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VLIV BENZOLINONU NA TVORBU BRAMBOROVÝCH
HLÍZ

THE EFFECT OF BENZOLINON ON POTATO TUBER FORMATION

J. Zrůst1, M. Henselová2

'Potato Research Institute, Havlíčkův Brod, Czech Republic
"Department 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. III). 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 (Zahradníček et al., 1993) like it was the case in sugar beet roots, tomatoes, hot 
and sweet peppers, spring barley and corn (Henselová, Pohanková, 1992; Henselová, Konečný,!994).

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

ABSTRAKT: V maloparcelkových polních pokusech byly v letech 1991 až 1993 u dvou odrůd brambor (Solanum tubero­
sum L.) studovány biologické účinky auxinoidu a jeho vliv na kvalitu hlíz formou přípravku Rastim 30 DKV (regulátor 
rostlinného růstu s účinnou látkou 3-[benzyloxykarbonylmetyl]-benzotiazolin-2-on). Prověřovali jsme tři rozdílné způsoby 
aplikace, resp. osm různých dávek a srovnávali dva nejvhodnější termíny použití přípravku ve vegetaci. Preparát ve všech 
letech kladně a statisticky průkazně ovlivnil jak počet (o 18 až 25 %), tak hmotnost (o 13 až 24 %) konzumních hlíz velikosti 
4 až 7 cm. Nejvhodnější byla aplikace na porost oproti kombinovanému ošetření (sadby i porostu), resp. ošetření pouze sadby 
(máčení hlíz). Parametry kvality hlíz nebyly účinnou látkou přípravku významně ovlivněny.

brambor; Rastim 30 DKV; počet hlíz; hmotnost hlíz; obsah škrobu; procento sušiny; obsah dusičnanů

ÜVOD

V minulých letech byl studován vliv několika typů 
růstových regulátorů na brambory. Byla hodnocena 
tvorba hlíz, resp. jejich kvalita a výnos (Zrůst, M í - 
ča, 1989). U převážné většiny pokusů nebylo zjištěno 
významné ovlivnění produkčních procesů. Statistická 
významnost výsledků se měnila jak v letech, tak ve 
variantách pokusu. Při hodnocení kvality hlíz (sušiny, 
škrobnatosti, obsahu dusičnanů) byly zaznamenány ješ­
tě větší výkyvy v jednotlivých letech i termínech apli­
kace růstových regulátorů (Zrůst, 1990).

Ověřovali jsme také účinky syntetického regulátoru 
rostlinného růstu benzolinonu. Tato látka byla použita 
také u jiných rostlinných druhů к ovlivnění jejich růz­
ných fyziologických pochodů. Rychlost stárnutí seg­
mentů listů ovsa po její aplikaci porovnávali s některý­
mi jinými růstovými látkami Klíčová et al. (1994). 
Citovaní autoři zjistili, že auxin brzdí odbourávání 
chlorofylu sice méně účinně než cytokinin, ale účinněji 
než benzolinon, projevující i v jiných případech účinky 
auxinu. Benzolinon ovlivňuje regeneraci pletiv stejným 
způsobem jako a-naftyioctová kyselina (NAA) a je 
rovněž vhodný pro regeneraci listových pletiv in vitro
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(Procházka, 1992). Při sledování pupenu odříznuté 
dělohy z klíčních rostlin hrachu (v koncentracích 50 
a 150 mg.!-1) benzolinon značně zvyšoval inhibiční 

účinek auxinu ve formě kyseliny indolyl-3-octové 
(IAA) (Rauscherová et al., 1991).

V našich pokusech jsme ověřovali biologický účinek 
benzolinonu na kvantitativní i kvalitativní charakteristiky 
brambor. Hodnotili jsme rozdílné aplikace i dávky pří­
pravku a zkoumali nejvhodnější termín jeho použití.

MATERIÁL A METODA

Maloparcelkové polní pokusy jsme zakládali v le­
tech 1991 až 1993 na pokusné stanici Valečov v nad­
mořské výšce 460 m, v bramborářské oblasti, na pů­
dách lehčích až středně těžkých, se střední až dobrou 
zásobou fosforu, malou až dobrou zásobou draslíku 
a malou zásobou hořčíku. Do pokusu byly zařazeny 
dvě odrůdy brambor: Karin (raná, konzumní salátová) 
a Svatava (poloraná, konzumní). Pokus byl založen ve 
čtyřech blocích, do každého bloku byly zařazeny obě 
odrůdy; počet variant se v jednotlivých letech měnil. 
V prvých dvou letech pokusů bylo zvoleno sedm va­
riant, ve třetím roce pouze kontrolní a jedna perspek­
tivní varianta, ve které se kombinovaly úspěšné aplika­
ce z předchozích dvou let pokusů. Použití dávky NPK 
(hlavních živin) bylo ve všech letech stejné: N 80 kg, 
P 57 kg, К 110 kg v přepočtu na 1 ha. Pokus byl uspo­
řádán v systému kolmo dělených dílců.

Prověřovaným přípravkem byl Rastim 30 DKV, kte­
rý vyvinul Výzkumný ústav chemické technologie 
v Bratislavě. Držitelem registrace a výrobcem prepará­
tu je v současné době ISTROCHEM, a. s., Bratislava. 
Jeho účinná látka je benzolinon (3-[benzyloxykarbonyl- 
metyl]-benzotiazolin-2-on) (V а г к o n d a et al., 1985). 
DKV úprava přípravku znamená dispergovatelný kon­
centrát pro ředění vodou, obsahující 300 g účinné lát­
ky v 1 I.

V pokusu byly uplatněny tyto aplikace přípravku: 
1. ošetření sadby koncentracemi: 0,0003; 0,0015 

a 0,003%

2. ošetření porostu:
- dva týdny po vzejití dávkou 100 ml.ha-1
- ve stadiu poupat dávkami: 3 0; 100; 15 0 a 300 ml.ha-1

3. kombinace obou způsobů:
- ošetření sadby 0,003% roztokem a aplikací na list 

dva týdny po vzejití dávkou 100 ml.ha-1

- ošetření sadby 0,003% roztokem a aplikací na list 
ve stadiu poupat dávkou 100 ml.ha-1

- ošetření sadby 0,0045% roztokem a aplikací na 
list ve stadiu poupat dávkou 100 ml.ha""1

Dávky přípravku ve vegetaci se v přepočtu na 1 ha 
dávaly do 444 1 vody, aby bylo možné aplikovat na 
každý trs 10 ml roztoku. Pokusný spon byl 75 x 30 cm, 
tj. 44 444 trsů.ha-1. V prvních dvou letech proběhly 

pokusy ve čtyřech a ve třetím roce v šesti opakováních.
Sadba byla ošetřena dva dny před výsadbou ponoře­

ním hlíz po dobu 3 s do příslušného roztoku přípravku. 
Hlízy pak byly uloženy na lísky, aby roztok oschnul. 
Po ruční výsadbě do předem vyznačeného sponu byla 
v pokusech během vegetace zajištěna plná mechanická 
kultivace a zabezpečena ochrana proti plísni bramborové.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Počet hlíz byl nejvíce ovlivněn směrem к vyšším 
velikostem konzumních hlíz (4 až 7 cm) ve všech třech 
letech u obou odrůd. Příznivě se v roce 1991 projevilo 
ošetření sadby 0,0015% koncentrací přípravku, ve ve­
getaci pak ošetření dávkami 30 a 150 ml u odrůdy Ka­
rin a 30 a 300 ml u odrůdy Svatava (obr. 1). Výsledky 
byly na hranici statistické průkaznosti vůči kontrole. 
V následujícím roce byly tyto výsledky potvrzeny. Obě 
aplikace ve vegetaci (100 ml přípravku dva týdny po 
vzejití a ve stadiu poupat) byly průkazně, resp. vysoce 
průkazně lepší než kontrola stříkaná vodou (tab. I). 
Kombinace (máčení sadby 0,003% roztokem a postřik 
100 ml přípravku na porost ve stadiu poupat) také po­
zitivně ovlivnila počet hlíz ve velikostní kategorii 4 až 
7 cm, ale i u hlíz malých (pod 4 cm) u obou odrůd 
v roce 1993 (obr. 2).

