe CR k privatizaci, a tak vlastng
poprvé od zaloZeni prestal byt ustav statni instituci, ale
stal se soukromym pracovi§tém. Privatizace zcela po-
chopitelné méla a ma vliv na ¢innost ustavu, ovliviiuje
jeho vysledky a do urité miry i charakter jednotlivych
pracovi§f. Vyzkumny tstav bramboréisky si ale i tak
ponechal pivodni nazev, se snahou navazat na to nej-
lepsi, co bylo v uplynulych 75 letech dosaZeno. Hlavni
20stava vyzkumnd Cinnost, jejiz rozsah zdvisi piede-
v§im na uaspéSnosti feSiteld pii verejnych soutéZich
u Grantové agentury CR, Narodni agentury zem&dé&l-
ského vyzkumu apod. Podpora MZe CR umoziiuje ne-
jen vyzkumnou cinnost u jednotlivych obort zachovat,
ale vytvaii i podminky pro nédvrat ke koncepéni vy-
zkumné préci i pro rozvoj poradenského systému, ktery
je rovnéz nedilnou soucasti naSeho pracovisté.

Vedle vyzkumné Cinnosti je vSak tfeba nalézat téz
aktivity, které prinaseji urCité zdroje pro rozvoj ustavu,
i kdyZ zdénlivé s jeho hlavnim posldnim nesouviseji.

Pripomindme-li si naSe jubileum, je tfeba pfi této
prilezitosti podékovat viem, ktefi se o prosperitu tsta-
vu zaslouzili v minulych letech, ale i tém, ktefi zde
pusobi v soucasné dobé. Podékovani patii i spolupra-
covnikiim z ostatnich instituci a pracovist, napomaha-
jicich pfi rozvoji celého odvétvi.

Ing. Bohumil Vokdl, CSc.
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VLIV MULCOVANI NA BOTANICKE SLOZENI
A POKRYVNOST LUCNIHO POROSTU,
EVAPOTRANSPIRACI A VLHKOST PUDY

THE EFFECT OF MULCHING ON BOTANICAL COMPOSITION
AND SPECIES REPRESENTATION IN GRASSLAND,
EVAPOTRANSPIRATION AND SOIL MOISTURE CONTENT

T. Kvitek, P. Klimova, J. Sonka

Research Institute for Soil and Water Conservation, Praha, Czech Republic

ABSTRACT: A field trial was conducted in 1995 to 1997 to study the effect of different systems of grassland use on moisture
content and water reserve in soil, on evapotranspiration (ET, determined on the basis of water balance), herbage yield and
botanical composition. The trial was established in 1982 and 1986. Grassland management involved a one-cut system;
a two-cut system: a one-cut system + mulching with mown grass after the cut since 1995; the trial had two replications on
plots 5 x 3 m in size (without any fertilization) (variants and dates of cuts are shown in Tab. I). An experimental field lies
in the administrative unit of Klecaty village, in the geomorphologic area of the Tteboifi Basin, at a height of 423 m above sea
level. Soil type is Cambisol, sandy-loam. Precipitation standard is 588 mm, temperature standard is 7.3 °C, the respective
values for the growing season are 378 mm and 13.5 °C. Meteorological data from a Borkovice lysimetric station were used
for Klecaty locality (Tabs Il and III). Lysimeters 0.5 m? in area and 0.6 m in depth were installed on experimental plots,
containing the site soil and herbage stand consistent with the relevant variant and a device for percolating water interception
and sampling. One month is a balance period to determine soil moisture content and evapotranspiration on the basis of water
balance (profile of 0.6 m), botanical analyses were made before cuts. Changes in stand composition and percentage repre-
sentation of the particular plant species were variable (Tabs IV to VI) as a result of different number of cuts and mulch
application in addition to the potential effect of the year, while fertilization of the stand previously subject to high applications
was fully abandoned. A trend of decreasing representation of grasses and increasing representation of dicotyledonous weeds
was observed in both cut systems; the one-cut system led to a steep fall of leguminose representation and finally to their
complete disappearance from the stand in the third experimental year. A large expansion of Dactylis glomerata (L.) (maybe
as a result of nutrient release from mulching material) was observed on mulched plots while leguminoses started to disappear.
A decrease in herbage yield was larger in a one-cut system and in a one-cut + mulch system than in a two-cut system after
three-year extensive management (Tabs VII to IX). Taking into account the variability of soil moisture content, water reserve
(Tab. X) and evapotranspiration values (Tab. XI), the differences resulting from different systems of grassland management
are statistically insignificant.

land use; grassland; mulching; soil moisture content; evapotranspiration; changes in botanical composition and species
representation; herbage yield

ABSTRAKT: V letech 1995 az 1997 byl v polnim pokusu s lyzimetry (hnéda puda pis¢itohlinitd) sledovan vliv odli§ného
vyuZziti luéniho porostu (jednosetny: dvousedny; jednoseény, jedenkrat mulovany posefenou travni hmotou po sedi) na
vlhkost a zdsobu vody v piidé, evapotranspiraci, vynos a botanické sloZeni porostu. Pfi velké variabilité téchto hodnot,
sledovanych v kratkém Casovém iseku, jsou nejvyznamnéj§im poznatkem zmény v botanické skladbé a pokryvnosti rostlin,
zpusobené vedle mozného vlivu roéniku i rozdilnym poctem sedi a pfedeviim muldovénim, a to v podminkich dplného
vyloudeni hnojeni porostu dfive intenzivné hnojeného. Na obou setenych variantach byla zaznamenéna tendence tstupu trav
a vzestupu dvoudéloZnych plevelnych rostlin a na jednose¢nych variantach je$té¢ vyrazny pokles pokryvnosti leguminéz az
jejich GpIné vymizeni z porostu ve tfetim roce sledovani. Na mulfované varianté pii zvétSeni rozlohy prazdnych mist doslo
k vyraznému rozifeni Dactylis glomerata (L.) na tukor leguminéz. U ostatnich sledovanych ukazateld, tj. vihkosti, zisoby
vody v pidé a evapotranspirace, nebyly zjiténé rozdily, zpisobené vlivem ruzného obhospodafovini, statisticky prukazné.

vyuZziti pady; lucni porost; mulCovani; vihkost pidy; evapotranspirace; zmény botanického sloZeni a pokryvnosti; vynos pice
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UvoD

Po roce 1990 nastal v mnoha oblastech CR dtlum
zemédélské vyroby, pficemZz mnoho pozemku piestalo
byt zemédélsky intenzivné vyuZivano. Jejich zvySené
zapleveleni si vyzadalo nové pristupy k udrzbé trvalych
porosti. V mnoha oblastech je béZné pouZivano mul-
Covani trvalych travnich porostl, a to bez zdkladnich
védomosti o tom, jaky bude dlouhodoby dopad na jed-
notlivé slozky pfirodniho prostiedi. Zcela pfevazujici
zahrani¢ni vyzkum problematiky mulCovani (pfi mno-
ha druzich mulCovaciho média) se tyka jeho praktic-
kého vyuziti v zelinafstvi, sadovnictvi a vinafstvi, ale
i u polnich plodin. V literatufe (vCetné zahranini) se
vyzkumné feSeni muléovéni tradvou na trvalych travnich
porostech t€émér neobjevuje, resp. omezuje se na trvalé
vysadby, jako jsou ovocné sady, vinice. Vyzkum je
zaméien na vhodnost pouZiti travniho mule a na jeho
u¢inek v podminkiach daného stanovisté (Blasse,
1990; Mervin et al, 1994; Hoffmann et al,
1995), resp. na technologii muléovani obecné (napf.
Kromer, Reloe, 1991). MulCovéni je doporuco-
vino jako vhodné opatieni pro pidy uvedené do klidu
nebo ponechané ladem i v ramci dtlumu zemé&délské
vyroby (Kromer, Reloe, 1988). V soucasné své-
tové zemédelské praxi je mul¢ovanim uskute¢iiovan za-
mér zlepSit zejména hydrotermické podminky stanovis-
té pro péstovani plodin, a to vedle dalSich pozadavku,
jako je napf. omezeni eroznich jevi a zapleveleni nebo
stav Zivin v pudé (Blasse, 1990; Struzina, 1990;
Merwin et al.,, 1994; Mohler, Callaway,
1995).

MATERIAL A METODA

Pro posouzeni vlivu mulovani na jednotlivé slozky
piirodniho prostiedi byly sledoviny tyto varianty vy-
uziti trvalého travniho porostu: jednoseny porost;
dvousecny porost; jednoseény porost jedenkrat mulco-
vany (s ponechdnim posefené hmoty na pokose), a to
ve dvou opakovénich na ploch4ch o rozmérech 5 x 3 m.
Pokusny pozemek se nachazi v katastru obce Klecaty,
ve vyrobnim typu bramboréfsko-Zitném (IIlc/3), v geo-
morfologické oblasti Trebonska panev, v nadmofské
vySce 423 m n. m. Geologicky jde o piscité a jilovité
tietihorni sedimenty. Pidnim typem je hnéda pida pis-
Citohlinita. Klimaticka oblast je v okrsku B3. SraZkovy
normél ¢ini 588 mm, normal teploty je 7,3 °C, ve ve-

getaénim obdobi 378 mm a 13,5 °C. (Hodnoty normélu
srazek byly pfevzaty z dlouhodobé sledovanych stanic
CHMU Sobéslav a normalu teplot z Tébora. Pro loka-
litu KleCaty byly pouZity meteorologické udaje z lyzi-
metrické stanice Borkovice.)

Plocha byla zaloZena v roce 1976. Za ucelem sledo-
véani vodni bilance pudniho profilu 0 az 0,6 m a jakosti
prosaklé vody byly do hloubky 0,6 m zakopany lyzi-
metry z novoduru o rozmérech 0,71 x 0,71 m (0,5 m2)
a naplnény stanovidtni pidou. Vrstveni zeminy bylo ve
shodé s pudnimi horizonty stanovi§té. Perkolujici voda
byla odvedena z nejniz§iho mista pod lyzimetrem do
PVC nadoby, napojené na potrubi. Nadoby byly pfi-
stupny ve studnich 1,5 m hlubokych. Na ptidnim povr-
chu lyzimetrd byl v roce 1982 a 1986 zaloZen jetelo-
travni porost (Havelka, Sonka, 1990a, b). Ve
vegetacnim obdobi let 1995 az 1997 byly pravidelné
v mésicnich intervalech odebirany vzorky na vlhkost
pudy do hloubky 0,6 m, byla zaznamendna prosikla
voda a vypocitana evapotranspirace travniho porostu
a sledovano botanické sloZeni porostu véetné pokryv-
nosti jednotlivymi druhy rostlin (metodou projektivni
dominance). Botanické sledovéni probéhla vzdy tésné
pied prvnimi seCemi. Terminy seci u sledovanych va-
riant v letech 1995 az 1997 jsou uvedeny v tab. L.
S mul¢ovanim se zapocalo az v roce 1996 a bylo pro-
vadéno posecenou travni hmotou jednou ro¢né.

Ke statistickému testovani vyznamnosti rozdili byla
pouZita analyza rozptylu s testem podle Scheffeho.

VYSLEDKY A DISKUSE

Povétrnostni podminky sledovanych let 1995 az 1997
jsou uvedeny v tab. IT a IIl. Rok 1995 byl jak v celoroc-
nim, tak i ve vegetatnim thrnu sraZek ve srovnani s nor-
malem mirné nadpramérny (121,2, resp. 111,7 %), stejné
tak teplota vzduchu (+0,5, resp. +0,4 °C). Rok 1996
z hlediska dhrnt sriZek byl podobny pfedchozimu ro-
ku, ne vsak z hlediska rozlozeni srazek (119,7, resp.
115.8 %). Teplotné byl tento rok ve srovnani s norma-
lem podprumérny (-0,9, resp. —0,2 °C). Rok 1997 byl
ve vegetatnim obdobi mélo odlisny od normalu, a to
jak dhrnem srazek (103,4, resp. 97,1 %), tak i pramér-
nou teplotou vzduchu (0,0, resp. -0,2 °C).