I. Počet hlíz na trs ve velikostní kategorii 4 až 7 cm 
ovlivněný Rastimem 30 DKV v roce 1991 (popis variant 
viz tab. II) - Tuber number per hill in a 4 to 7 cm size 
category as influenced by Rastim 30 DKV applications 
in 1991 (treatments see Tab. II)

osa x: varianty - x axis: treatments
□ Karin
^ Svatava
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1. Analýza rozptylu počtu hlíz velikosti 4 až 7 cm u kontroly a šesti pokusných variant u dvou odrůd v roce 1992 (zahrnuto 30 trsů) - 
Analysis of variance of tuber number of the size 4 to 7 cm in control and in six experimental treatments of two varieties in 1992 (30 hills 
involved)

Zdroj proměnlivosti1 N2 Součet čtverců odchylek3 F-hodnoty4 Významnost5

Opakování6 3 899,196 1,510

Varianty7 (A) 6 4 531,357 3,804 **
Odrůdy8 (B) 1 23 247,875 117,109 **
A x В 6 2 710,500 2,276 *
Zbytek9 39 7 742,054

Celkem111 55 39 130,982

* statisticky průkazný rozdíl11 (P < 0,05)

** statisticky vysoce průkazný rozdíl12 (P < 0,01)

Průkazné rozdíly13

Varianty Průměr14 Tukey Odrůdy Průměr 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 1
Varianty:
1 - kontrola15
2 - ošetření sadby roztokem16 0,0015%
3 - ošetření sadby roztokem 0,003%
4 - kombinované17: sadba 0,003% + porost 100 ml dva týdny po vzejitíIH
5 - kombinované: sadba 0,0045% + porost 100 ml ve stadiu poupat19
6 - aplikace na porost20 100 ml dva týdny po vzejití
7 - aplikace na porost 100 ml ve stadiu poupat

‘source of variability, 2d.f, 3sum of squares, 4P-values, ^significance, Replication, treatments, xvarieties, 9residuum, “’total, “statistically 
significant difference, “statistically highly significant difference, “significant differences, l4mean, “control, l6seed treatment with solution, 
“combined, lxseed + crop two weeks after emergence, l9seed + crop at the stage of flower buds, ^’application to the crop

2. Počet hlíz na trs u kontrolní a kombinované varianty s apli­
kací Rastimu 30 DKV v roce 1993 - Tuber number per hill in 
control and in combined treatment with Rastim 30 DKV appli­
cations in 1993

□ kontrola - control
^ kombinovaná varianta - combined treatment

Analýza rozptylu hmotnosti všech hlíz ukázala rov­
něž mezi variantami průkazné až vysoce průkazné roz­
díly, ale vliv přípravku se pozitivně neprojevil (např. 
výsledky z roku 1991, tab. II). Hmotnost hlíz byla ben­
zolinonem kladně ovlivněna především u kategorie hlíz

velikosti 4 až 7 cm ve všech třech letech u obou odrůd. 
V prvním roce pokusů se v této kategorii uplatnily lépe 
varianty s aplikací na porost ve vegetaci (v období 
tvorby poupat) oproti variantám s ošetřením sadby. 
O rok později se tyto diference ještě zvýraznily (tab. III).
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II. Analýza rozptylu hmotnosti všech hlíz v kg u kontroly a šesti pokusných variant u dvou odrůd v roce 1991 (zahrnuto 30 trsů) - 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 proměnlivosti1 v2 Součet čtverců odchylek3 P-hodnoty4 Významnost5

Opakování6 3 10 324,419 1,929

Varianty7 6 159 656,160 14,915 **

Odrůdy8 1 424 325,401 237,846 **

A x В 6 16 808,660 1,570

Zbytek9 39 69 577,455

Celkem10 55 680 692,095

** statisticky vysoce průkazný rozdíl12 (P < 0,01)

Průkazné rozdíly13

Varianty Průměr14 Tukey Odrůdy Průměr Tukey

1 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

5 39,01

6 38,60

Varianty:
1 - kontrola15
2 - ošetření sadby roztokem16 0,0003%
3 - ošetření sadby roztokem 0,0015%
4 - ošetření sadby roztokem 0,003%
5 - aplikace na porost ve stadiu poupat21 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, 2‘application to the crop at the stage of flower buds

III. Analýza rozptylu hmotnosti hlíz v kg velikosti 4 až 7 cm u kontroly a šesti pokusných variant u dvou odrůd v roce 1992 (zahrnuto 30 
trsů) - 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 proměnlivosti1 N2 Součet čtverců odchylek3 F-hodnoty4 Významnost5

Opakování6 3 774,091 0,376

Varianty7 (A) 6 24 138,571 5,861 **
Odrůdy8 (B) 1 70 537,901 102,758 **
A x В

Zbytek9

6

39

22 533,035

26 771,383

5,471 **

Celkem10 55 144 754,983

** statisticky vysoce průkazný rozdíl12 (P <0,01)

Průkazné rozdíly13

Varianty Průměr14 Tukey Odrůdy Průměr Tukey

7

6
4

2

5

3

1

11,63 

11,06

11,05 

10,78 

10,64

10,34 

9,37

5% 1,29
1% 1,54

Svatava 11,82

9,57

5% 0,45
1% 0,60

Varianty viz tab. I
Treatments see Tab. I

For 1-14 see Tab. I
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3. Hmotnost hlíz (g) ve velikostní kategorii 4 až 7 cm 
ovlivněná 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. I)

osa x: varianty - x axis: treatments

Bža Svatava

4. Hmotnost hlíz (g) na trs u kontrolní a kombinované 
varianty s aplikací Rastimu 30 DKV v roce 1993 - Tuber 
weight (g) per hill in control and in combined treatment 
with Rastim 30 DKV applications in 1993

□ kontrola - control
83 kombinovaňá varianta - combined treatment

Obě varianty s aplikací na porost v období dvou týdnů 
po vzejití a tvorby poupat spolu s variantou kombino­
vanou (máčení hlíz v 0,003% roztoku s následným po­
střikem v dávce 100 ml přípravku dva týdny po vzejití) 
měly vysoce průkazně vyšší hmotnost hlíz než kontro­
la. Varianty rozdílné jen statisticky nevýznamně jsou 
seřazené od nejvyšších к nejnižším hodnotám v tomto 
pořadí: varianty s aplikací na porost; varianty s kombi­
novaným ošetřením (sadby a porostu); varianty s ošet­
řením sadby máčením hlíz (obr. 3). Z obr. 3 není uve­
dené pořadí variant na první pohled patrné. Vezmou-li 
se průměrné hodnoty ze součtu obou odrůd, tyto ten­
dence se zvýrazní (tab. III). Rovněž v roce 1993 byla 
kladně, avšak neprůkazné ovlivněna kombinovaná va­
rianta (máčení hlíz s následnou foliární aplikací ve sta­
diu tvorby poupat) u obou odrůd v kategoriích hlíz ve­
likosti 4 až 7 cm a do 4 cm (obr. 4). V kategorii 
velkých hlíz nad 7 cm byly výsledky opačné.

Podobné zvýšení výnosů, které zjistili někteří autoři 
u dalších plodin, jako jsou např. rajčata, kořeninové 
a konzumní papriky, cukrovka, jarní ječmen, kukuřice 
(Henselová, Pohanková, 1992; Henselo- 
v á, Konečný,! 994), cukrovka pěstovaná na pro­
vozních plochách (Zahradníček et al., 1993), jsme

zaznamenali též u brambor, především v určité veli­
kostní kategorii (u konzumních hlíz).

Při ovlivnění výnosu brambor jde zřejmě též o regu­
laci metabolických procesů biologicky aktivní látkou. 
Jak uvádějí Henselová, Konečný (1994), ovliv­
ňuje tento přípravek nativní hormonální systém ošetře­
ných plodin a jejich metabolismus, zvyšuje aktivitu 
a obsah nativních fytohormonů. Z hlediska růstové bio­
logické aktivity jde o účinný auxinoid.

Tvorba hlíz je u brambor hormonálně regulována 
(např. Ewing, 1995). Zakládání hlíz je proces spoje­
ný s potlačováním vegetativního růstu a přesměrová­
ním sinku (úložného prostoru pro fotosyntáty) z nad­
zemní do podzemní části rostlin (Ewing, 1990). 
Z publikovaných prací vyplývá, že důležitější než hladi­
ny jednotlivých fytohormonů jsou jejich vzájemné kon­
centrační vztahy, zejména poměr kyseliny abscisové ku 
giberelinům. Auxiny stimulují dlouživý růst, tvorbu ko­
řenů, resp. dělení buněk. (Jsou důležité rovněž pro vy­
víjející se plody.) Některé publikace uvádějí mírný vzes­
tup endogenní kyseliny indolyl-3-octové v době iniciace 
hlíz (např. Procházka, Šebáneк, 1997).

Kvalitativní charakteristiky hlíz nebyly účinnou lát­
kou Rastimu 30 DKV průkazně ovlivněny. Co se týká
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5. Obsah sušiny (%) u kontroly a šesti variant s aplikací 
Rastimu 30 DKV v roce 1992 - Dry matter content (%) in 
control and in six treatments with Rastim 30 DKV appli­
cations in 1992

osa x: varianty - x axis: treatments
□ Karin
^ Svatava

obsahu škrobu, měly hlízy z kontrolní varianty ve 
všech třech letech neprůkazné vyšší hodnoty a obdobně 
vykazovaly vyšší procento sušiny než varianty ošetřené 
(obr. 5). Obsah dusičnanů měly hlízy z některých va­
riant (při ošetření sadby i aplikací na porost) vyšší 
oproti jiným variantám, u nichž byly použity odlišné 
koncentrace sledovaného přípravku, vůči kontrole však 
neprůkazně. U brambor se tak nepotvrdily výsledky, 
které publikovali Zahradníček et al. (1993) u cuk­
rovky, nebo Henselová, Pohanková (1992) 
a Henselová, Konečný (1994) u dalších plo­
din, u nichž byl sledován mnohem větší počet kvalita­
tivních charakteristik i dalších parametrů výnosu pěs­
tovaných rostlin než v našich pokusech.
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ELIMINACE VIRU S BRAMBORU CHEMOTERAPIÍ
IN VITRO TA POUŽITÍ RIBAVIRINU

POTATO VIRUS S ERADICATION BY CHEMOTHERAPY IN VITRO
USING RIBAVIRIN

V. Horáčková

Potato Research Institute, Havlíčkův 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 eliminován ze systémově infikovaných rostlin osmi kříženců a čtyř odrůd bramboru 
v kultuře in vitro kultivací na živné půdě obsahující syntetický ribosid ribavirin. Ke snižování koncentrace viru docházelo 
postupně, po opakovaném pasážování horních částí rostlin na médium s ribavirinem. Projevil se vliv použité koncentrace, 
počtu pasáží a ozdravované odrůdy. Nejvyšší podíly regenerantů prostých viru S byly zjištěny na půdách o 0,002 a 0,003% 
koncentraci ribavirinu. V závislosti na odrůdě byl od druhé pasáže zaznamenán pozitivní ozdravovací efekt, po třetí subkultuře 
se podíl ozdravených klonů pohyboval od 55 do 100 %. Pomocí ELISA nebyl detekován virus ani po přesazení regenerantů 
do skleníkových podmínek. Tato metoda poskytuje srovnatelné výsledky s obvyklými postupy eliminace viru S.

brambory; PVS; eradikace; chemoterapie; ribavirin; ELISA

ÚVOD

V komplexu virů napadajících brambory má speci­
fické místo virus S (PVS). Jde o virus převážně latentní 
povahy, vizuální diagnostikou prakticky nepostihnutel- 
ný. U nás je výskyt tohoto viru v sadbě brambor při 
uznávacím řízení dosud tolerován, je proto jeho rozší­
ření ve šlechtitelských a semenářských porostech znač­
né. Prakticky nemožné je tedy vyhledání klonů bez viru S 
pomocí laboratorní diagnostiky.