Pro posouzeni vlivu jednotlivych zasahi na vlihkost
pudy pfi riznych zasazich jsou dulezité predevsim po-
znatky o botanickém sloZeni porostu, které uvadgji
tab. IV aZ VI. Vzhledem k tomu, Ze porosty byly zalo-

I. Terminy se¢i na jednotlivych variantich (Klecaty, 1995 az 1997) - Dates of cuts in different variants (Klecaty, 1995 to 1997)

1995 1996 1997
Varianta' (pocet seci?) 1 2 1 2 | 2
Jednose&na® 10. 7. 17. 7. 15.7.
Dvouseéna® 9. 6. 11.9. 5. 6. 17. 9. 17. 6. 10. 9.
Jednosednd, muldovana® 9. 6. 11. 9. 17. 7. 15. 7.

s 3 s .
'vnrmm, 2number of cuts, “one cut, *two cuts, “one cut, mulching
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11. Mé&sicni Ghrny srdZzek (mm); lyzimetrickd stanice Borkovice, 1995
station, 1995 to 1997

a% 1997 — Monthly precipitation sums (mm); Borkovice lysimetric

Mésic' 1. 11 111 V. V. VI VIIL

VIIL IX. X. X1 XIL |Z L-XIL|Z IV-IX.

1995 32,5 26,7 51,6 | 62,1 759 | 878 22,2
1996 25.5 17.4 33.8 520 | 1088 | 71,5 | 104.1
1997 12,0 253 729 | 64,0 338| 679 | 1410

823 | 919 128 | 574 | 50,5 6758 4222
702 | 310 | 747 459 | 27,1 668,1 437.8
43,1 17,1 31,1 334 | 356 577.2 366,9

'month

I11. Primé&rna ro¢ni teplota (°C); lyzimetricka stanice Borkovice, 1995 aZ
station, 1995 to 1997

1997 — Average monthly air temperatures (°C); Borkovice lysimetric

Mésic! I. 1L ML V. Vi VL VIL VIIL IX. X. XL X1 [ X L=XIL | X IV.-IX.
1995 -1,9 3,0 1.9 8.4 12,3 14.8 19.8 16,4 1,7 9.6 0,5 =19 7.8 139
1996 -43 —4.5 -0,7 73 13,1 16,5 15,9 16,3 10,1 8.4 34 -54 6,4 13,2
1997 -5.1 1.0 3.8 49 12,5 16,2 16,9 17,7 1.5 5.6 20 03 73 13,3

'month

IV. Botanické sloZeni porostu a pokryvnost jednotlivych druhi rostlin

(% projektivni dominance); jednose¢na varianta; Klecaty, 1995 aZz

1997 - Botanical composition and plant species representation in permanent grassland (% of projective domi ); one-cut system; Klecaty,
1995 to 1997
Botanickg drub! 1. opakovani? 11. opakovani
1995 1996 1997 1995 1996 1997
Festuca pratensis + +
Festuca rubra 95 20 + 15
Pou pratensis 2
Tr:’lvy" Arrhenatherum elatius + | 3 2 11 17
Agrostis tenuis 8
Duactylis glomerata + +
trivy celkem® 95 9 23 4 11 32
Leguminé ’< Chrysaspis dubia 88 92 87 0
leguminézy celkem 0 88 0 92 87 0
Plantago lanceolata 15 2
Leontodon autumnalis 2
Convolvulus arvensis 46
Cerastium arvense | 1 +
do\."::ll(:g;‘oiny Bellis perennis + +
Taraxacum officinale 2 |
Galium mollugo 15
Rumex acetosa +
Hypericium perforatum +
ostatni celkem 0 3 61 2 15
Prizdnd mista* 5 0 16 0 53

+ pokryvnosl" < 1%

Iy CN . 2 m

species,

Zeny v roce 1982 (na nékterych variantich v roce 1986)
a byly na nich provedeny riizné experimentélni zasahy,
bylo na zakladé vysledku rozhodnuto ddaje a data
z obou variant prvniho a druhého opakovani neprimé-
rovat, ale pristupovat k nim jako k jednotlivym varian-
tam.

ROSTLINNA VYROBA, 44, 1998 (12): 553-560

. 3 4 5 . 6 . X 9 .
T ion, “grasses, “total, “leguminoses, "other, 7dlcotylcdons. mlcrspnce.‘rcprescmauon

U jednose¢né varianty prvniho opakovani pievazo-
valy v prvém roce sledovani travy, piedeviim Festuca
rubra (L.), ktera v nasledujicich letech ustoupila a jeji
misto obsadil Amoria repens (L.) C. B. Presl (pivodni
nazev Trifolium repens L.), pozdé&ji pak Convolvulus
arvensis (L.) a Plantago lanceolata (L.). U varianty
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V. Botanické sloZeni porostu a pokryvnost jednotlivych druht rostlin (% projektivni domi ); dve i varianta; Klecaty, 1995 az 1997 -

Botanical composition and plant species representation in permanent land (% of projective domi ); two-cut system; Klecaty, 1995
o 1997
Botanicky druh! 1. opakovini® 11. opakovani
1995 1996 1997 1995 1996 1997

Festuca pratensis 2 2 15
Festuca rubra 10 38 35 10 6 27
Poa pratensis 65 51 81 89

Trévy* Arrhenatherum elatius | 3 1 2
Alopecurus pratensis +
Dactylis glomerata + + 3 + + +
travy celkem? 75 92 43 91 96 44
Amoria repens 3

Leguminézy® Chrysaspis dubia 15 5 4 23
leguminézy celkem 15 0 5 7 0 23
Plantago lanceolata + 49 | + 33
Cerastium arvense + + +

Ostatni® Achillea millefolium +

dvoud&lozné’ Bellis perennis + &
Taraxacum officinale | | 4 +
Galium mollugo | 8 3 +
ostatni celkem 2 8 52 2 4 33

Prizdna mista® 8 0 0 0 + 0

+ pukryvnos(‘J < 1%
For 1-9 see Tab. IV

VI. Botanické sloZeni porostu a pokryvnost jednotlivych druhii rostlin (% projektivni dominance): varianta muléovani; Klecaty, 1995 az
1997 - Botanical composition and plant species representation in permanent grassland (% of projective dominance); mulching; Klecaty, 1995
10 1997

Botanicky drub! 1. opakovini? 1. opakovini
1995 1996 1997 1995 1996 1997
Poa pratensis 56
Trivy? Agrostis tenuis 3 5 7 +
Dactylis glomerata 35 67 60 8 84 67
trivy celkem® 35 70 65 64 91 67
Amoria repens 5
Legorminozy® Chrysaspis dubia 62 30
Vicia tenuifolia +
leguminézy celkem 62 0 + 35 0 0
Sumbucus nigra |
Plantago lanceolata 1
Leontodon autumnalis 5
:l)::):(:;:‘oind Cerastium arvense +
Veronica chamaedrys |
Bellis perennis +
Taraxacum officinale 8 4
ostatni celkem 2 13 0 | 4
Stafina'" 3
Prizdnd mista* 1 17 35 0 5 30

+ pokryvnost’ < 1%

For 1-9 see Tab. IV, ""dead plant residues
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druhého opakovani byl v pribéhu let zaznamenan roz-
voj trav, mirny pokles v zastoupeni jetelovin, stoupal
vyskyt Galium mollugo (L.) a vyrazn& se §ifila v po-
rostu i prazdni mista. Velka variabilita porostu, ovliv-
nénd i roénikem, je zfejmé reakci na extenzivni zplsob
vyuZivani, které nasleduje po témér 20 letech intenziv-
niho vyuZivani porostu. Zobecnéni viak nelze po tak
kritkém Casovém tseku sledovani provést.

U dvouseéné varianty je patrna vétsi shoda vysledki
u obou opakovani: pfechodny rozvoj trav v druhém ro-
ce sledovani, predevsim Poa pratensis (L.), a jeji né-
sledny ustup, pfi¢emZ uvolnéné misto zaujal pfedeviim
Plantago lanceolata (L.).

Varianta mul¢ovana méla odli§né vychozi podminky
v zastoupeni jak trav, predevsim Dactylis glomerata
(L.), tak i Chrysaspis dubia (Sibth.) Desv. (pvodni
nazev Trifolium dubium Sibth.), ktery v porostu, tak
jako na ostatnich variantich, nevytrval. V druhém roce
zaCala v porostu pievazovat Dactylis glomerata (L.),
kterd ve tfetim roce dosdhla zastoupeni 60 az 67 %
dominance. Jeteloviny zcela ustoupily a vyrazné se
roz§ifila prazdna mista. Rozvoj Dactylis glomerata (L.)

s touto dynamikou zastoupeni je znim predevsim u in-
tenzivné hnojenych porosti mineralnim dusikem nebo
kejdou a lze jej vysvétlit rozkladem mulCované orga-
nické hmoty, ktera do porostu uvolnila Ziviny na ne-
hnojeném stanovisti.

Pro posouzeni vlivu jednotlivych zdsahii na dynami-
ku vody v pudé byly sledoviny vynosy zelené hmoty
pice (tab. VII). Z vysledku je ziejmy pokles vynosnosti
porostu na vSech variantach pii absenci hnojeni, a to
v roce 1997 na tfetinu az Ctvrtinu stavu roku 1995.
Vynosnost porostu je ovliviiovdna pfedev§im pribé-
hem povétrnostnich podminek. Ponechéni zelené hmo-
ty na pokose u mul¢ované varianty zpusobilo ve tietim
roce narast vyleZelych mist i mist zcela zakrytych mul-
¢em, v nichZ byla zji$tovana vihkost pady.

Obsah susiny (tab. VIII) pice jednose¢nych variant
vypovidd o velmi pozdnim terminu se¢i a se zménou
botanického sloZeni se velmi méni. Varianta dvousecna
méla v letech 1995 aZ 1997 v prvni se¢i velmi vyrovnané
obsahy suSiny, v druhé sei se projevuje vys§i variabilita
porostu a pozdnéj§i se¢. ZvySeny obsah susiny mél jed-
noznacny vliv na zpomaleni rozkladu organické hmoty.

VIL. Vynos zelené hmoty pice (tha™") rozdilng obhospodafovaného travniho porostu setenim a mul¢ovanim travni hmotou; Klecaty, 1995
az 1997 — Green matter yield of herbage (tha™") under different grassland management systems by cuts and grass mulching; Klecaty, 1995

to 1997

Varianta' Opukov:im'5 1833 199 i
1 2 3 1 2 z 1 2 z
1. 14.2 14,2 6.8 6.8 5.5 5.5
Jednosetnd® 1. 14,7 14,7 8,6 8,6 4.6 4,6
X 14,5 14,5 7.7 1,7 5.1 5,1
I 1.9 1.8 13,7 11,8 4.6 16,4 5.8 17 9,5
Dvouseéna’ 1. 14,3 3.1 174 6.8 44 11,2 5.4 45 9,9
X 13,1 2,5 15,6 93 4,5 13,8 56 4,1 9,7
L 15,8 0.8 16,6 10,0 10.0 47 47
Muléovana® 1. 21,7 1.7 234 12,8 12,8 5.0 5.0
X 18,8 13 20,0 11,4 11,4 49 49

Vo 2 3 4 ST WP
variant, “one cut, “two cuts, “‘mulching, “replication

.

At ih
ovancho

VIII. Obsah susiny v pici (%) rozdilné obh

porostu

a mulCovdnim travni hmotou; Klecaty, 1995 az 1997 - Dry

matter content in herbage (%) under different grassland management systems by cuts and grass mulching; Klecaty, 1995 to 1997

Varianta' Op:xkov:'mis 123 1936 1997
1 2 1 2 1 2
I 40,18 37,24 29,82,
Jednosegni’ 1. 49.29 37,95 37,43
X 44,74 37,60 33,63
L. 19,11 44,53 22,19 28,12 25,16 27,20
Dvousedn® 1L 21,42 37.35 22,46 30,50 24,62 30,65
x 20,27 40,94 22,33 29,31 24,89 28,93
I 18,60 4541 40,76 37,06
Mulcovand* 1. 15,95 4135 39,56 33,39
X 17,28 43,38 40,16 35,23

For 1-5 see Tab. VII
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Vynos pice v susiné (tab. IX) potvrdil klesajici vy-
nosnost porostu na viech variantach. Pouze u muléova-
né varianty doslo v roce 1996 k mirnému néristu vy-
nosu v suding, coZ lze vysvétlit vy$§im zastoupenim
Dactylis glomerata (L.) v porostu.

Z celkové vodni bilance stanovisté v pidnim profi-
lu 0 az 0,6 m (tab. XI) Ize odvodit, Ze ve vegetatnim
obdobi doSlo jen k minimalnim odtokim do hladiny
podzemni vody, bez ohledu na celkovy thrn sriZek
v jednotlivych letech. Pfi porovnani chodu evapotran-
spirace (ET), resp. zasoby vody v pudé v jednotlivych

letech (tab. X) jsou zfejmé urcité rozdily v hodnotich
mezi jednotlivymi variantami, ale pokles trovné ET
v roce 1996 je zfetelny na viech variantich a narist
hodnot ET v roce 1997 téZ na viech variantich. Roz-
dily v ET mezi jednotlivymi variantami jsou vSak sta-
tisticky neprikazné, a to jak v jednotlivych letech, tak
za celé obdobi. Statisticky vyznamny rozdil (pfi dosa-
zené hladiné vyznamnosti o = 0,0001) byl zjistén pou-
ze pfi vzajemném porovnani ET vech variant souhrnné
v jednotlivém roce s hodnotami ET v ostatnich letech,
tj. vlivem ro¢niku na uroven ET, kdy hodnoty ET v ro-

IX. Vynos pice (tha™) rozdilng obhospodafovaného travniho porostu segenim a muléovinim travni hmotou; Klecaty, 1995 aZ 1997 — Herbage
yield (tha™') under different grassland management systems by cuts and grass mulching; Klecaty, 1995 to 1997

Varianta' Opakovani® ] 26 o
I 2 z | 2 z | 2 z
K 57 5.7 2,5 25 1,6 1,6
Jednosecnd? 1. 7.2 7.2 33 33 1,7 1.7
X 6.5 6.5 29 29 1,7 1,7
1. 2,3 0.8 3.1 24 1,2 3.6 1.5 1,0 25
Dvousena’ 1. 3,1 L1 42 1S 1.4 29 1.3 1.4 27
x 2,7 1,0 37 2,0 1,3 33 1,4 1,2 2,6
I 29 04 33 4,1 4,1 1,7 1.7
Mulzovani’ I 3.5 0.7 42 50 5.0 1.7 17
X 3,2 0.6 38 4,6 4,6 17 1.7
For 1-5 see Tab. VII
X. Obsah vody (mm) v pudnim profilu 0 aZz 0,6 m rozdilné obhospod: ého travniho | setenim a mul¢ovanim travni hmotou:

Klecaty, 1995 aZ 1997 - Moisture content (mm) in the soil profile 0 to 0.6 m under different grassland management systems by cuts and

mulching; Klecaty, 1995 o 1997

Varianta' Jednosegna® Dvousedna® Mulovani®
opakovéni® I 1. I 1. L 1.

5.4 146,5 145,5 162,9 128.5 149.0 150,5

4.5 149,1 132,6 138,2 1313 153,1 1325

1995 13. 6. 160,5 154,6 149,6 146,5 152,2 143.5
2505 102,7 81,8 105,0 92,2 105,6 1038

8. 8. 79.4 80,6 66,9 58,1 76,3 95.9

5.9. 126,9 106,5 96.8 94,3 106,0 1142

23. 4. 133,2 1293 141.6 136,4 128,3 155.6

235, 1413 1403 154,0 166,6 1249 150,2

1996 18.6 102,3 97,4 1229 121,2 91,7 98,0
24.7. 120,1 119,2 1185 133,1 112,8 1124

22.9. 1358 117.5 123,2 1244 116,1 1143

25.9. 115,5 101,8 118,6 112,8 101,4 1184

23. 4. 145,1 156,7 144,5 133,5 137,5 1459

29. 5. 113,5 100,7 114,0 109.4 107,0 105,2

1997 25.6. 94,7 101,8 101,7 107.4 91.6 109.0
28.7. 157.3 147,2 155.5 154,0 138,2 1434

28. 8. 96,8 1198 95,7 803 11,9 107,2

26. 9. 83,1 86,3 91,9 87,3 92,9 86.2

For 1-5 see Tab. VII
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XI. Vodni bilance (mm) v pidnim profilu 0 aZ 0,6 m rozdiln& obhospodafovaného travniho porostu seenim a mul¢ovéinim travni hmotou;
Klecaty, 1995 aZ 1997 — Water balance (mm) in the soil profile 0 to 0.6 m under different grassland management systems by cuts and grass

mulching; Klecaty, 1995 to 1997

Varianta' Opakovini® Srazky® Odtok’ Voda z pidni zisoby* | Evapotranspirace’ X
X a I 340,7 10,0 19,6 350,3 354,5
jednosecna
11 340,7 21,0 39,0 358,7
L 340,7 10,0 66,1 396,8 3759
1995 dvousecna®
1. 340,7 20,0 34,2 354,9
s 340,7 0,0 43,0 3837 3754
mulcovand
1l 340,7 10,0 36,3 367,0
i . 1. 3152 10,0 17,7 3229 3279
jednosecnd
11 315,2 10,0 21,5 3327
I 3152 4,0 23,0 3342 3235
1996 dvousecnd
11 3152 26,0 23,6 312,8
) L: 3152 4,0 26,9 338.1 340,3
mulcovani
1. 315,2 10,0 37,2 342,4
. I 3275 10,0 62,0 379.5 381,7
jednoseéna
1L 3275 14,0 70,4 383,9
1. 327.5 10,0 52,6 370,1 366,9
1997 dvousecndi
11 327,5 10,0 46,2 363,7
I 327,5 10,0 44,6 362,1 3712
muléovani
11 327,5 7,0 59,7 380,2
_ jednosecénd 354,7
1995':”97 dvousecna 3554
mulovana 362,3

For 1-5 see Tab.

ce 1995 a 1997 (pramér 368,6 a 373,3 mm) byly pru-
kazné vyssi ve srovnani s hodnotami ET v roce 1996
(pramér 330,5 mm). Pokles vlhkosti pudy (tab. XI) me-
zi zaCatkem a koncem jejiho sledovani znaéi, Ze ET
byla Caste¢né hrazena z vodnich zasob v pidé. Kromé
prvni varianty jednosecné lokality nebyly rozdily v za-
sobé vody v pudé zjevné. Vysledky z jednotlivych va-
riant a roki hodnocenych proti sob& navzijem nevyka-
zaly jednoznacny trend. Statistickym hodnocenim byly
zjidtény jen neprikazné rozdily ve vlhkosti pidy sledo-
vanych puadnich vrstev i v obsahu vody v celém pid-
nim profilu, a to jak mezi variantami, tak i mezi jed-
notlivymi pidnimi vrstvami v profilu danych variant
(jedinou vyjimkou byla vyznamné vy3$si vlhkost ve vrs-
tvé 0,2 aZz 0,4 m na dvouse¢né varianté druhého opako-
vani ve srovnani s jednosecnou variantou druhého opa-
kovani a mulCovanou variantou prvniho opakovani
v roce 1996). Nepotvrdil se predpoklad prukazné vy-
znamného zvy3eni vlhkosti pidy na mul¢ovanych va-
riantdch oproti ostatnim nemulovanym variantdm pies
zna¢né zakryti porostu. Rozvoj Dactylis glomerata (L.)
s mohutnym kofenovym systémem a velkou listovou
plochou byl pravdépodobné pfi¢inou téchto ne zcela
jednoznacénych vysledku. Nejednoznacna jsou i zjisténi
uvadéna v literatufe. Intenzita a délka trvani G¢inku
mulée zdvisi na klimatickych a pidnich podminkach.
Zvyseni obsahu vody v pidé a sniZeni evaporace, resp.

ROSTLINNA VYROBA, 44, 1998 (12): 553-560

VII (‘prccipilation. "runoff, *water from soil reserve,

Y gy
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evapotranspirace i efektivnéj§i vyuZiti vody uvadéji
napf. Struzina (1990) a Yunusa et al. (1994),
zatimco Barros, Hanks (1993) nezjistili sniZeni
spotfeby vody ani zmény v jejim obsahu (Blasse,
1990).

LITERATURA

BARROS, L. C. G. - HANKS, R. J.: Evapotranspiration and
yield of beans as affected by mulch and irrigation. Agron. J.,
85, 1993: 692-697.
BLASSE, W.: Foerderung der Bodenfruchtbarkeit durch
Kurzgrasmulch und Dekfruchtanbau. Obst u. Gtn., 109, 1990
(11): 511-513.
HAVELKA, F. - SONKA, J.: Effectiveness of the retention
function of medows swards. Rostl. Vyr., 36, 1990a (5):
471-480.
HAVELKA, F. — SONKA, J.: Ochrann4 krajinafsk4 funkce
travnich porosti. [Zavére¢na zprava.] Praha, VUMOP 1990b.
97 s.

- HOFFMANN, U. - KOERPER, P. - WERNER, G. A.: Ocko-
logischer Weinbau. Berlin, 1995.
KROMER, R. H. - RELOE, H.: Mechanisierte Gruenflae-
chenspflege. Landtechnik, 43, 1988 (12): 490-493.
KROMER, R. H. - RELOE, H.: Verfahren des mechanischen
Offenhaltens. Techn. Landsch.-Pflege, 1991 (1): 9-22.

559



MERWIN, I. A. - STILES, W. C. - VANES, H. M.: Orchard
groundcover management impacts on soil physical proper-
ties. J. Amer. Soc. Hort. Sci., 1719, 1994 (2): 216-222.
MOHLER, C. L. - CALLAWAY, M. B.: Effects of tillage
and mulch on weed seed production and seed banks in sweet
corn. J. Appl. Ecol., 32, 1995 (3): 627-639.

STRUZINA, A.: Der Einfluss von Mulch auf Bodenphysika-
lishe Wachstums-factoren. [Dizertace.] Bonn, Rheinisher
Friedrich-Wilhelms Univ. 1990. 163 s.

YUNUSA, I. A. M. - SEDGLEY, R. H. - SIDDIQUE, K.
M. H.: Influence of mulching on the pattern of growth and
water use by spring wheat and moisture storage on a fine
textured soil. PL. Soil, 760, 1994 (1): 119-130.