Obecným trendem ve světě se stává produkce zcela 
bezvirózních sadbových materiálů a množení zdravé 
sadby i mimo technické izoláty. Zcela bezvirózní stav 
sadbových materiálů brambor je v současnosti plně vy­
žadován při jejich mezinárodní výměně.

Z uvedených důvodů je nutné zařadit do šlechtitel­
ského a množitelského cyklu postupy, umožňující od­
stranění viru S a dosažení zdravých jedinců i z mate­
riálu zcela infikovaného.

Práce na ozdravení výchozích materiálů bramboru 
byly zprvu řešeny pro celý komplex virů cestou aktiv­
ního vyhledávání zdravých jedinců pomocí laborator­

ních diagnostických metod. Zavedení techniky meristé- 
mových kultur, doplněné o termoterapii (Morel et al., 
1968), vedlo к rozvoji aktivních ozdravovacích postu­
pů, umožňujících získání bezvirózních klonů cestou 
eliminace virů z infikovaných rostlin v kultuře in vitro. 
Tyto techniky nalezly uplatnění i u nás (Svobodo­
vá, 1964; Šíp, 1972; Horáčková, 1981; Zadi- 

na et al., 1985). Spolu s rychlým množením ozdrave­
ných regenerantů in vitro a systémem diagnózy ELISA 
jsou využívány к tvorbě viruprostých šlechtitelských 
a množitelských materiálů (Dědič, 1989; Novák 
et al., 1992; Kos tři ca et al., 1994).

Nejběžněji používaná metoda ozdravování za použi­
tí termoterapie rostlinného materiálu, následovaná od­
běrem meristémů, bývá zdlouhavá a není vždy plně 
úspěšná. Proto jsou pro zvýšení pravděpodobnosti zís­
kání bezvirózních rostlin využívány postupy in vitro 
i další, které tvorbu virů potlačují rozdílnými mecha­
nismy. Jedním z nich je aplikace chemických prepará­
tů, které vykazují virostatické účinky a zároveň mini­
málně poškozují ovlivňovaný rostlinný materiál. 
Nejlepší účinek širokého spektra těchto látek byl zjiš-
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těn především u syntetických analogů pyrimidinových 
a purinových bází (Lerch, 1979; Schuster, 1988; 
Bittner et al., 1989; Bittner, 1990; Conrad, 
1991).

К nejúčinnějším přípravkům, které se používají к in­
hibici virů bramboru v kultuře in vitro, náleží ribavirin, 
což je syntetický ribosid na bázi purinu. Osvědčil se 
i při eliminaci obtížně odstranitelných virů PVS, PVX, 
PVM (Sanchez et al., 1991; Bittner et al., 1987; 
Bittner, 1990).

Prověřili jsme praktické využití ribavirinu к ozdra­
vování bramboru od viru S (PVS). Sledovali jsme účin­
nost ribavirinu na inhibici reprodukce viru S a zhodno­
tili faktory, které eliminaci viru ovlivňují.

MATERIÁL A METODA

Do pokusu na prověření preparátu ribavirin při od­
straňování viru S v kultuře bramboru in vitro byly za­
řazeny čtyři odrůdy bramboru (Kamýk, Karin. Kobra, 
Koruna) a osm kříženců (KE 110/8, KE 115/94, KE 
113/21, HR 37/35, KE 77/76, HR 14/8, HR 51/40, HR 
37/84), šlo o odrůdy a křížence českého šlechtění.

V kultuře in vitro bylo namnoženo potřebné množ­
ství výchozích rostlin, systémově infikovaných virem 
S (PVS). Bylo připraveno agarové živné médium 
(Murashige, S к o o g, 1962) bez růstových regu­
látorů a doplněno ribavirinem v 0,001,0,002 a 0,003% 
koncentracích. Roztok ribavirinu byl do média přidán 
po sterilizaci přes membránové filtry, aby nedošlo к je­
ho odbourání horkem. Ribavirin byl získán od firmy 
Pharmac lne. z USA pod obchodním názvem Virazole.

Pasážování na půdy s jednotlivými koncentracemi 
ribavirinu proběhlo celkem ve třech opakováních 
v rozmezí čtyř týdnů. U první pasáže na půdy s ribavi­
rinem byly použity stonkové řízky se dvěma nody, ode­
bírané vždy ze stejné části rostliny ve fázi osmi až 
deseti listů. Segmenty tvořené druhým a třetím listo­
vým patrem pod vrcholem byly umístěny po jednom ve 
zkumavce.

Při opakovaných pasážích byly к další kultivaci ode­
bírány z regenerovaných rostlin vrcholové řízky. Pro 
každý hodnocený genotyp a koncentraci byla založena 
varianta o čtyřiceti rostlinách a jako neošetřená kontro­
la byl použit geneticky identický materiál, shodným 
způsobem pasážovaný a kultivovaný na živném médiu 
bez virostatika. Kultivace probíhala při 16h fotoperio- 
dě, s osvětlením 3000 Ix a teplotě 20 až 22 °C.

Po třech týdnech kultivace byl u jednotlivých kon­
centrací ribavirinu zhodnocen fytotoxický účinek podle 
vzrůstu rostlin a intenzity kořenění v porovnání s kon­
trolou.

Virostatický účinek ribavirinu byl hodnocen pomocí 
ELISA, vždy po ukončení jednotlivých pasáží. Obsah 
viru byl při první a druhé pasáži stanoven vždy u deseti 
rostlin, rozdělených na vrchní a spodní segment, a rov­
něž ve spodních segmentech, zbývajících po opakova­
ném pasážování horních částí rostliny na nové médium. 
Vrchní segment představoval vrcholový řízek o dvou

nodech včetně listů a spodní segment tvořila zbývající 
část stonku s listy po oddělení vrcholového řízku. Po 
tomto testování se snížil počet rostlin v každé variantě 
na dvacet.

Po třetí subkultivaci na půdách s ribavirinem byly 
vrcholové segmenty přepasážovány na běžné živné mé­
dium a po třech týdnech vysazeny do skleníku. Poté 
byl opakovaně pomocí ELISA u skleníkových rostlin 
stanoven obsah viru.

VÝSLEDKY A DISKUSE

V pokuse se projevil vliv různé koncentrace ribavi­
rinu na vzrůst rostlin a jejich kořenění. Fytotoxický 
účinek se zvyšoval s koncentrací a všechny sledované 
odrůdy vykazovaly od 0,002% koncentrace ribavirinu 
lehké až střední poškození vzrůstu. Výška rostlin byla 
v průměru o 40 až 60 % nižší v porovnání s kontrolní 
neošetřenou pasáží.

Účinek ribavirinu se projevil rovněž na zakořeňová- 

ní rostlin v agarovém médiu. Kořenění bylo inhibováno 
především v důsledku tvorby kalusu na řezných plo­
chách, u některých segmentů bez kořenů došlo i к za­
sychání. U žádné z provedených koncentrací však neby­
ly negativně ovlivněny všechny rostliny tak, aby bylo 
znemožněno další pasážování varianty a pokračování 
pokusu (obr. 1).

Při hodnocení účinku ribavirinu na inhibici repro­
dukce viru S byl zjištěn vliv použité koncentrace, počtu 
pasáží a ozdravované odrůdy.

V případě 0,001% koncentrace ribavirinu se projevil 
pouze velmi malý, případně žádný ozdravovací efekt. 
Po třetí pasáži byly u této koncentrace zjištěny zdravé

1. Vzrůst a kořenění rostlin odrůdy Kobra na půdě s ribavirinem 
o 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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I. Eliminace viru S bramboru v procentech zdravých rostlin při 
0,002% koncentraci ribavirinu podle pasáží u různých zkoušených 
odrůd (kříženců) 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)

Odrůda1 
(kříženec2)

Pasáž3

1. 2.
3.