Doslo 3. 4. 1998

Kontakini adresa:

Ing. Tomd$ Kvitek, CSc., Vyzkumny tstav melioraci a ochrany pudy, Zabovieska 250, 156 27 Praha 5-Zbraslav,
Ceska republika, tel.: 02/57 92 16 40, fax: 02/57 92 21 39, e-mail: brezina@iswc.cz

560

ROSTLINNA VYROBA, 44, 1998 (12): 553-560


mailto:brezina@iswc.cz

INDEX NEGATIVNIHO PUSOBENI FENOLU (IANP)

A JEHO PREDIKCE V LUCNICH ROSTLINACH POMOCI
SPEKTROSKOPIE V BLIZKE INFRACERVENE OBLASTI
(NIRS)

INDEX OF NEGATIVE ACTION OF PHENOLS (IANP)
AND ITS PREDICTION IN MEADOW PLANTS USING
SPECTROSCOPY IN NEAR INFRARED REGION (NIRS)

V. Mika', A. Kohoutek', J. PozdiSek?, F. Smital’, P. Nerusil'

Unstitute of Agricultural and Food Information, Praha, Research Station of Grassland
Ecosystems, Jevicko, Czech Republic
2Research Institute for Cattle Breeding, Ltd., Rapotin, Czech Republic

ABSTRACT: The so-called index of negative potential action of phenols (IANP, Scehovic, 1995) was chosen for
evaluation of negative action of individual herb species, clover plants and grasses in the course of digestion of meadow forage
and other feeds in the rumen. It expresses inhibition action of some secondary metabolites (phenols, terpenoids, volatile
carbonyl compounds etc.) in the plant extract on the activity of fungal cellulases. IANP was determined in 69 species of
plants from the surroundings of Jevicko in 1996 (close before anthesis). The highest IANP values of the herbs were recorded
in Hypericum perforatum (207), out of clovers Lotus corniculatus (99) and out of the grasses Dactylis glomerata (53). The
values in different species were altogether very close to those which were determined by Scehovic (1995) in Switzerland.
These data can be used as a useful information on potential ability of individual species of plants or samples of herbage to
affect the course of degradation of cell walls in the rumen in these were represented in the grassland by greater proportion.
It is interesting that some species exhibit a high digestibility of organic matter despite that they have also a high IANP value,
e.g. Alchemilla vulgaris, Plantago lanceolata, Taraxacum officinale, Leontodon hispidus, Rumex obtusifolius. Antibiological
activity of these species depends on the concentration of active substances as well as on their activity. Summary expression
of these effects, though in the form of index, has its foundations, that is minimum to the time, than the level of knowledge
of mutual relations allows better specification. Laboratory determination of IANP can be performed in the routine laboratory,
nevertheless it is rather demanding for labour. Therefore we tried to do IANP calibration on the device NIRSystems 6500.
The first series already showed the possibility to predict relatively precisely and sensitively [SEP (C) was 117, while the limit
value was 13.4]. The IANP value of reference determination in validation set amounted to 100.8 + 32.7, the predicted value
using NIRS was 103.4 + 38.2 and coefficient of determination * = 0.92. The use of NIRS technique for prediction of IANP
seems to be expedient and sufficiently precise for the needs of research of grasslands, breeding of forage crops etc. It is very
expedient (one determination lasts about 2 min) and extraordinarily suitable for series evaluation.

meadow plants; plant phenols; forage quality; antinutritive substances; digestion of fibre; NIR spectroscopy

ABSTRAKT: IANP (index negativniho potencidlniho piisobeni fenol), ktery vyvinul a u alpské fléry studoval Scehovic
(1995), byl stanoven v roce 1996 na zacatku kvétu u 69 druht luénich rostlin z okoli Jevicka. Zjisténé hodnoty u jednotlivych
druhii veelku souhlasi s hodnotami ze Svycarska. Z bylin méla nejvy3si IANP Hypericum perforatum (207), z jetelovin Lotus
corniculatus (99) a z trav Dactylis glomerata (53). Vysoka hodnota IANP byla nalezena téZ u druhti vyznacujicich se pomérné
vysokou stravitelnosti. IANP vyjadfuje pisobeni inhibujicich litek v rostlinném extraktu na celulolytickou aktivitu fungalnich
celuldz, a tedy na prubéh traveni, a lze jej vyuZit pro picninaiské a krmivaiské hodnoceni travnich porosta a pice, zvIasté pfi
objektivizaci zdvaZnosti vyskytu neZadoucich druhii. Pokus o kalibraci tohoto parametru pomoci techniky NIRS (spektrosko-
pie v blizké infratervené oblasti) prokazal redlnou moZnost pomérné piesné predikce velice operativnim zpisobem.

luéni rostliny; rostlinné fenoly; kvalita pice; antinutri¢ni latky; traveni vldkniny; spektroskopie NIR
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Neékteré sekundarni metabolity obsazené v luénich
rostlindch prikazné sniZuji vyuZiti Zivin v krmné dav-
ce. Celkovy ucinek zévisi nejen na jejich koncentraci,
ale podstatnou mérou téZ na jejich biologické aktivité.
Floristicky pestré travni porosty nemusi mit v tomto
ohledu vzdy optimalni prubéh traveni, jak doklada
Scehovic (1988, 1990, 1995), ani nemusi priznivé
pusobit na kvalitu Zivo¢isnych vyrobku, napf. syru
(Jeangros etal., 1997). Pro posouzeni téchto acinkl
vyvinul Scehovic (1995) metodu IANP (I'indice
d’action négative potentielle), tj. index negativniho po-
tencidlniho pisobeni fenold, a analyzoval nejcastéjsi
zastupce alpské fléry. Vyvoj metody byl veden potie-
bou studia chemickych struktur v jejich pfirozené mat-
rici tak, ze zvoleny postup pouziva jen slabé agresivni-
ho prostiedi, bliZiciho se podminkdm traveni
v zaZivacim ustroji piezvykavci. IANP vyjadiuje pu-
sobeni inhibujicich sloZek v rostlinném extraktu na ce-
lulolytickou aktivitu fungalnich celuldz. Jsou postiho-
vany predevsim fenoly (flavony, fenolové kyseliny
vdzané na bunéné stény, tiisloviny), terpenoidy, téka-
vé latky karbonylové povahy (aldehydy, ketony) aj.
Stanoveni IANP pfispiva nejen k presnéjS§imu hodno-
ceni kvality krmiv (stravitelnost, chutnost, dobrovolny
pfijem pice), ale poskytuje téZ ve fytocenologickém
a pratotechnickém vyzkumu dopliikovou informaci ke
sloZeni luénich porosti (zvlasté piitomnost nezidou-
cich druhi) a ke kvalité zivocisnych produkta (Mika
et al., 1997).

V predlozené praci podavame souhrn vysledka na-
Seho Setfeni u druhd s nejvétsi frekvenci v naSich lué-
nich porostech a na né navazujicich rostlinnych spole-
Censtvech. K piekondni zdvislosti na pomérné
naro¢nych rozborech pfi laboratorni praci jsme prové-
fili moZnosti predikce IANP pomoci NIRS (spektros-
kopie v blizké infracervené oblasti) s cilem podstatné
zvysit expeditivnost tohoto hodnoceni.

MATERIAL A METODA

V okoli Jevicka bylo vybrano 69 vzorki rostlin (pie-
vazné lu¢nich druhi) ve fazi t&sné pied zacatkem kvé-
tu. Vzorky byly ususeny pii 55 °C a stanoven v nich
TIANP (Scehovic, 1995).

Extrakce inhibitora: 1 g suchého vzorku (s jem-
nosti < 1 mm) se vaii pod zpétnym chladi¢em 1 h
v 50ml fosfitocitraitovém roztoku (smésny roztok
A [39.59 g/l Na,HPO,4.2 HyOJ a B [21,01 g/l kyseliny
citronové monohydrat] v poméru objemu 875 : 1000,
s pH 4,6). Po ochlazeni a filtraci se ve filtratu stanovi
obsah rozpustnych fenoli kolorimetricky (¢inidlo Fo-
lin-Ciocalteu) podle publikovaného postupu (Sceho-
vic, 1990).

Izolace vlidkninového substratu: 30 g vzorku travy
(napi. kostfavy rakosovité), pfipraveného stejné jako
v pifedchozim pfipadé, se vafi 1,5 h v 1,51 roztoku me-
tanolu a vody (2 : 1 obj./obj.), okyseleného HCI. Ne-
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rozpustny zbytek se extrahuje | 1 acetonu (30 min)
a nasledné promyva acetonem do vymizeni pigmentu.
Nakonec se usudi pii 55 °C. Obsah esterifikovanych
fenolovych kyselin v substritu se stanovi podle zmin&-
né metodiky (Scehovic, 1990).

Inhibice celulolytické aktivity extraktem lucnich
rostlin: 100 mg vlakninového substratu (pfipraveného
popsanym zpusobem) se vpravi do kalibrovanych zku-
mavek (10 ml), pfida 5 ml extraktu vzorku a 5 ml
celulazového roztoku, ktery se pfipravi takto: Roztok
celulaz z Aspergillus niger 0,6 j./mg, Fluka, se smisi
s pufrovym roztokem A + B tak, aby vysledna aktivita
celuldz Cinila 12,5 j./ml. Kazdy méfeny vzorek (ex-
trakt) je doplnén kontrolnim vzorkem (extrakt + en-
zym — bez substratu), ktery slouZi ke stanoveni koncen-
trace fenolt obsaZenych ve slozkéach. Celulolyticka
aktivita enzymu (bez inhibice) se stanovi pomoci kon-
trolnich vzorkd, v nichZ se extrakt nahradi pufrovym
roztokem (slepy pokus). Méfené a kontrolni vzorky se
umisti do termostatu pfi 39 + 0,1 °C a kontinudlné se
protiepavaji 24 h. Poté se odstfedi (10 min pii 7000
ot./min), alikvotni ¢ast supernatantu se vpravi do od-
mérné baiiky (100 ml), pfida roztok Na,COj a Cinidlo
Folin-Ciocalteu a za 1 h se méfi opticka hustota pfi
675 nm (Scehovic, 1990).

Vypocet IANP: Hodnota indexu vyjadiuje vyznam-
nost inhibi¢niho pisobeni vzorku na degradaci vlakni-
nového substritu, méfeného pomoci fenolovych kyse-
lin uvolnénych v prabéhu enzymové hydrolyzy.
TANP = 100 — (100 PLE/PLT), kde: PLE = fenoly uvol-
néné za piitomnosti extraktu [(extrakt + enzym + subs-
trat) — (extrakt + enzym)]; PLT = fenoly uvolnéné bez
extraktu (kontrola) [(pufr + enzym + substrat) — (pufr +
enzym)]; &islo 100 = korek&ni parametr garantujici, Ze
TANP 2 0.

Hodnoty IANP jsou podminény témito vztahy:
PLE = PLT - IANP = 0; PLE < PLT - IANP < 100;
PLE < 0 - IANP = 100.

U hodnot JANP pievysujicich 100 lze predpokladat,
7e Cast aktivnich fenolt vytvéii vazby nejen s proteiny
enzymu, ale také s polymery substritl, coZ zvySuje
vyraznym zpisobem potencidlni inhibici a stravitelnost
se vyznamné sniZuje.

U téchto vzorku byly zméfeny spektralni charakte-
ristiky a s pouzitim analytickych hodnot IANP byla
provedena kalibrace na pfistroji NIRSystems 6500
(Mika, 1997). Presnost predikce byla ovéfena na va-
lidaénim souboru vzorka (n = 99) s hodnotami IANP
stanovenymi rovnéZ laboratornim postupem (RAC
Nyon, VUCHS Rapotin). Ke statistickému vyhodnoce-
ni presnosti predikce byl pouzit software ISI 3.0, doda-
ny s pristrojem.

VYSLEDKY A DISKUSE

Hodnota IANP v bylinach z okoli Jevi¢ka z jednoho
roku (1996) a v jedné (srovnatelné) rustové fazi se po-
hybovala od 21 (pryskyinik plazivy) do 207 (tfezalka
teCkovana), v jetelovinich od 32 (jetel plazivy) do
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99 (stirovnik ruzkaty), v travach od 20 (jilek vytrvaly)
do 53 (srha fiznacka). Vysledky uvadi tab. I. Vysoka
hodnota TANP byla stanovena téZ u nékolika druhu
obecné znamych pomérné vysokou stravitelnosti orga-
nické hmoty in vitro (OMD), napi. kontryhel (224),
jitrocel kopinaty (125), smetdnka Iékai'ska (134), pam-
pelidka srstnata (142), $tovik tupolisty (105). Jejich za-
stoupeni v travnim spoleCenstvu muZe mit urCité nega-
tivni G¢inky na kvalitu dané lucni pice jako celku, napf.
na chutnost, dobrovolny pfijem pice, resp. vyZivnou
hodnotu. Je tieba pfipomenout, Ze hodnotu IANP je
tieba chédpat jako uréitou informaci o potencidlni
schopnosti jednotlivych druhia rostlin ¢i vzorku pice
ovliviiovat prubéh degradace bunéénych stén v bacho-
ru, s moZnosti jejiho vyuZiti pro korekci vyZivné hod-
noty stanovené metodami mokré chemie, jsou-li tyto
druhy ve smiSeném porostu (¢i krmné dévce) zastoupe-
ny vétsim podilem (Scehovic, 1995). Jde pouze
o index, jehoZ interpretaci je nutné brat s jistou rezer-
vou (vzhledem k vyznamnym rozdilim mezi velmi slo-
Zitym prostfedim traviciho traktu zvifat a relativné jed-
noduchymi a standardné pouZivanymi analytickymi
postupy, resp. metodami in vitro).

I. Hodnoty IANP vy-bran)"ch rostlin pred kvétem (Jevicko, 1996) -
IANP values of selected plants before anthesis (Jevicko, 1996)

Druh' IANP
Hypericum perforatum L. 207
Alchemilla vulgaris L. 192
Prunella vulgaris L. 165
Erigeron canadense L. 144
Leontodon hispidus L. 142
Geranium pratense L. 141
Taraxacum officinale Web. 139
Sanguisorba officinalis L. 132
Veronica chamaedrys L. 125
Achillea millefolium L. emend. Fiori 118
Potentilla erecta (L.) Hampe 116
Plantago lanceolata L. 111
Byliny g Polygonum aviculare L. 109
Geum urbanum L. 105
Rumex obtusifolius L. 105
Lamium album L. 105
Euphorbia esula L. 104
Aegopodium podagraria L. 100
Polygonum bistorta L. 99
Senecio erraticus Bertol. 97
Cirsium oleraceum (L.) Scop. 95
Equisetum arvense L. 95
Crepis biennis L. 91
Cerastium arvense L. 91
Viola arvensis Murr. 90
Leontodon autumnalis L. 90
Coronilla varia L. 90
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Druh' IANP
Pastinaca sativa L. 87
Barbarea vulgaris R. Br. 85
Glechoma hederacea L. 80
Lamium purpureum L. 76
Anthriscus silvestris (L.) Hoffm. 75
Chn h leucanth, L. 73
Potentilla anserina L. 73
Heracleum sphondylium L. 72
Stelaria media (L.) Vill, 70
Cerastium vulgare Hartm. 67
Cupsella bursa-pastoris (L.) Med. 67
Galium mollugo L. 61
Cichorium intybus L. 60
Byliny Convolvulus arvensis L. 60
Plantago major L. 59
Cirsium rivulare (Jacq.) All. 59
Lactuca serriola (L.) Torn. 59
Marricaria discoidea DC. 55
Galium aparine L. 54
Jacea vulgaris Godr., 54
Cirsium canum (L.) All. 54
Tragopogon pratensis L. 46
Silene nutans L. 38
Chenopodium album L. 34
Sonchus asper (L.) Hill. 33
Papaver rhoeas L. 31
Ranunculus acer L. 27
Artemisia vulgaris L. 24
Ranunculus repens L. 21
Lotus corniculatus L. 99
Trifolium hybridum L. 58
Jeteloviny? Medicago sativa L. 50
Trifolium pratense L. 47
Onobrychis viciaefolia Scop. 45
Trifolium repens L. 32
Dactylis glomerata L. 53
Dactylis polygama (Horv.) Dom. 47
Festuca rubra L. 45
Festuca arundinacea Schreb. 41
Phleum pratense L. ' 38
Bromus inermis Leyss 33
Trivy* Festuca pratensis Huds. 30
Bromus uniloides (W.) Humb. et Kunth. 30
Poa trivialis L. 30
Cynosurus cristatus L. 27
Poa pratensis L. 25
Poa palustris L. 23
Lolium multiflorum Lam. 21
Lolium perenne L. 20
'spccics. Zherbs, *clover plants, 4gmsses
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1. Vztah mezi hodnotami IANP stanovenymi laboratorné (osa y)
a IANP predikovanymi pomoci NIRS (osa x) u validaéniho souboru
lu¢nich rostlin (n = 99) — The relation between IANP values deter-
mined in the laboratory (y axis) and IANP predicted by means of
NIRS (x axis) in the validation set of meadow plants (n = 99)
Y=-925+ 1,12

Dosavadni vysledky vyzkumu zatim nedovoluji
identifikovat Gcinky urcité latky v extraktu jako poten-
cidlniho inhibitoru traveni, natoz vysvétlit jeji antibio-
logickou aktivitu, ktera nemusi byt nevyhnutelné umér-
na jeji koncentraci. Lze realné predpokladat, Ze tato
aktivita i pii stejné koncentraci dané litky maZe kolisat
podle botanického druhu, rustové faze, podminek ristu,
geografického pivodu atd. Spolu s dal$imi autory (Sce-
hovic, 1995; Komprda et al., 1996, 1997; Jean-
gros et al, 1997) jsme piesvéd&eni, Ze hodnoceni
antibiologické aktivity chemickych struktur obsaZe-
nych v rostlinnych krmivech mize vyznamnou mérou
piispét ke zlepSeni spolehlivosti laboratornich metod
a objektivnosti hodnoceni kvality pice v uvedenych
pfipadech, a téz k dokonalejSimu pochopeni vztahi ve
vyZivé zviral. Ma se za to, Ze nékteré fenolové kyseliny
vyvoldvaji vyznamnéjsi pokles stravitelnosti energie
picnin, neZ jaka by vyplyvala z jejich koncentraci. Je
zfejmé zpusobena (1) jejich toxicitou vuci bakterialni
populaci v bachoru nebo (2) interferenci s prib&hem
enzymové hydrolyzy kyseliny ferulové, diferulové,
cyklomert kyseliny ferulové apod. Jung, Fahey,
1984; Mika et al.,, 1997). Napf. traveni hemiceluloz
a celuloz souviselo s obsahem kyseliny ferulové u kos-
tfavy rakosovité, ale ne u vojtésky. Souborné vyjadieni
t&chto G&inka, byt i formou indexu, mé tedy urcité svo-
je opodstatnéni, a to alespofi do doby, nez droveii poz-
nani vzajemnych vztaht na tomto poli dovoli detailnéj-
§i specifikaci.

Prvni kalibrace IANP, provedené pro pocetné ome-
zeny soubor vzorku (limitovany rozsahem referencnich
laboratornich stanoveni), ukazala moZnost pomérné
presné predikce (SEP() Cinila 11,7, zatimco limitni
hodnota byla 13,4). Jestlize skute¢nd hodnota TANP
¢inila 100,8 + 32,7, predikovana hodnota v praméru
valida¢niho souboru (n = 99) ¢inila 103,4 + 38,2 a koe-
ficient determinace > = 0,92 (obr. 1). Vyuziti techniky
NIRS k predikci IANP se v tomto ohledu zda icelné
a dostate¢né piesné pro potieby pratotechnického vy-
zkumu, Slechténi picnin apod.

Podékovani

Experimentalni prace byly probéhly s finacni pod-
porou GA CR (503/95/1457 Vyvoj expeditivnich metod
hodnocent kvality travni biomasy).

Autori dékuji za vyznamnou kolegialni pomoc Dr.
Janu Scehovicovi z RAC Nyon v diskusi problematiky
i zajisténi podstatné &asti analyz IANP referenéni me-
todou.
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METHODOLOGICAL ASPECTS OF BIO-INDICATION
OF GRASSLAND WATER REGIMEN

METODOLOGICKE ASPEKTY BIOINDIKACE VODNIHO REZIMU
TRAVNICH POROSTU

F. Klime$, H. Bosina, M. Ekert, V. Mitas

University of South Bohemia, Faculty of Agriculture, Ceské Budéjovice, Czech Republic

ABSTRACT: The study of permanent grassland composition at varying water regimen, which was aimed at the relationship
between the groundwater table and the calculable median indicator values of the grassland water regimen, was conducted
between 1982 and 1990. A close relationship between the two quantifiable variables, which is possible to express by help of
the logarithmic regressive function, was established. The applicability of Ellenberg indication values in the South Bohemian
conditions was also proven. A process utilizing the marginal analysis method was proposed for the bio-indication method
sensitivity verification in the water regimen of grassland locales.

permanent grasslands; grassland water regimen; bio-indication methods; sensitivity of bio-indication methods

ABSTRAKT: Porostova skladba travnich porostl je vyslednici pisobeni interakce viech ekologickych faktorli i podminek
obhospodafovani travnich porosti. V ramci tohoto komplexu Ciniteld v8ak vystupuji do popfedi vodni a vyZivny rezim, a lze
proto pravé u téchto faktor velmi vhodn& vyuZit porostovou skladbu trvalych travnich porostii pro bioindikaci jejich Grovné
(Ellenberg, 1952; Regal, 1964; Rieder, 1983). V uvedenych intencich jsme se v Ceskych Budg&jovicich (nadmorska
vydka 395 az 411 m) v letech 1982 az 1990 u souboru trvalych travnich porosti s odliSnym vldhovym reZimem (tab. IT)
zabyvali studiem vztah mezi hladinou podzemni vody a vypoétenymi stfednimi indikaénimi hodnotami pro vodni reZim
lugnich stanovist, stanovenymi jako vdZené aritmetické priméry indikacnich hodnot pro vodni reZim jednotlivych druhi
(Ellenberg, 1952; Regal, 1964; Vesela etal., 1994), pficemZ vahy ve vypoctu pfedstavovaly procentudlni reduko-
vané projektivni dominance jednotlivych druhii. Projektivni dominance jednotlivych druhi byla stanovena na kontrolnich
lokalitich vzdy pfed prvni sec¢i. Hladina podzemni vody byla sledovina pomoci Northonovych trubic v tydennich intervalech.
Na zikladé korelacni a regresni analyzy byl prokazan té€sny vztah mezi hloubkou hladiny podzemni vody (tab. III) a vypoc-
tenymi stfednimi indika¢nimi hodnotami pro vodni reZim ovéfovanych lu¢nich stanovist (tab. IV). Jako nejefektivnéjsi forma
explanace a predikce vztahu mezi hloubkou primérné hladiny podzemni vody (x v m) a vypoétenymi stiednimi indika¢nimi
hodnotami pro vodni reZim (y) byla stanovena logaritmick4 funkce: y = 3,012259 - 0,568968 . Inx (/. = -0,671""), ktera pro
praktické vyuZiti, kdy stanovime stfedni indikatni hodnotu pro vodni reZim a zajima nds droveil hloubky hladiny podzemni
vody, byla pfevedena na tvar: x = 0369 R012-0) garisticka vyznamnost studovaného vztahu je ziroveifi i potvrzenim vhod-
nosti Ellenbergovych indikaénich hodnot pro podminky jiznich Cech (tab. 1). Vzhledem k tomu, Ze vyuZitelnost Ellenbergo-
vych indika¢nich hodnot se s nariistajici kontinentalitou sniZuje (Rychnovskad etal, 1985; Moravec etal, 1994), je
ucelné ovefit jejich platnost i v dalSich oblastech. Na zikladé stfednich chyb priméru (Sx, tab. V) bylo stanoveno minimélni
obdobi pro exaktni posouzeni vodniho reZimu luénich stanovidf s vyuZitim bioindikacnich pfistupt, které ¢ini alespoi Sest,
nejlépe viak sedm aZ osm let. S vyuZitim metod margindlni analyzy byl navrZen postup pro ovéieni citlivosti bioindikacnich
metod pro vodni reZim lu¢nich stanovist.

trvalé travni porosty: vodni reZim luk; bioindikaéni metody: citlivost bioindikacnich metod

INTRODUCTION The formation of grassland growths is conditioned

by a number of abiotic and biotic environmental fac-

The harmonization of the productive and non-pro-
ductive permanent grassland use and development of
their non-productive functions is not conceivable with-
out the deeper understanding of the level of individual
ecological factors. Bio-indication methods represent an
important tool in the analysis of ecological conditions
of pratocenoses.
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tors. The specific factors do not influence the compo-
sition of pratocenoses to the same extent. Although the
grassland composition is the result of interactive influ-
ences of ecological factors and conditions of grassland
management, some factors, particularly water/air, and
nutritional regimen are more important and overshadow
other influences to a certain extent (Ellenberg, 1952;
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Regal, 1964; Rieder, 1983). Particularly with
these factors it is possible to utilize the aerial compo-
sition based on the relationship expressed as: P = f(s).