V s v S

KE 110/8 40 0 80 60 100

HR 37/35 60 0 100 70 100

KE 115/94 40 0 60 10 80

KE 113/21 40 10 60 20 88

HR 51/40 40 0 40 0 46

KE 77/76 0 0 0 0 12

HR 14/8 0 0 0 0 15

HR 37/84 60 10 80 80 100

Kobra 0 0 20 20 68

Kamýk 0 0 0 0 9

Karin 0 0 0 0 5

Koruna 0 0 0 0 45

II. Eliminace viru S bramboru v procentech zdravých rostlin při 
0,003% koncentraci ribavirinu podle pasáží u různých zkoušených 
odrůd (kříženců) 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)

Odrůda1 
(kříženec2)

Pasáž3

1. 2.
3.

V S V S

KE 110/8 60 0 100 70 100

HR 37/35 100 30 100 100 100

KE 115/94 70 0 80 50 82

KE 113/21 60 10 100 80 100

HR 51/40 40 20 100 100 100

KE 77/76 20 0 60 40 85

HR 14/8 60 10 80 70 66

HR 37/84 100 60 100 100 100

Kobra 30 0 60 40 100

Kamýk 60 10 90 60 100

Karin 20 0 20 10 55

Koruna 0 0 40 20 85

V = vrcholový segment se dvěma nody - top segment with two nodes
S = spodní část rostliny po oddělení vrcholového segmentu - plant part remaining after the top segment was cut off 

'variety, 2hybrid, ’subculture

rostliny pouze u tří kříženců (HR 37/35, HR 51/40, HR 
37/84), a to v rozmezí 12 až 20 %. U ostatních nebyly 
detekovány žádné regeneranty bez virové infekce.

Se zvyšováním koncentrace ribavirinu v médiu lze 
zaznamenat zvyšující se podíl regenerantů prostých vi­
ru S. Účinek 0,002% koncentrace ribavirinu na elimi­

naci viru S je zřejmý z tab. I. V případě této koncen­
trace byly již od druhé pasáže prokázány vyšší podíly 
regenerantů prostých viru S. Jednotlivé odrůdy reago­
valy na terapii odlišně a počet ozdravených klonů se 
pohyboval od 5 do 100 %. К plné inhibici viru došlo 
po třetí subkultuře u tří z dvanácti kříženců (KE 110/8, 
HR 37/35, HR 37/84).

К výraznému nárůstu počtu regenerantů prostých vi­
ru S došlo po opakované subkultivaci rostlin na mé­
dium obsahující ribavirin o 0,003% koncentraci (tab. II). 
Od druhé pasáže lze zaznamenat odrůdy prosté vi­
ru S jak ve vrchní, tak ve spodní části rostliny. Po třetí 
pasáži jsou u sedmi odrůd veškeré regeneranty vysáze­
né ve skleníku prosté viru S i po opakovaném testová­
ní. Při vyšší koncentraci ribavirinu se již neprojevují 
tak výrazné genotypové rozdíly v eliminaci viru S. Ur­
čitou závislost rychlosti eliminace viru S na genotypu 
uvádějí při této koncentraci ribavirinu rovněž Bitt­
ner et al. (1989) a Bittner (1990), a to především 
v prvních dvou subkultivacích.

К doložení virostatického účinku ribavirinu bylo po­
užito hodnot relativní koncentrace viru stanovené me­
todou ELISA. Srovnání extinkčních hodnot pro 0,003% 
koncentraci ribavirinu je zachyceno na obr. 2.

Relativní koncentrace viru v hodnotách extinkce a její 
úbytek v horním a spodním segmentu při první a druhé 
subkultuře in vitro jsou znázorněny graficky. Z porov­
nání extinkčních hodnot ovlivněného materiálu s neov­
livněnou kontrolou je zřejmé, že opakované pasážování 
postupně redukovalo koncentraci viru. Koncentrace vi­
ru se průkazně snižovala především v horních segmen­
tech rostlin, ve spodních úsecích rostlin došlo ve větši­
ně případů rovněž к poklesu relativní koncentrace viru 
a ke snížení oproti kontrole. V neošetřených kontro­
lách byla koncentrace viru v rostlině rozložena v opač­
ném směru, s výjimkou odrůd Kamýk a Karin.

V tab. Ill jsou uvedeny výsledky testování zdravot­
ního stavu po šesti týdnech od výsadby ve skleníku 
u materiálu po třetí subkultivaci na půdě o 0,003% 
koncentraci ribavirinu a rovněž průměrné hodnoty re­
lativní koncentrace viru S u kontrolních odrůd.

Z tab. Ill jsou zřejmé i konečné údaje o počtech zdra­
vých i neozdravených rostlin u jednotlivých odrůd. 
К úbytku rostlin v pokuse došlo výhradně,v důsledku 
negativní reakce jednotlivých odrůd na působení riba­
virinu (zasychání, nekořenění apod.). V závěru pokusu 
měl plný počet rostlin dané varianty činit dvacet. Jako 
kontrola bylo vysazeno deset rostlin, ve všech přípa­
dech s pozitivní reakcí na virus S. Nejvýrazněji se fy- 
totoxická reakce projevila na konečném počtu rostlin 
u křížence HR 37/84, jistý úbytek počtu rostlin byl za­
znamenán rovněž u kříženců HR 14/8, KE 115/94 
a KE 113/21. I přes zjištěnou redukci počtu výchozích 
rostlin je v konečném výsledku tento postup velmi efek-
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1,6 KE 110/8 HR 37/35 KE 115/94 KE 113/21

405nm

E

2. Relativní koncentrace viru S ve 
vrchních a spodních částech infi­
kovaných rostlin po subkultivaci na 
půdě s ribavirinem o 0,003% kon­
centraci u různých odrůd (kříženců) 
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)

I = kontrola - control 
2=1. pasáž - 1st subculture 
3 = 2. pasáž - 2nd subculture 
^ vrchní část - top part 
Q spodní část - part under the top

405nm

2,5 , HR 51/40 KE 77/76 HR 14/8 HR 37/84

Kobra Kamýk Karin Koruna
405nm
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III. Průměrná relativní koncentrace viru S bramboru (E^nm) u rost­
lin různých odrůd (kříženců) bramboru ze skleníku, získaných po 
třetí subkultivaci na půdě s 0,003% koncentrací ribavirinu, a porov­
nání s kontrolou - Average relative concentrations of potato vi­
rus S (Едозпщ) 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

Odrůda* 
(kříženec2) Kontrola3 x Počet4 Zdravé 

rostliny5

KE 110/8 0,731 19*/o” 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 16/3 0,0055

HR 14/8 1,248 10/5 0,0036

HR 37/84 0,771 7/0 0,0038

Kobra 1,944 18/0 0,0025

Kamýk 1,623 18/0 0,0035

Karin 1,880 11/9 0,0053

Koruna 1,792 17/3 0,0052

válo koncentraci viru. К detekci viru S bylo použito 
testu ELISA.

V závislosti na genotypu bylo již po první pasáži 
zjištěno malé procento regenerantů prostých viru S, 
podíl ozdravených rostlin vzrostl po druhé subkultivaci 
(10 až 100 %) a zejména po třetím přenosu vrcholků 
rostlin na médium s virostatikem (55 až 100 %). Vi­
rus S nebyl detekován u ozdravených rostlin ani po 
přesazení do prostředí in vivo ve skleníku.

Metodu eliminace viru S (PVS) pomocí ribavirinu 
v živném médiu in vitro lze považovat za rovnocenný 
postup v porovnání s klasickým ozdravováním pomocí 
meristémových kultur a termoterapie. Časová nároč­
nost obou způsobuje srovnatelná, u uvedeného postupu 
chemoterapie odpadá odborně a pracovně obtížná fáze 
odběru a regenerace meristémových explantátů.

V současné době byl již tento postup využit к ozdra­
vení od viru S u dalších patnácti odrůd, u sedmi mate­
riálů včetně dihaploidních ozdravovací cyklus probíhá.

Práce byla řešena za podpory grantového projektu 
GA ČR č. j. 521/096/1308.

testované zdravé rostliny - tested virus-free plants
testované nemocné rostliny - tested infected plants

For 1-2 see Tab. I, 3control, 4number, 5virus-free plants LITERATURA

tivní, zejména co se týká množství získaných ozdrave­
ných klonů i pracovní náročnosti.

Průměrné hodnoty relativní koncentrace viru S zjiš­
těné v prostředí in vivo u rostlin po třetí pasáži (tab. Ill) 
dokumentují další snížení obsahu viru v regenerantech 
a v porovnání s hodnotami kontrolních rostlin lze kon­
statovat výrazný ozdravovací vliv ribavirinu.