This means that the growth (P) is a function of the
locale (s) to their bio-indication level (Klecka etal,
1938). The application of phytocenological methods
may significantly contribute to the bio-indication of

water regimen, water situation, and various individual *

pratocenoses types (including other geobiocenoses).
These methods also serve as a basis for quantifying
some water situation parameters of an area and their
differentiation according to the hydroeffectiveness of
its vegetation cover and its water farming functions,
etc. Rychnovska etal., 1985; Moravec et al.,
1994). Besides the flora-cenological approaches (Zu-
rich-Montpellier orientation), the quantitatively eco-
logical approaches (Ellenberg, 1952; Pron-
czuk, 1982; Slavikova, 1986; Dykyjova et
al., 1989; Moravec et al, 1994; Vesela et al,
1994) are more frequently used for the bio-indication
of grassland water regimen.

As we have mentioned, our original intention was to
focus on methodological problems of the application of
quantitatively ecological approaches to specification of
the groundwater table as an important component of the
grassland locale water regimen.

1. Mean air temperatures and total atmospheric precipitation in Ces-
ké Budé&jovice during the period of observation

MATERIAL AND METHODS

Phytocenological and ecological characteristics and
their mutual relationships in permanent grasslands in
Ceské Budgjovice were studied in 1982 to 1990. The
observation took place at localities in the grassland area
U Boru, which has a differentiated water/air regimen.
The altitude of these localities is 395 to 411 m above
sea level. The average gradient of the grasslands is to
1.5%; the exposure is to the north-east. The original
soil type of the area is brown acidic soil with prevailing
loam-clay soils. The long-term, average air temperature
of the area is 7.8 °C. During the vegetation period it
increases to 13.8 °C. The long-term average annual
atmospheric precipitation amount is 620 mm (427 mm
during the vegetation period). The overview of average
temperatures and atmospheric precipitation amounts
during the period of observation is listed in Tab. L.

In connection with the differentiated water regimen,
a number of plant communities which are listed in Tab. II,
was observed within the researched grassland area.

All investigated growths were fertilized annually
using the rates of 100 kg N.ha™', 30 kg P.ha™' and
120 kg K.ha™!. The growths were cut twice per season.

During the vegetation periods of the individual lo-
calities the groundwater tables were measured weekly,
using Northon tubes (inside diameter 36.1 mm; length
1.8 m). Furthermore, the analysis of the area composi-
tion was carried out prior to the first cut, using the
reduced projective dominance method (%D).

Mean air temperature Total atmospheric Based on the results of the area analysis, the median
(°C) precipitation (mm) IS 2 £ 5
Year — e u?d!catlon wal.ef' regimen values.were calculated fqr in-
annual Vepetadon i vegetation dlv.ldual localities and years, using the Ellenberg indi-
period period cation values (Vesela et al, 1994). By help of the
1982 3.7 149 488.5 1126 mathematico-statistical methods, the methodological
- 8] - G - questions of bioiindicalion of the groundwater table
were also studied. The relationship between the
1984 22 144 a6l 3343 groundwater table and the calculated median indication
1985 8.1 149 655.5 480.3 values was studied by means of correlation and regres-
1986 9.5 163 506.8 391.2 sion analyses. In connection with these analyses, we
1987 75 14.3 691.5 4477 focused on the study of bio-indication sensitivity reac-
1988 14 17.8 634.9 218.1 tion of the growth to the differentiated groundwater
198 90 144 5223 4262 tables. The marginal analysis was used in this study.
The time period needed for the exact bio-indication
1990 8.2 13.9 486.7 317.2 " .
— nent of the grassland water regimen was ascer-
£ 20 129 5423 3835 tained by help of ongoing averages and standard error
1I. Phytocenoses at the evaluated sites
Site Association Stand type
L Fragi | (order Arrh heretalia Pawlowski 1929) Dacrylidetum
1L Caro-poetum pratensis Blazkova 1973 Poetum pratensis
118 Caricetum caespitosae Steffen 1931 Deschampsietum
vV, Caro-poetum pratensis BlaZkova 1973 Alopecuretum
V. Caricetum caespitosae Steffen 1931 Parvocariceto-Alopecuretum
VI Arrhenatheretum elatioris subas. rypicum Oberdorfer 1952 Alopecuretum
VIL Arrhenatheretum elatioris subas. typicum Oberdorfer 1952 Alopecuretum
VIIL Caricetum caespitosae Steffen 1931 Alopecureto-Deschamy
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means (Sx). This was done for the groundwater table as
well as for the calculated median indication values.

RESULTS AND DISCUSSION

One of the questions in resolving the methodologi-
cal aspects of bio-indication utilization of water regi-
men is the selection of a suitable research period. It is
apparent from the data in Tab. III how the values of the
established average groundwater table gradually stabi-
lize in the whole research area, eventually reaching
minimally fluctuating levels.

Similar relationships are also shown by the ongoing
median indication water regimen values (Tab. IV).

As a suitable criterion for assessing the posed ques-
tions, the criterion appears to be the values of standard
error of the average depth of groundwater table as well
as of the calculated median indication values for the
grassland localities water regimen (Tab. V).

The values of the standard error of the average for
both parameters (h, H) show a corresponding hyper-
bolic decrease and it is possible to observe only small
adjustments starting in the sixth year of observation. It
is therefore shown that in view of the water regimen,
a one-time assessment of grassland growths has a very
small predictive ability and requires a longterm and,
with respect to possible water regimen changes and
periodicity, repeated observations, particularly in the
localities of special hydrological significance.

During the whole period of observation the average
groundwater tables fluctuated between 0.550 to 1.060 m
at individual localities (Tab. VI), with which is con-
nected a wide spectrum of phytocenoses within the re-
searched number of grassland localities (Tab. II). The
greatest groundwater table fluctuation (Vx = 22.65%)
was observed at the locality with the deepest situated
groundwater table (Tab. VI). At the same time in this
locality, and this was probably in connection with the
lower level moisture regimen, there was a significant im-
poverishment of the bio-community; most affected were
the sensitive diagnostic types. A high dominant position
of orchard grass played a role in this impoverishment.

It is evident from the comparison of the groundwater
table coefficients and with regard to the median water
regimen indication value (Tab. VI) that the small fluc-
tuation of the median indication values is probably con-
nected with a certain bio-indication reaction delay as
a result of the changing ground watertable. At the same
time, the influence of other moisture balance factors of
individual localities apparently comes into play here.

Studies of the relationship between the depth of
groundwater table and the median indication values in
the locale water regimen showed that the approxima-
tion of this relationship, on the one hand, fulfils certain
criteria with the help of polynomials. Nevertheless, the
logical verification did not confirm the possibility of
the expressed relationship. With the utilization of poly-
nomials, one calculated median indication value may

ROSTLINNA VYROBA, 44, 1998 (12): 565-568

111. Mean depth (m) of groundwater table at the evaluated sites h -
mean value for a year, 7?,, - running mean value for a group of years)

Year h Years T,

1982 0.776 1982 0.776
1983 0.784 19821983 0.780
1984 0.816 1982-1984 0.792
1985 0.560 1982-1985 0.734
1986 0.659 1982-1986 0.719
1987 0.596 1982-1987 0.699
1988 0.706 1982-1988 0.700
1989 0.679 1982-1989 0.697
1990 0.746 1982-1990 0.702

IV. Mean median indication values of water regimen at the evaluated
sites (A — mean value for a year, H, — running mean value for a
group of years)

Year H Years H,
1982 3.38 1982 3.38
1983 333 1982-1983 3.36
1984 3.18 19821984 3.30
1985 3.18 1982-1985 3.27
1986 3.26 1982-1986 3.27
1987 3.19 1982-1987 325
1988 3.13 1982-1988 3.24
1989 3.16 1982-1989 3.23
1990 3.23 1982-1990 3.23

V. Values of standard errors (Sx) for mean groundwater table (71',-)
and for median indication value of soil moisture regimen (H,)

Year 8
7 7,
1982 0.098 0.139
1982-1983 0.063 0.088
1982-1984 0.049 0.067
1982-1985 0.042 0.052
1982-1986 0.036 0.047
1982-1987 0.031 0.041
1982-1988 0.028 0.036
1982-1989 0.025 0.033
1982-1990 0.024 0.029

mean various levels of particularly deeply situated un-
derground water table levels.

The study of the suitable expression of median indi-
cation value dependency in water regimen (y) on the
groundwater table depth (x, m) has shown that the most
effective form of explanation of prediction of this rela-
tionship is the logarithmic function:

¥=3.012259 - 0.568968 . Inx (1, =~0.671"") )

For the practical use of this equation whereby we
would establish median indication value (we are inter-
ested in the depth of the groundwater table), it is better
to convert it into the following form:
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VI. Mean values and basic statistical characteristics of groundwater table depth (x, m) and of median indication values of water regimen (y)

at the evaluated sites

Site = - a

x Sx Sx Vx(%) y Sy Sy Vy(%)

L 1060 0.240 0.080 2265 2.90 0.156 0.052 539

1L 0.684 0.105 0.035 15.41 3.18 0.079 0.026 2.50

1. 0.574 0111 0.037 19.29 351 0.110 0.037 314

v. 0.775 0.101 0.034 13.10 3.09 0.052 0017 1.69

V. 0.550 0.108 0.036 19.65 3.45 0334 0.111 9.66

8 0.670 0.111 0.037 16.52 3.18 0.054 0018 171

VI 0.695 0.144 0.048 20.66 312 0.043 0014 139

VIIL 0.610 0.115 0.038 18.79 3.40 0.231 0.077 6.80
x= 0569 (012-y) (2)  with respect to the groundwater table. After that, it

The statistical significance of the relationship stud-
ied is also at the same time a confirmation of the ap-
plicability of the Ellenberg indication values under the
South Bohemian conditions. With respect to the known
fact that the utility of the Ellenberg indication values
decreases with the increasing continentality
(Rychnovska et al,, 1985; Moravec et al.,
1994), it would also be useful to verify their applica-
bility in other areas.

One of the important aspects when the bio-indica-
tion method is used, is the question of their sensitivity
(Regal, 1964; Pronczuk, 1982).

It is possible to establish the bio-indication reaction
sensitivity while using the stated regressive function
(1) in the form of its first derivative:

dy_ 1
1o=—0.569. ©)

Considering the factual content of the first deriva-
tive it is then possible to mark it as a marginal indica-
tion value. It follows from the course of the marginal
indication value that the sensitivity of the bio-indica-
tion reaction becomes relatively small, already from
0.80 to 1.00 m.

From the theoretical point of view it makes sense to
pay attention to the bio-indication reaction delay which
can be established by the second derivative of bio-in-
dication function (1):

dzy -2
—=0569.x7" )
a?

The process of the stated relationship shows a fast
decrease to the groundwater table depth of 0.7 to 0.9
m, which does not significantly change from thereon.
From the process of marginal values (3, 4) it is shown
that the sensitivity of the method used is 0.7 to 1 m,

readily decreases.

The influence of the groundwater table on the grass-
land composition is subject to a large extent to capil-
lary lift which depends mainly on the mechanical com-
position of the soil and also on other moisture balance
elements of individual localities. It would therefore be
important to pay attention to these studies also in other
localities with different ecological conditions.

The research was supported by the Grant Agency of
CR, Project GA 507/95/0717, Project GA 206/96/0169,
and Project NA AR EP 096000 6208.
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- formy speciace; karbondtova emozem . ................... 331
- koncentrace; distribuce; odbér; transferfaktor; oves; $penat;
Tedkvitka; mikey; TaZ0k . . oo iionni pisimsiig s s 463
— pudni roztok; omezeni mobility Cd; selektivni sorbent ........ 231
— testovéni z4téZi pid; biologické metody; biochemick
HRRIOYL.. 7, Sormlins 7. Sed. o5 SN Ry, 27, ST 409
Kapkovi zdvlaha
- chmel; vynos a kvalita; ¢innost zivlahové vody . ........ 293,299
Karbonétové fernozem
— t&Zké kovy Cu, Pb, Cd, Ni; formy speciace ................. 331
Kejda prasat
— hnojeni; kontaminace pidy; ropné produkty; biodegradace . . . .. 325
Klidivost
~ Trifolium pratense; Festuca arundinacea; lyofilizované pudni
VIIOhY; VIV coviiasanianias s s Ao aass i sias 251
Klimatické charakteristiky
— prim&mé teplota vzduchu; suma teplot; ihm a intenzita sriZek;
hydrotermicky koeficient; Vychodoslovenska niZina; SR ....... 89
Kmenov4 diferenciace
- virus Y bramboru; detekee; sérotypizace; RT-PCR ...........545
Kompost

- remediace zeméd€lskych pid; imobilizace stopovych prvki . . .. 209
Kontaminace

- pidy
~ inundace Labe; xenobiotické litky v pudé; rizikové prvky ....217
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- sladovnicka jakost; kvalitativni parametry ............... 45
- ozimy
- nutri¢ni sloZeni; kemnd kvalitazma . ................... 369
- laskavec
—vynos semene; viivodrlid . ....... ... i, 7
— ozimd p3enice
— obilni m3ice; metabolismus cukri; viiv mic. .. ............. 81
— pekafska kvalita zma; hodnoceni. .................o.0 111
— ozimé obilniny
- nizka hladina Zivin; predikce vynosu. .................... 157
— pohanka seta
~ hodnoceni odrid; genetické zdroje; variabilita; kvalita ...... 361

- svazenka vratiColistd
- vynos zelené hmoty, suliny, semen; pocatek kveteni; kvalita

biomasy; VHVONd . c..ooovsvsmmmmssssmies sas samanesos 275

— tabak

— osivo; vlhkost semen; rovnice BET; rovnice GAB . ......... 529
- vojtéska

—kvalitapice;vlivodrid ...........ccoviiiiiiiiiiiiins 353
- Zito

— hybridni odriidy; populaéni odriidy; tvorba vynosu. .. ........ 31
Odvodnéni
— specificky drendZni odtok; maximalni specificky povrchovy

odtok; povodBiovy priitok .. ........ii.iiiiii i 237
Olovo
— formy speciace; karbondtové dermnozem .. ... 331
Organické xenobiotické litky (OXL)
-k i pid; inunde a neinund puda; feka Labe .. 217
Orné piidy
~ denitrifikace; denitrifika¢ni kapacita; hnojeni; pidni vlastnosti;

VIV OB s 0 ieowin s mrmesms s s 43 SO S SN 395
Osivo
- tabak; odridy; vlhkost semen; rovnice BET; rovnice GAB .... 529
~ travni druhy; vzchézivost; alginitovy preparit $-90; vliv . .. ... 525
Oves
— As; Cd; koncentrace; distribuce; odbér; transferfaktor ........ 463
Oxid dusny
~ denitrifikace

- denitrifikace v pid&; metody; terminologie ............... 385

- hnédozem; dusicnany. . . . .. 25,403,437

— hnojeni; pldni vlastnosti; vliv na denitrifikaci ............. 395
Ozimé obilniny
— odriidy; nizk4 hladina Zivin; predikce vynosu; selekce;

kofenovy systém; abiotické stresy .. ...................... 157
Padli travni
— Hordeum vulgare; Erysiphe (Blumeria) graminis f. sp. hordei;

specificka odolnost; jarni jemen; odridy; vynos ............ 149
Pastevni systém
- rotaéni; k jalovice; p ipice;kvalita .......... 287
Pekai'skd jakost
— jarni tritikale; hnojeni N; zpracovéni pidy; vliv ............. 337
— zmo pienice; gluteninové bilkoviny; predikce .............. 11
Peronospora chmelova
— Zatecky polorany &erveiidk; plany chmel; vyskyt............. 313
Pesticidy
- zapleveleni; jamni je¢men; vynosy; vliv pesticidi. . ............ 19
Picniny ;
— agrobotanické rozbory; spektroskopie; NIRS ............... 245
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Plany chmel
— testace; morfolog1cky popls chmclové pryskyfice; chmelové

silice; p p Slechténichmele .............. 313
Poditek kveteni
—svazenka vrati®olistd; odridy; vliv . ... oL 275
Pocet stonkii
- brambory; odridy; krédjeni sadby; vliiv ... ool 141
Podzemni vody
— chemické sloZeni; emise; atmosférické srazky; aglomerace

Hradec Krilové - Pardubice ..............c.ooovviiinin.. 321
Pohanka setd
- odridy; hodnoceni; genetické zdroje; variabilita; kvalita .. . . ... 361
Pokryvnost
— luéni porost; zmény pokryvnosti; vliv mulovéni . ............ 553
Polni vzchazivost
- ozima p3enice; vynos; vliv vzchdzivosti .................... 133

— travni druhy; algindtovy preparit S-90; vliv na vzchédzivost . . .. 525
Polymerézovi Fetézovi reakce (RT-PCR)

— brambory; PVY; detekce; kmenova diferenciace; biotest . . . . . .. 545
— chmel; 3lechténi; genetické zdroje; testace planych chmeld .... 313
Polymorfismus
- genotypy; identita; homogenita; hodnoceni; cizrna berani;

hrachor sety: . oo iaeisimois s R re R s e 103
Porost
~ hustota a vy$ka porostu; laskavec; odridy; mezifadkova

VRHBIONOSE VIV, . o5 5o simioriocsimmn s7vioeis 8608 575 90e 808 8 Lo s SR 00 50 71

- zaloZeni porostu; vojtéska; kvalita pice; vliv zaloZeni porostu . . . 353
- zastinéni porostu; trivy; vynos; kvalita pice; morfologie rostliny 431

Povodiiovy priitok
~ specificky drendZni odtok; podil na velikosti povodiiového
POIOKNG, s s s aase s eiia e e Wk ates e s 237
Povrchovy odtok
— malé vodni toky; revitalizace; scénifové simulace ............ 223
Ptedplodina
- ozim4 pienice; vynosy; ekonomicka efektivnost; vliv
PYCOPIOTRNY, ii:vimsswrmvsnsone o sim viai v STeF RSN OO S 133
Prirodni antioxidanty
- ozimé fepka; koferoly; fenolické slouceniny . ....... 97
Prisev
— bezorebné pfisevy; travni porost, botanické sloZeni; zmény . .. ... 39
- pisové pfisevy; travni porosty; lyofilizované pudni vyluhy;
alelopatie; délka hypokotylu a kofenu; kli¢ivost ............. 251
~ sméska; hodnotné byliny; druhova diverzita; zmény travniho
POPOSIE e o o7 o S e v A SR SRR 123
P3enice
- ozimi
— metabolismus cukri; obilni mSice; vliv .................... 81
— pekafska kvalita zma; predikce; elektroforéza . ............. 111
— predplodina; zpracovéni pidy; hnojeni; ekonomicki
efektiviost; VIV oo smnmmivav s vyt mins. 133
Pida
—denitrifikace vpid& ............... ... 5, 385, 395, 403, 437
- kontaminace pud . . . . 117,209, 217, 325, 477
—POONEKYSEIOS: o srmmnias whasn SR RRRE NG 117, 395, 471
- pidni mikroorganismy 187
~ pudni precipitity . ... 281
SPOIIRYDY «aommiommismnsiuionis siorsin smerssnss wiaiaiacs 25 331, 403, 437
= PUANE VIASIIOSH cvsvtsrisisnits MO SRR L SRR 51,395
- pudni vyluhy ... .. 251,267,419, 443, 449, 457
ifemediace pid: v amsnsmusssns RIS 209, 477
—rizikové prvky .... 1,7, 15,117, 187, 203, 209, 217, 231, 261, 331,
.............. 409, 419, 427, 457, 477
SVIMKOREPUAY,: c.ormsmemma atmm ey i R T 553
—vyplavovini N z pudy ... ool T3
SVHHEPOAY.. .. coremmsecn sy SRamenisn s e esms 193, 553
SEMBEPO o s S ST S SR SRR 203, 409, 427
—zpracovnipidy ................ 51,59, 133, 167, 337, 403, 437
=ZranieInost pUAY - irisa s AR R e e 203
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Pudni kyselost
— denitrifikace; omé pudy; CR; hnojeni; pidni vlastnosti; vliv. ... 395

— dlouhodobé hnojeni; vapnéni; vIiv ... 471
-k i pud; k i @zké kovy; SR ...l 117
Pudni mikroorganismy

- aktivita; pfidavek Ni a As; fedkvicka; vliv pfidavku . ......... 187
Pidni vyluhy

~ metody; stanoveni mikroelement .. ............... ... ... 443
~ obsah Al; zem&délské a lesni pudy; Sumava .. ... 419
~ obsah Cd; rostliny; Cistirenské kaly; vliv aplikace . . . 449

— obsah Hg; Cistirenské kaly; vliv aplikace . .......... ... 267

— obsah Zn; puda; rostliny; Eistirenské kaly; vliv aplikace . . 457
— travni porosty; pasové pfisevy; alelopatie; lyofilizace; kllélvosl
délka hypokotyluakofenh . ..............oooiiiiiinen. 251

Redox potencidl
- denitrifikace; hnédozem; nitréty; oxid dusny; extrahovatelny
Cox

Regulaéni faktory
- respiracni denitrifikace; puda; terminologie; metodologie.. . . . .. 385
Remediace pt’ld
— fy inované pudy; &i ké kaly;
energetickE oSN .- v sty pw i i e 477
- zem&délské pudy; tvrdé, mékké remediace pud; imobilizace
stopovych prvki; vapnéni; organické latky ................. 209
Resorpce Zivin
- cukrovka; zpracovani pidy; hnojeni; vliv na resorpci . ......... 59

- kukufice; zmo; davky Zn; obsah Zn v pidé; vliv na resorpci. . . . . 15
Revitalizace

- malé vodni toky; hydrologicka bilance; scéndfové simulace . ... 223
Ribavirin
- PVS; eradikace; chemoterapie invitro . . ................... 539
Rizikové prvky
U . 1,7, 15, 117, 187, 203, 209, 217, 231, 261, 331, 409, 419,
............................................ 427,457,477
=TOStHNY o s nsmmm s smmmamme 1,7, 15, 187, 261, 267, 449, 457, 477
Ropne produkty
i pud; biodegradace; kejda prasat; hnojeni; vliv . ... 325
Rostliny
- As; Cd; pfijem; distribuce; transferfaktor .................. 463
- energetické rostliny; rizikové prvky; transfer; kontaminované
PUAY. s s e s e R 477

- obsah prvku v rostlinich; aplikace Cistirenskych kalu; vliv
-Cd

- rostlinné druhy; tolerantni a citlivé populace; rist; obsah
CHIOTORYIUS VAV Gl co-asicvcsmosminnss st aesi s e SR e AR 261

Rovnice BET

- tabdk; odrudy; osivo; vihkostsemen. ...................... 529
Rovnice GAB

— tabdk; odrudy; osivo; vihkostsemen ...................... 529
Rtuf

- Cistirenské kaly; aplikace; obsah Hg; rostliny; pudni vyluhy ... 267
Rust

- kukufice; jezatka kufi noha; vidhovy reZim; kofeny; nadzemni

GBS - :00e s 0 mosoiasoinisonmmis s dmis o imin s enats S (o B S S eSS 65
- rostliny; tolerantni a citlivé populace; vlivCu ............... 261
Redkvicka

- akumulace As; formy As; pida; vynos. . ...l
- As; Cd; koncqnuace; distribuce; odbér; tranferfaktor. .
- pfidavek Ni a As; rust; pidni mikroorganismy; vliv pfidavku .. 187

Repka
- jarni fepka (Brassica napus L.)
~ hnojeni N; vysevek; termin vysevu; vynos semene; vliv...... 163
- ozimd fepka
- ; pfirodni antioxidanty; tokoferoly; fenolické sl iny . 97
XI



Sekvendéni analyza
- stopové prvky; puda; vazby prvki v pudé; zranitelnost pudy;
pouZiti sekvenénianalyzy ............... ...l 203, 209
Selekce
- selek&ni ukazatele; ozimé obilniny; odridy; nizk4 hladina Zivin;
Predikee VIO i A e B AR AR 157
Selektivni sorbent
= Cd;:sorpee;plda i s iiiadss iR T 231