Uvedené výsledky potvrzují účinek ribavirinu, který 
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(1991).
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sahujících ribavirin. Jako optimální pro ošetření rostlin 
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MOŽNOSTI DIFERENCIACE KMENOVÉHO SPEKTRA
VIRU Y BRAMBORU (PVY) TECHNIKAMI 
POLYMERÁZOVÉ ŘETĚZOVÉ REAKCE (RT-PCR)

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

P. Dědič, J. Ptáček

Potato Research Institute, Havlíčkův 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 G 1 a i s et al. (1996) and Weidemann, M a i s s (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-O) and necrotic (PVY-N) strain groups of PVY. Using specific pairs of 
primers for PVY-0 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. I. 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 izoláty viru Y bramboru (PVY), pocházejících z různých zemí Evropy a z Kanady, byla 
ověřována možnost jejich diferenciace do příslušných kmenových skupin pomocí biologického testu na rostlinách tabáku 
(Nicot lana tabacum cv. Samsun), sérotypizací kmenově specifickými protilátkami (Bioreba) a molekulární diagnostikou 
pomocí RT-PCR. Současně bylo porovnáno pět metod separace RNA, z nichž dva postupy (extrakce celkové RNA a imuno- 
vazebná technika) poskytly spolehlivé a reprodukovatelné výsledky, vhodné též pro sériové aplikace vlastní RT-PCR. Pří­
slušnými kombinacemi primerů, které navrhli Glais et al. (1996) a Weidemann, Maiss (1996), byly detekovány 
buď všechny izoláty PVY bez jejich další diferenciace, nebo při výběru vhodných kombinací primerů bylo možné další 
rozlišení izolátů do kmenových skupin (PVY-O a PVY-N). Je diskutována problematika směsných infekcí a odlišení izolátů 
z podskupiny PVY-NTN.

brambory; virus Y bramboru; detekce; kmenová diferenciace; biotest; sérotypizace; molekulární diagnóza

ÜVOD

Virus Y bramboru (PVY) patří, co se týká geogra­
fického rozšíření i hospodářského významu a škodli­
vosti, к nejvýznamnějším virům bramborů. Izoláty to­
hoto viru infikující brambory jsou dále členěny do 
kmenových skupin, z nichž nejdůležitější jsou Y-O, 
Y-N a Y-C (В о к x a, H u 11 i n g a, 1981). Kritériem 
pro tuto diferenciaci jsou lokální a systémové příznaky 
na okruhu indikátorových rostlin a odrůdách bramboru, 
které specificky indikují možnou kmenovou příslušnost

sledovaného izolátů. Některé izoláty však do uvede­
ných skupin jednoznačně zařadit nelze ani pomocí to­
hoto pracného a zdlouhavého systému (Richter et 
al., 1979). Z praktického hlediska jsou kmenové cha­
rakteristiky významné zvláště ve vztahu ke specifické 
vnímavosti či rezistenci odrůd bramboru к jednotlivým 
kmenovým skupinám PVY a proměnlivosti izolátové- 
ho spektra tohoto viru v přírodě (Chrzanowska, 
1991; Heu vel et al., 1994). Údaje o možné diskri­

minační analýze izolátů PVY se v posledních letech 
opírají zejména o výsledky na úseku přípravy kmenově
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specifických monoklonálních protilátek (Mab) a jejich 
aplikace v postupu ELISA (G u g e r 1 i, Fries, 1983; 
Rose et al., 1987; Oshima et al., 1990) a zvláště 
o údaje ze sekvenčních analýz aminokyselin a nukleo- 
vých kyselin virového genomu (Thole et al., 1993; 
To rd o et al., 1995; Singh, Singh, 1996). Navr­
žení vhodných sond pro molekulární hybridizace nuk- 
leových kyselin a oligonukleotidových primerů pro 
RT-PCR přináší nové možnosti exaktní diagnózy i di­
ferenciace na požadované úrovni specificity.

Problematikou diferenciace kmenů PVY v postu­
pech RT-PCR se v poslední době, zejména v souvislos­
ti s výskytem izolátů tohoto viru, vyvolávajících povr­
chové nekrózy na hlízách některých odrůd bramboru 
(Beczner et al., 1984), zabývali Weidemann, 
Maiss (1996) a G 1 a i s et al. (1996). Oba autorské 
kolektivy vybraly pro diferenciaci izolátů primery 
z oblast 5’NTR a genu pro PÍ protein, kde byly proká­
zány významné sekvenční diference. Weidemann, 
Maiss (1996) detekovali dvojicí primerů z oblasti P1 
genomu všechny zkoušené izoláty z kmenových skupin 
O, N i C a dvojicí primerů z oblasti 5’NTR-P1 speci­
ficky všech 13 evropských izolátů indukujících nekró­
zy hlíz bramboru. Glais et al. (1996) pomocí čtyř 
vybraných primerů v závislosti na jejich kombinaci 
buď detekovali izoláty PVY bez rozlišení kmenové pří­
slušnosti, nebo izoláty skupiny PVY-N, případně PVY-O. 
Odlišné izoláty podskupiny Y-NTN bylo možné rozlišit 
pouze pomocí navazující restrikční analýzy (RFLP).

Cílem této práce bylo ověřit možnosti diferenciální 
diagnózy u kolekce našich vybraných izolátů viru Y 
bramboru pomocí vhodných aplikací RT-PCR.

MATERIÁL A METODA

Izoláty viru

Pro pokusy byly vybrány vlastní izoláty PVY (udr­
žované v kolekci izolátů VÜB in vitro) a dále zahranič­

ní izoláty tohoto viru, získané buď ve formě konzervo­
vaných preparátů (lyofilizované nebo desikované nad 
CaCI2), nebo jako rostlinky bramboru in vitro. Přehled 
izolátů, jejich originální značení i provenience shrnuje 
tab. I. Pro vlastní experimenty byly všechny izoláty 
mechanicky přeinfikovány na rostliny tabáku (Nicotia- 
na tahačům cv. Samsun) vedené ve skleníkových pod­
mínkách, V postupných termínech byl hodnocen projev 
vizuálních příznaků infekce a vlastní laboratorní dia­
gnóza byla prováděna za 2 až 4 týdny po inokulaci 
rostlin.

Sérologická detekce a diferenciace

Pro sérologickou detekci PVY a diferenciaci séroty- 
pů skupiny PVY-N byla používána imunodiagnostika 
získaná z IPO Wageningen (Holandsko) a z komer­
čních zdrojů od firmy Bioreba (Švýcarsko). Postup 

DAS-ELISA (Clark, Adams, 1977) byl částečně

modifikován podle našich dřívějších zkušeností (Dě­
dič et al., 1992). Izoláty PVY, které reagovaly nega­
tivně s kmenově specifickými protilátkami PVY-N, by­
ly v naší práci řazené do skupiny PVY-0 a nebyla 
provedena další charakterizace.

Oligonukleotidové primery

Byly porovnávány různé sady primerů, navržené pro 
detekci jak celého spektra kmenů PVY, tak jednotli­
vých kmenových skupin, včetně podskupiny PVY-NTN 
(Glais et al., 1996; Weidemann, Maiss, 
1996). Autoři obou prací vycházeli ze sekvence geno­
mu PVY-NTN (H) (Thole et al., 1993), oligonukleo­
tidové primery navrhli z oblasti 5’NTR a z oblasti kó­
dující PÍ protein, kde se nacházejí též signifikantní 
rozdíly mezi jednotlivými izoláty PVY (T o r d o et al., 
1995). Primery, jak uvádějí Glais et al. (1996), měly 
tuto sekvenci nukleotidů:
Primer A: 5’AAC ACT САС AAA AGC TTT CA
Primer В: 5’Т(СТ)А (СТ)АА AC(AG) СТ(СТ) АТТ 

(СТ)ТС АС
Primer С: 5’ААТ ТАА ААС ААС ТСА АТА СА
Primer D: 5’TG(CT) GA(CTA) CCA CGC ACT ATG AA

Primery, které doporučili Weidemann, Maiss 
(1996), tvořila tato sekvence:
Primer I: 5’TTC CAA AGT GTC CTT TGA G 
Primer 2: 5’TCA ТСА AAC AAA CTC TTT C 
Primer 3: 5’CAA GAC TGA TGC CCA GAT

V naší práci používané primery syntetizovala firma 
IDT (Integrated DNA Technologies, USA).

Extrakce RNA a imunovazebná technika

Byly prověřovány tři postupy extrakce RNA:

Metoda A. Tradiční fenol-chloroformová extrakce 
(Barker et al., 1993). Pletivo bylo homogenizováno 
s pufrem (směs 1 : 1 objem/objem fenolu, 0,1M LiCl, 
lOmM EDTA, 1% SDS, 0,1M Tris-HCI, pH 8,0) zahřá­
tým na 80 °C a homogenát byl míchán a inkubován při 
této teplotě 5 min. Po ochlazení na pokojovou teplotu 
byla směs extrahována směsí chloroform/izoamylalko- 
hol (24 : 1) a RNA precipitována z vodní fáze pomocí 
4M LiCl při 4 °C. Po centrifugaci byla RNA rozpouš­
těna ve vodě a precipitována etanolem (-20 °C/12 h).

Metoda B. Extrakce pomocí RNAzol В (Gibco, 
BRL). Vzorek (cca 100 mg) byl homogenizován v 1 ml 
RNAzolu B, promíchán a po přidání 125 pl chlorofor­
mu znova promíchán. Tato směs byla centrifugována 
4 min při 21 000 g. Vodní fáze (cca 600 pl) byla pre­
cipitována stejným objemem izopropanolu v ledové 
lázni. Sediment po centrifugaci (4 min/21 000 g) byl 
opláchnut 70% etanolem a po oschnutí rozpuštěn 
v 50 pl vody.

Metoda C. Extrakce RNA pomocí RNeasy Plant To­
tal RNA Kit (QIAGEN). Vzorek (cca 100 mg) byl ro­
zetřen v kapalném dusíku, extrahován v lyzačním pufru
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I. Biologické, sérologické a molekulárně genetické hodnocení izolátů PVY - Biological, serological and molecular genetic evaluation of 
PVY isolates

RT-PCR s kombinacemi primerů dle3

Glais et al. (1996) Weidemann, Maiss (1996)

Původ2 Biotest ELISA c-d * a-d * b-d * 1-3 * 1-2 * 1-3 ** 1-2 **

Izolát1 PVY PVY-N PVY-0 PVY Y-NTN PVY Y-NTN

Lukava CR N N + + - + + + +

Nicola Čak. CR N N + + - + + + +

Vital CR N! N + + + + + + +

Amandine CR N! N + + + + + + (+)
Sahel CR N! N + + + + + + (+)
Irlande 0 FR M О + - + + - + -

Irlande N FR N! N + + - + - + -

Orleans FR N! N + + - + + + +

Nord 242 FR (N) 0 + + + + + +

YII GE M О - + + - + -

T6 CA M О + + - + - (+) -

Yol2 orig. CA (M) О + - + + - + -

252-F/l CA M О + - + + - + -

97-F/2 CA M о + - + + - + -

SYN l-Skot. CA N N + + - + - + -

266-9F CA M (N) + - + + - + -

181-F CA N! N + + - + - + -

290-F CA N! N + + - + - + -

216-F CA N! N 4- + - + - + -

252-F/2 CA (N) N + + + + - + -

664 CA N N + + - + - + -

97-F/I CA N N + + + + - + -

217-3F CA N N + + - + - + -

253-F CA (N) N + + + + - + -

YoTI CA N! N + + - + - + -

T3A CA N! N + + - + - + -

YN5 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 + + - + - + -

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) О + + (+) + + + +

YWi Kerl. CA N! О + - + + + + +

Igor SL N! N + + - + + + +

Ranka SL N! N + + - + + + +

Původ2: CR (Česká republika), FR (Francie), GE (Německo), CA (Kanada), SL (Slovinsko)
Biotest: reakce rostlin tabáku4, N, N!, (N) = nekrotické příznaky5, M = mozaikové příznaky6
ELISA: reakce s PVY-N specifickými protilátkami7 (Bioreba), N = pozitivní", O = negativní9
Metoda přípravy RNA10: * souprava11 QIAGEN (C), ** imunovazebná technika12 (E)

'isolate, 2origin, 3RT-PCR with primer combinations according to, 4biological assay: tobacco plant reactions, 5necrotic symptoms, 6mosaic 
symptoms,7reactions with PVY-N specific antibodies, "positive, Negative, "method of RNA preparation, "kit, l2immunocapture technique
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(450 p.1) a inkubován 2 min při 56 °C. Lyzát byl apliko­
ván na QIA Shredder, centrifugován 2 min při 21 000 g, 
eluát byl přenesen na RNeasy spin column a centrifu­
gován 15 s při 8000 g. Následovalo promytí promýva- 
cím pufrem RW1 (700 |il) a dvojnásobné promytí puf- 
rem RPE (500 p.1). Zachycená RNA byla extrahována 
z kolonky vodou (50 pl).

Souběžně byly též zkoušeny dva imunovazebné po­
stupy:

Metoda D. Postup podle Weidemann, Maiss 
(1996). Polypropylenové mikrozkumavky (0,2 ml) byly 
inkubovány se 100 pl polyklonálních protilátek PVY 
(IPO Wageningen) v ředění 1 : 500 v uhličitanovém 
potahovacím pufru (pH 9,6) a po promytí sterilním 
PBS-T bylo aplikováno 50 pl extraktu z rostlinného 
materiálu (200 mg rostinného materiálu/2 ml PBS-T). 
Po další inkubaci přes noc v chladničce byly mikro­
zkumavky opět třikrát promyty sterilním PBS-T.

Metoda E. Postup podle G I a i s et al. (1996). Mik- 
rotitrační ELISA destičky se zvýšenou vazebnou kapa­
citou (např. Nunc-MaxiSorp) byly inkubovány přes noc 
v chladničce s 50 pl polyklonálních protilátek PVY 
(IPO Wageningen) v ředění 1 : 500 v uhličitanovém 
potahovacím pufru (pH 9,6). ELISA destička byla tři­
krát promyta sterilním PBS-T, do potažených ELISA 
destiček bylo aplikováno 50 pl extraktu z rostlinného 
materiálu (200 mg rostinného materiálu/2 ml PBS-T) 
a byly inkubovány přes noc v chladničce. ELISA des­
tička byla opět třikrát promyta sterilním PBS-T a navá­
zaná virová RNA byla využita к reverzní transkripci 
přímo v ELISA destičce.

Všech pět metod bylo porovnáno v předběžných po­
kusech s osmi izoláty PVY a s listovými vzorky ze 
zdravých rostlin tabáku.

Vlastní RT-PCR

Pro vlastní reverzní transkripci a PCR byl používán 
GeneAmp RNA PCR Kit (Perkin Elmer). Reverzní 
transkripce u postupů extrakce RNA А-D probíhala 
v 0,2ml PCR zkumavkách 30 min při 42 °C, následo­
vala 3min denaturace při 97 °C a 5min ochlazení při 
5 °C. V postupu extrakce E probíhala reverzní trans­
kripce přímo v ELISA destičce 60 min při 42 °C.

Vlastní PCR s primery podle Glais et al. (1996) 
probíhala opět v 0,2ml PCR zkumavkách. Reakční 
směs obsahovala 32,75 pl vody, po 2 pl primerů (ad 
nebo bd nebo cd) (10 pmol/1), 4 pl 25mM MgCl2, 4 pl 
lOxPCR pufru, 0,25 pl Taq polymerázy (5U/pl) a 5 pl 
cDNA. Po 5min denaturaci při 94 °C následovalo 
30 cyklů 60 s při 94 °C, 60 s při 57 °C, 60 s při 72 °C 
s finální extenzí 5 min při 72 °C.

Rovněž v 0,2ml zkumavkách probíhala PCR s pri­
mery navrženými podle Weidemann, Maiss 
(1996). Reakční směs obsahovala 30,75 pl vody, po 
2 pl primerů 1, 2 a 3 (20 pmol/1), 4 pl 25mM MgCl2, 
4 pl lOxPCR pufru, 0,25 pl Taq polymerázy (5U/pl)

a 5 pl cDNA. Po 5min denaturaci při 94 °C následova­
lo 30 cyklů 45 s při 94 °C, 45 s při 51 °C, 60 s při 
72 °C s finální extenzí 5 min při 72 °C.

PCR produkty byly analyzovány v 1% agarovém ge­
lu s etidiumbromidem. Pro RT-PCR byl používán ter- 
mocykler PTC-100 (MJ Research), pro horizontální 
elektroforézu VN zdroj 2kV 200mA (Vývojové dílny 
ČSAV) a aparatury firmy Omni-Bio. Gely byly vyhod­

noceny dokumentačním systémem KS-3000 (Ultralum) 
bezprostředně po ukončení elektroforézy.

VÝSLEDKY

Hodnocení metod extrakce RNA

Z výsledků porovnání pěti metod separace RNA 
v předběžných pokusech vyplynuly tyto závěry pro je­
jich využívání pro RT-PCR: Metoda A se skládá z vel­
kého počtu operací a je též poměrně zdlouhavá (zpra­
cování vzorků trvá 2 až 3 dny). Pro tyto nevýhody je 
i přes odpovídající kvalitu produktu méně vhodná pro 
sériovou práci. Metody В i C poskytovaly plně vyho­
vující výsledky z hlediska jak kvality produktu, tak 
i snadnosti a rychlosti vlastního provedení separace. 
Metoda C byla proto využívána i v dalších diferenciač- 
ních pokusech.

Imunovazebné techniky (metoda D a E) byly zejmé­
na v počátečních experimentech mnohem méně citlivé 
a též méně spolehlivé než metody extrakční. Výrazné­
ho zlepšení citlivosti a spolehlivosti testování bylo do­
saženo až po optimalizaci vlastního postupu, spočíva­
jící zejména ve zvýšení koncentrace vazebných 
protilátek a používání destiček pro ELISA se zvýšenou 
vazebnou kapacitou (např. Nunc-MaxiSorp). Kromě 
menší náročnosti pracovní, časové i finanční je výhod­
ná i možnost provedení RT přímo na ELISA destičce 
(metoda E), která byla proto též používána v dalších 
pokusech. Obě separační metody (celková RNA v po­
stupu C a virový nukleoprotein v postupu E) dávaly 
v následné RT-PCR plně srovnatelné výsledky.

Porovnání postupů kmenové diferenciace izolátů PVY

Přehledně jsou výsledky vizuálního hodnocení reak­
ce rostlin tabáku (biotestu), výsledky sérotypizace izo­
látů i výsledky diferenciace pomocí RT-PCR uvedeny 
v tab. I.

Na základě reakce rostlin tabáku lze z 38 hodnoce­
ných izolátů zařadit do kmenové skupiny PVY-0 osm 
izolátů (reagovaly pouze mozaikovitými příznaky) a do 
kmenové skupiny PVY-N 30 izolátů (nekrotické pří­
znaky na listech, zejména nekróza žilek, později též 
zasychání a odumírání listů). S těmito vizuálními pří­
znaky na tabácích ve značné míře korespondují i vý­
sledky sérotypového určení pomocí specifických mo- 
noklonálních protilátek (Mab), kde jejich pozitivní 
reakce byla charakteristická pro nekrotické (PVY-N) 
izoláty. Rozdílné výsledky byly zjištěny pouze u izolá­
tů Nord 242, IL 56 orig, a YWi Kerl., u nichž slabě až
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
a b c a b с a b с a b с а b с

1 II III IV V

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1. Elektroforeogram RT-PCR produktů s primery a, b, c pro rozlišení 
kmenových skupin PVY (Glais et al., 1996) - RT-PCR electro­
phoregram of products with primers a, b. c for discrimination of 
strain groups of PVY (Glais et al., 1996)

Dráhy zleva: I až 15 - izoláty PVY I až V s primerem a, b, c - Paths 
from left: 1 to 15 - isolates of PVY 1 to V with primers a, b, c 
Dráha 16: marker molekulové hmotnosti VI (Boehringer) - Path 16: 
molecular weight marker VI (Boehringer)
Izolát - Isolate: I - TU 64-8 (N)

II - TU 660 CAL (N)
III - 266-9F (O)
IV - Yol2 orig. (O)
V - Nicola Cak. (N)

silně nekroticky reagující rostliny tabáku nedávaly po­
zitivní reakci s N-specifickými protilátkami a naopak 
izolát 266-9F s mozaikovitým typem příznaků na tabá­
cích vykazoval s těmito protilátkami slabě pozitivní re­
akci.