Semeno
- cizrna berani; vynos semena; hmotnost 1000 semen; herbicidy;
preemergentni oSetfeni; VIV, .. ....ooiiiiiiiiii i 183
- jarni fepka; vynos semena; hnojeni N; vysevek; termin vysevu;
L T 163
— laskavec; vynos semena; hmotnost 1000 semen; odrida;
mezifadkova vzdalenost; vliv. . ... ... ... ...
- ozimd fepka; pfirodni antioxidanty .........
- svazenka vratiolistd; odridy; vynos semen . . 2
- tabdk; odrudy; vlhkost vzduchu ......... ... ... .. .0l

Sérotypizace
— virus Y bramboru; detekce; kmenové diferenciace; RT-PCR . . .. 545
Simulaé¢ni model
~ vodohospodafska soustava; nadrZe; pfitoky a odtoky vody;
kvalita:vody; FEnUSH . ..o oo mmmmsrmpoensivsm s pmwssvs s 517
Skanovaci elektronovy mikroskop
- vyuZiti; luvizem pseudoglejova; mikrokonkrece ............. 281
Skladkové choroby
— brambory; odridy; krajeni sadby; vliv. .. ... 141
Sladovnick4 jakost
- jarni je¢men; odridy; rocnik; technologie sladovéni. .......... 45
Slatina
- remediace zemédélskych pud; imobilizace stopovych prvki . . .. 209
Slovenské republika (SR)
- kategorizace zeméd€lskych pud; kontaminace; t&zké kovy ..... 117
~ lokalita Nitra; model EPIC; simulace vynosi plodin; ovéfeni
IOBEI 500 ciosia cp o SRS S A s RV TN 77
- Vychodoslovenské niZina; klimatické charakteristiky. . ........ 89
Sorpce
- Cd; plda; selektivnisorbent ............... ... ool 231
— sorpéni vlastnosti; osivo; tabdk; odridy. .. ................. 529
Speciace
— formy; t€2ké kovy Cu, Pb, Cd, Ni; karbonitova éernozem ..... 331

Spektroskopie v blizké infracervené oblasti (NIRS)
~ luéni rostliny; rostlinné fenoly; kvalita pice; traveni vldkniny . .. 561

— picniny; travni a jetelové porosty; agrobotanické rozbory ... ... 245

— trivy; jeteloviny; fyzikdlni vlastnosti; pfijem pice zvifetem ... .347

SréZkové vody

— makroprvky; feka Rusava; povodi; zem&délské vyuZiti ........ 503

Stanovisté

- brambory; velmi rané odriidy; vyZiva N; obsah Fe, Mn,Cu .. .. .. 1

Stopové prvky

- puda

— potencidlng rizikové prvky; inundovani a neinundovana pida;

TORALADE oo as Saiomn osmE e b s 217

- remediace pud; imobilizace prvki; vipnéni; organické latky .. 209
— vazby prvkil v pidé€ a v pidnich jednotkéch; pouZiti sekvencni

BRI ZY: o S U S R R R s G S S 203

Sudina
— bramborové hlizy; obsah suSiny

— benzolinon (Rastim 30 DKV); vliv. . ... 533

- odrudy; kréjeni sadby; vliv . 141
—dobrovolny pfijemsudiny (VD). ..., 347
— svazenka vraticolistd; odridy; vynos susiny ................ 275
Svazenka vratiColista (Phacelia tanacetifolia Benth.)
~ odridy; zelend hmota; suina; semeno; pocatek kveteni; kvalita

BIOMASY :oucsieinsinias: senisa s sanwissimm senvsiesnnsse 275

XII

Svétovy sortiment chmelovych odriid

- vynos; alfa-hofké kyseliny; stabilita; stafi rostlin ............ 305
Skrob

— obsah §krobu; brambory; hliza; b li vliv li .. 533
Slechténi

— chmel; testace planych chmeld; genetické zdroje ............ 313
Spenit

~ As; Cd; koncentrace; distribuce; odbér; transferfaktor ........ 463
Sumava

- zem&d&lské a lesni pidy; toxicka forma Al; frakcionace Al . ... 419

Tabék
— odridy; osivo; sorpénf vlastnostiosiva . ...l 529
Terminologie
~ denitrifikace v plidé; studie; soudobé poznatky .............. 385
Termin vysevu
— jarni fepka; vynos semene; vliv terminu vysevu. .. ........... 163
Tézké kovy
- Cu, Pb, Cd, Ni; formy speciace; karbonatovd dernozem .. ... .. 331
— kontaminace pid; kategorizace piid; SR.......... R 117
— pridavek Ni a As; fedkvicka; rist; pidni mikroorganismy; prah

OLraNCe: i s i ni v e R R e s 187
Tokoferoly
- pfirodni antioxidanty; ozimd fepka; semeno ................. 97
Travni porvs!y

botanické rozbory; spel kopie; NIRS ............... 245

- botnmcké sloZeni; vynos; obnova, bezorebné piisevy; hnojeni ... 39
— fyzikélni vlastnosti; pfijem pice zvifetem; predikce; NIRS;

L T ——— 347
— pastvina; kvalita pice; pastevni systém; jalovice ............. 287
— prisev smésky; floristicka skupina; hod byliny; hod i

OO a5 s e R N e S SR I S R R SR S 123
— travni druhy

- pasové pfisevy; lyofilizované pudni vyluhy, kliCivost; délka

hypokotylu a kofene; viivvyluhu ....................... 251

— vzchézivost; algindtovy prepardt S-90; vliv ............... 525

— trvalé travni porosty
~ vodni reZim; bioindikaéni metody; citlivost metod;

TELOHOIOEICKEASPOINY. ..o c.crvioism e wisismmmudsosionsiamesd 565
- vyuZiti pidy; dhor; muléovini; vldhovy reZim;
CVAPOIMBDSPITACE. ..o s ivayarovsiessin e s scrisios s woprioss ie ssnssm ate 193
— vlhkost pady; evap irace; zmény t ického sloZeni
a pokryvnosti; vynos plcc vliivmuldovani ................. 553
~ zastinéni porostu; vynos; kvalita pice; morfologie rostliny . . ... 431
Travni smésky
— pfisev; floristicka skupina; hodnotné byliny; druhové diverzita;
Zména travniho POTOSIU. . .. .. vuvvue ittt 123

Trifolium pratense, cv. Vesna
- kligivost; délka hypokotylu; délka kofene; lyofilizované padni
s L e R R e e O B B 251

Ukinné litky

— tvorba litek; Echinacea purpurea (L.) Moench.; hnojeni N . ... 489
Uhlik

— denitrifikace; orné pidy; CR; hnojeni; piidni vastnosti; viiv. ... 395
Uhor

~ trvalé travni porosty; evapotranspirace; vlihovy reZzim ........ 193
Vanad

- celkovy obsah v piidg; stanoveni; metoda ICP-AES . ......... 427
Vépnéni

- dlouhodobé¢ vapnéni; pH pid; vynosy plodin; viiv ........... 471
- remediace zemédelskych pid; imobilizace stopovych prvka ... 209
Viry

- brambory

— virus S (PVS); eradikace; chemoterapie; ribavirin; ELISA ... 539
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- virus Y (PVY); detekce; kr dife ; biotest;
sérotypizace; RT-PCR ... iuii.ivaanividiniiieiiiiniia 589
~ chmel
~ virus mozaiky jabloné& (ApMV); Slechténi; genetické zdroje;
testace planyeh CRmBIN. ....o.sco oo sswrasmsmsmaenasisamiages 313
Vidhovy rezim
— kukufice; jezatka kufi noha; zapleveleni; konkurence .......... 65
— trvalé travni porosty; vyuZiti pidy; Ghor; mulCovani;
EVAPOLADSPITADS .. ..o smaiminss ¢ sisesioimine winaiaisiam siminsarsye Sriagess 193
Vihkost piidy
- luéni porost; mul€ovini; vliv na vlhkostpady ............... 553
Vodni rezim
- louky; bioindika¢ni metody; citlivostmetod .. ............... 565
Vodohospodifski soustava
- simulaéni model; nidrZe; pfitoky a odtoky vody; kvalita vody;
TR T s o R T P R S 517
Vojtéska
~ kvalita pice; odriida; zaloZeni porostu; vliiv ................. 353
Vynosy plodin - vlivy
- hmmbory odrida; krdjendsadba ... 141
— cizma berani; - i e 183
- cukrovka — zpracovéni pudy. hanCm ............ 99
— chmel; vynos; kvalita — isporné zéavlahy . . . . .. 293,299
- jarni je¢men - hnojeni N; pesticidy; zapleveleni .............. 19
- jarni je¢men — odridové smési; padli travni; specificka odolnost 149
— jami fepka; semeno — termin vysevu; vysevek; hnojeni N .. .. .. 163
- jnml tritikale — hnojeni N; zpracovani pidy ............ sy 1337
1 smésky - upl. jetele luéniho; fixace N2 A7
- kukuhce dévky Zn; obsah Zn v piid¢ . . o~
- kukufice - zaloZeni porostu; hnojeni N . .......... )

- laskavec; semeno — odriida; mezifidkova vzdélenost . .

—ozimd p3enice — piedplodina; zpracovini pudy; hnojeni L1133
~ ozimé obilniny; odridy — nizké hladina Zivin . . .. .. .. T Lo}
- rizné plodiny — hnojeni; hniij; NPK; vépnéni .. ............. 471
- svazenka vrati¢olistd; zelend hmota; sudina; semeno — sortiment
OO o0t emielssr QR38R RS LT S T SRR A 275
~— travni porosty — typy porostil; hnojeni Ay
— trévy; vynos; kvalita pice — zastin&ni porostu . .............. 431
— Zito; tvorba vynosu — hybridniodridy . . .................... 31
Vyplavovini
- N; plida; hnojivo; lyzimetry; zplisob pEstovani .. ............. 173
Vysevek
— jarni Fepka; vynos semene; vliv vysevku ...l 163
— Zito; hybridni odridy; populaéni odrida; tvorba vynosu. . .. .... 31
Vyuziti pidy
- luéni porost; mulCovini; vlihovy reZim; botanické sloZeni;
PORBIVIIONE 1.8 5 0 o8 s v s e s cme g 553
— trvalé travni porosty; thor; mul¢ovéni; vldhovy rezim .. ....... 193
Zapleveleni
- jeZatka kufi noha; kukufice; konkurence; vidhovy rezim ........ 65
~ pesticidy; jarmi je¢men; vynosy; vliv pesticidd . .............. 19
Z4t&Z pid
~ stopové prvky
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- stanoveni prvki; metoda ICP-AES ...................... 427

~ testace zAtéZi; mikrobiologické metody; bioch ké metody 409

— vazba prvki v plidé; stanovent; sekvenéni analyza . ......... 203
Zelend hmota
— svazenka vratiolista; odridy; vliv; vynos zelené hmoty ...... 275
Zemédélské plodiny
~ simulace vynosi; model EPIC; verifikace modelu; lokalita

IR SR s S B R TS R S 3% 77
Zemédllské pidy
- gorizace pud; | zkékovy; SR ... . ... 117
- remediace pid; vapnéni; organické latky; hnuj; kompost; slatina 209
- testovini zatéZi pid; rizikové prvky; metody ............... 409
- toxické formy Al frakcionace Al; fak analyza; § 419
Zinek
- celkovy obsah v piidé; stanoveni

~metoda DTPA i il s o s i s S s sh i 5%

- metoda ICP-AES . .

— metoda Mehlich ITI
- davky Zn; obsah Zn v pudé; zmo kukufice; vynosy; N latky;

TESOIPOR VAN v 555 v v o0 ol Py v D T B e 15
- puda; rostliny; obsah Zn; &istirenské kaly; vliv nphknce ....... 457
~ testovini zatéZi pud; mikrobiologické metody; bioch k

IRRRY o e e R e T T e TR IS 409
Zpracovini pidy
~ jamni tritikale; mlynafska jakost; pekafska jakost; vliv

ZpracoVARE pUAY: .:-i v s s i s GeaamEaaan 337
— minimélni; hnédozem,; denitrifikace . . .. 403
- omezené; hnédozem; denitrifikace .. ...................... 437
- orba; kypfeni; bez zpracovéni pudy; zaloZeni porostu; kukufice;
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