Při výběru vhodných dvojic primerů (c-d nebo 1-3) 
byly v našich pokusech pomocí RT-PCR pozitivně de­
tekovány všechny zkoušené izoláty PVY. Tyto výsled­
ky byly shodné u primerů, které navrhli Glais et al., 
(1996) i Weidemann, Maiss (1996). Všechny 
izoláty byly shodně detekovány též při použití obou 
izolačních technik (С a E).

Diferenciaci izolátů kmenové skupiny PVY-0 
umožnilo v našich pokusech pouze použití dvojice pri­
merů b-d (Glais et al., 1996), produkujících v pozi­
tivním případě amplifikační produkt 926 bp. Tomu od­
povídalo 16 zkoušených izolátů, tj. dvojnásobek oproti 
biotestu na tabácích a při sérotypizaci. V této skupině 
izolátů však byla u devíti prokázána též přítomnost am- 
plifikačního produktu o délce 931 bp (kombinace pri­
merů а-d), který je specifický pro kmenovou skupinu 
PVY-N. Na elektroforeogramu (obr. 1) je dokumen­
tována diferenciace u pěti izolátů PVY.

Kombinace primerů 1-2, které navrhli Weide­
mann, Maiss (1996), byla autory směrována ke

2. Elektroforeogram RT-PCR produktů pro diferenciaci PVY 
(Weidemann, Maiss, 1996) - RT-PCR electrophoregram of 
products for PVY differentiation (W e i d e m a n n, Maiss, 1996) 
Dráhy zleva: 1 až 15 - izoláty PVY - Paths from left: 1 to 15 - 
isolates of PVY
Dráha 16: marker molekulové hmotnosti VI (Boehringer) - Path 16: 
molecular weight marker VI (Boehringer)
Izolát - Isolate: I - 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 1-Skot.

10 - Lukava (NTN)
11 - IL 56 orig. (NTN)
12 - YoTI
13 - T6
14 - T3A
15 - TU 93-4F

specifické detekci izolátů podskupiny PVY-NTN, vy­
volávajících u bramborů nekrotické změny na povrchu 
hlíz (PTNRD). Z našich výsledků vyplývá několik zá­
věrů: 1) celková RNA izolovaná elucí i virová RNA 
připravená imunovazebnou technikou reagují v RT-PCR 
shodně; 2) tyto specifické amplifikační produkty o dél­
ce 835 bp byly pozorovány pouze u izolátů přiřazených 
alespoň některým z diferenciačních postupů do kmeno­
vé skupiny PVY-N; 3) amplifikační produkt 835 bp 
vytvářely všechny izoláty, reprezentující v našich ex­
perimentech skupinu ověřených původců nekrotických 
změn na hlízách citlivých odrůd bramboru (obr. 2).

DISKUSE

Bylo porovnáno a optimalizováno pět metod přípra­
vy RNA, z nichž tradiční fenol-chloroformová metoda

ROSTLINNÁ VÝROBA, 44. 1998 (12): 545-551 549



(A) poskytovala uspokojivé výsledky z hlediska kvali­
ty získaného produktu. Byla však v porovnání s dalšími 
metodami, používajícími komerční premixy extrak- 
čních pufrů (B) nebo využívajícími pro izolaci celkové 
RNA silikagelové membrány (C), poměrně pracná 
a časově náročná. Metoda C je rovněž vhodná pro sé­
riovou práci a stejně jako některé další postupy 
(Singh, Singh, 1995) nevyžaduje práci s fenolem.

Metody používající před vlastní RT-PCR imunitní 
vazby antigenu jsou pracovně i finančně méně náročné, 
na rozdíl od literárních údajů (např. Koenig et al., 
1995; Weidemann, Maiss, 1996) jsme však 
zpočátku pozorovali jejich nepřijatelně nízkou citlivost. 
Teprve dodatečnými úpravami vlastního postupu (vý­
běr a koncentrace protilátek, inkubace, vazebná kapa­
cita destiček) došlo ke zlepšení až na požadovanou úro­
veň (Ptáček, Dědič, 1997). Po optimalizaci 
postupu neměla na detekci viru pomocí RT-PCR vý­
chozí RNA (celková v metodě C, virová v metodě E) 
výrazný vliv.

Přestože biologické testy na rostlinách tabáku (TV. 
tabacum cv. Samsun) umožňují základní rozdělení izo- 
látů do dvou skupin PVY-O a PVY-N (В о к x , H u t - 
t i n g a, 1981), nelze podle nových údajů jednoznačně 
všechny izoláty PVY, vyvolávající nekrózy na tabáku, 
zařadit do skupiny PVY-N (McDonald, Singh, 
1996a). Např. PVYmn a PVYnn izolované z tabáků 
a některých dalších druhů rostlin čeledě Solanaceae 
mohou tyto nekrózy na tabáku vyvolávat, ale nejsou 
infekční pro brambory (McDonald, Kristjan- 
sson, 1993). Tyto izoláty též nemusí reagovat s ně­
kterými PVY-N specifickými protilátkami. Izoláty po­
dobného typu se však vyskytly též u brambor 
pěstovaných v Polsku (Chrzanowska, 1991, 1994) 
a pravděpodobně se vyskytují též ve Francii (Ker- 
1 a n , osobní sdělení). V našich pokusech jsou reprezen­
továny kontrolními izoláty IL 56 orig., YWi Kerl., 
Nord 242 a jejich reakce odpovídá popisům ze zahra­
ničí. Kontrolní izoláty PVY-NTN, o kterých je známo, 
že vyvolávají nekrózy na hlízách bramboru PTNRD 
(Lukava, Nicola, Vital, Igor, Ranka), ve všech přípa­
dech reagovaly jak nekrózami na tabáku, tak pozitivně 
s PVY-N specifickými protilátkami. Shodně reagovaly 
též izoláty řazené do skupiny PVY-N a přes určité roz­
díly v síle nekrotické reakce byla další diferenciace 
izolátů neúspěšná.

Pozitivní detekci všech izolátů, které je možné bio­
testem na tabáku a reakcí s PVY-N specifickými proti­
látkami zařadit do skupiny PVY-N (včetně podskupiny 
PVY-NTN), umožňovala RT-PCR (Glais et al., 
1996) s kombinací primerů а-d, kde byl pozorován spe­
cifický amplifikační produkt 931 bp. Výjimkou byly 
pouze blíže nespecifikovaný izolát T6 a odchylný izo- 
lát patřící do skupiny Wilga. Pro výskyt amplifikačních 
produktů obou kmenových skupin viru Y bramboru 
u řady izolátů lze nalézt vysvětlení buď ve skutečné 
přítomnosti směsných infekcí, nebo v nedostatečné spe- 
cificitě navržených primerů. Z biotestu na tabácích, 
kde dochází к překrytí mozaikovitých příznaků nekro-

tickou reakcí, ani z výsledku sérotypizace s jedním 
druhem protilátek nelze vyvozovat přesnější závěry. 
RT-PCR s primery (W e i d e m a n n , M a i s s, 1996) 
byly detekovány všechny izoláty PVY bez bližší speci­
fikace a také byly pozitivně detekovány známé kontrol­
ní izoláty z podskupiny PVY-NTN. Shodně s výsledky 
citovaných autorů bylo též prokázáno, že kontrolní ka­
lifornské izoláty, indukující nekrózu hlíz bramborů 
(TU 619 a TU 660) (McDonald, Singh, 1996b), 
nedávají specifický amplifikační produkt, a jsou tedy 
odlišné od evropských izolátů tohoto typu.

Poděkování

Izoláty viru Y bramboru laskavě poskytli P. Doničar 
(Slovinsko), C. Kerlan (Francie), F. Rabenstein (Ně­
mecko) a J. McDonald (Kanada).

Práce byla řešena v rámci výzkumného projektu 
NAZV ČR č. EP0960996561.
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Z VEDECKEHO ŽIVOTA

75 let bramborářského výzkumu
Podnět založit Státní výzkumný ústav bramborářský 

se objevil v říjnu 1921. Je zajímavé, že jej přijala klad­
ně celá tehdejší bramborářská veřejnost, která očekáva­
la od tohoto kroku „povznesení pěstování bramborů, 
bramborářského průmyslu a hospodářského zužitková­
ní brambor“. Připomeňme si rozhodující podíl Ústřed­

ního svazu pěstitelů zemáků a ministerstva zemědělství 
na uvedení této myšlenky ve skutečnost. Nutno dodat, 
že nešlo pouze o podporu morální, ale významný byl 
též finanční příspěvek na výstavbu a vybavení praco­
viště. V roce 1923 byly založeny Státní výzkumné 
ústavy bramborářské, čímž byly vytvořeny sice velmi 
skromné, nicméně alespoň základní podmínky pro vý­
zkumnou práci. Až po roce 1938 se postupně zlepšova­
la personální situace a ústavy (pro pěstování a zužitko­
vání brambor, pro ochranu rostlin, lihovarský a pro 
škrobárenství a sušárenství) dosáhly účelného uspořá­
dání jejich výzkumné, poradenské a kontrolní činnosti.

Organizační struktura Státních výzkumných ústavů 
bramborářských z let 1938 a 1939 a jejich pracovní za­
měření zůstaly nezměněny až do roku 1951, kdy došlo 
к reorganizaci zemědělského výzkumnictví, jejímž 
účelem bylo oddělení kontroly od výzkumu. V tomto 
roce vznikl Výzkumný a šlechtitelský ústav bramborář­
ský a v dalších letech následovala celá řada různých 
reorganizačních změn, které vesměs znamenaly hlubo­
ké zásahy do vnitřní struktury ústavu, ale i do jeho per­
sonálního obsazení. V roce 1951 byla к ústavu přičleněna 
Státní výzkumná stanice zemědělská ve Valečově, která 
si v letošním roce připomíná 135 let od svého založení, 
kdy vznikla jako stanice pro pěstování „zemčat“.

К nejvýznamnějším změnám, které výrazně ovlivni­
ly výsledky práce ústavu, patřila rozhodnutí o přímém 
propojení výzkumu a šlechtění (1953, 1977), resp. ná­
sledná opačná rozhodnutí, vedoucí opět к organizační­
mu odloučení výzkumu a šlechtění (1956, 1990). Zása­
hy separující výzkum a šlechtění vesměs však nevedly 
ke skutečnému oddělení výzkumné a šlechtitelské prá­
ce a určitý stupeň spolupráce a vzájemné návaznosti 
zůstal zachován.

Hlavní náplní práce ústavu v minulosti byla vědec­
kovýzkumná činnost, která pokrývala prakticky celou 
bramborářskou problematiku. Při řešení výzkumných 
úkolů byla samozřejmostí spolupráce s řadou dalších 
tuzemských institucí, ale i se zahraničními pracovišti. 
Součástí bylo rozsáhlé poradenství, které se v ucelené 
podobě představovalo v tzv. modelových závodech. 
Šlo nejen o pěstitelskou technologii, ale i o vybudová­
ní odpovídajících a na svou dobu velmi moderních 
skladovacích kapacit.

V 751eté historii ústavu byla jistě řada velmi vý­
znamných změn, které by si zasloužily podrobný roz­
bor, není však účelem tohoto krátkého zamyšlení se 
jimi podrobně zabývat. Přesto je třeba si ještě připome­
nout jedno datum, a sice srpen 1994, kdy došlo na zá­
kladě rozhodnutí MZe ČR к privatizaci, a tak vlastně 

poprvé od založení přestal být ústav státní institucí, ale 
stal se soukromým pracovištěm. Privatizace zcela po­
chopitelně měla a má vliv na činnost ústavu, ovlivňuje 
jeho výsledky a do určité míry i charakter jednotlivých 
pracovišť. Výzkumný ústav bramborářský si ale i tak 
ponechal původní název, se snahou navázat na to nej­
lepší, co bylo v uplynulých 75 letech dosaženo. Hlavní 
zůstává výzkumná činnost, jejíž rozsah závisí přede­
vším na úspěšnosti řešitelů při veřejných soutěžích 
u Grantové agentury ČR, Národní agentury zeměděl­
ského výzkumu apod. Podpora MZe ČR umožňuje ne­

jen výzkumnou činnost u jednotlivých oborů zachovat, 
ale vytváří i podmínky pro návrat ke koncepční vý­
zkumné práci i pro rozvoj poradenského systému, který 
je rovněž nedílnou součástí našeho pracoviště.

Vedle výzkumné činnosti je však třeba nalézat též 
aktivity, které přinášejí určité zdroje pro rozvoj ústavu, 
i když zdánlivě s jeho hlavním posláním nesouvisejí.

Připomínáme-li si naše jubileum, je třeba při této 
příležitosti poděkovat všem, kteří se o prosperitu ústa­
vu zasloužili v minulých letech, ale i těm, kteří zde 
působí v současné době. Poděkování patří i spolupra­
covníkům z ostatních institucí a pracovišť, napomáha­
jících při rozvoji celého odvětví.

Ing. Bohumil V o kál, CSc.
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VLIV MULČOVÁNÍ na botanické složení
A POKRYVNOST LUČNÍHO POROSTU, 
EVAPOTRANSPIRACI A VLHKOST PŮDY

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

T. Kvítek, P. Klímová, 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 Klečaty village, in the geomorphologic area of the Třeboň 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 Klečaty locality (Tabs II and III). Lysimeters 0.5 m2 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 až 1997 byl v polním pokusu s lyzimetry (hnědá půda písčitohlinitá) sledován vliv odlišného 
využití lučního porostu (jednosečný; dvousečný; jednosečný, jedenkrát mulčovaný posečenou travní hmotou po seči) na 
vlhkost a zásobu vody v půdě, evapotranspiraci, výnos a botanické složení porostu. Při velké variabilitě těchto hodnot, 
sledovaných v krátkém časovém úseku, jsou nejvýznamnějším poznatkem změny v botanické skladbě a pokryvnosti rostlin, 
způsobené vedle možného vlivu ročníku i rozdílným počtem sečí a především mulčováním, a to v podmínkách úplného 
vyloučení hnojení porostu dříve intenzivně hnojeného. Na obou sečených variantách byla zaznamenána tendence ústupu trav 
a vzestupu dvouděložných plevelných rostlin a na jednosečných variantách ještě výrazný pokles pokryvnosti leguminóz až 
jejich úplné vymizení z porostu ve třetím roce sledování. Na mulčované variantě při zvětšení rozlohy prázdných míst došlo 
к výraznému rozšíření Dactylis glomerata (L.) na úkor leguminóz. U ostatních sledovaných ukazatelů, tj. vlhkosti, zásoby 
vody v půdě a evapotranspirace, nebyly zjištěné rozdíly, způsobené vlivem různého obhospodařování, statisticky průkazné.

využití půdy; luční porost; mulčování; vlhkost půdy; evapotranspirace; změny botanického složení a pokryvnosti; výnos píce
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ÚVOD

Po roce 1990 nastal v mnoha oblastech ČR útlum 
zemědělské výroby, přičemž mnoho pozemků přestalo 
být zemědělsky intenzivně využíváno. Jejich zvýšené 
zaplevelení si vyžádalo nové přístupy к údržbě trvalých 
porostů. V mnoha oblastech je běžně používáno mul- 
čování trvalých travních porostů, a to bez základních 
vědomostí o tom, jaký bude dlouhodobý dopad na jed­
notlivé složky přírodního prostředí. Zcela převažující 
zahraniční výzkum problematiky mulčování (při mno­
ha druzích mulčovacího média) se týká jeho praktic­
kého využití v zelinářství, sadovnictví a vinařství, ale 
i u polních plodin. V literatuře (včetně zahraniční) se 
výzkumné řešení mulčování trávou na trvalých travních 
porostech téměř neobjevuje, resp. omezuje se na trvalé 
výsadby, jako jsou ovocné sady, vinice. Výzkum je 
zaměřen na vhodnost použití travního mulče a na jeho 
účinek v podmínkách daného stanoviště (Blasse, 
1990; Mervin et al., 1994; Hoffmann et al., 
1995), resp. na technologii mulčování obecně (např. 
Kromer, Reloe, 1991). Mulčování je doporučo­
váno jako vhodné opatření pro půdy uvedené do klidu 
nebo ponechané ladem i v rámci útlumu zemědělské 
výroby (Kromer, R e I o e, 1988). V současné svě­
tové zemědělské praxi je mulčováním uskutečňován zá­
měr zlepšit zejména hydrotermické podmínky stanoviš­
tě pro pěstování plodin, a to vedle dalších požadavků, 
jako je např. omezení erozních jevů a zaplevelení nebo 
stav živin v půdě (Blasse, 1990; S t r u z i n a, 1990; 
Merwin et al., 1994; Mohler, Callaway, 
1995).

MATERIÁL A METODA

Pro posouzení vlivu mulčování na jednotlivé složky 
přírodního prostředí byly sledovány tyto varianty vy­
užití trvalého travního porostu: jednosečný porost; 
dvousečný porost; jednosečný porost jedenkrát mulčo- 
vaný (s ponecháním posečené hmoty na pokose), a to 
ve dvou opakováních na plochách o rozměrech 5 x 3 m. 
Pokusný pozemek se nachází v katastru obce Klečaty, 
ve výrobním typu bramborářsko-žitném (IIIc/3), v geo­
morfologické oblasti Třeboňská pánev, v nadmořské 
výšce 423 m n. m. Geologicky jde o písčité a jílovité 
třetihorní sedimenty. Půdním typem je hnědá půda pís- 
čitohlinitá. Klimatická oblast je v okrsku B3. Srážkový 
normál činí 588 mm, normál teploty je 7,3 °C, ve ve­

getačním období 378 mm a 13,5 °C. (Hodnoty normálu 
srážek byly převzaty z dlouhodobě sledovaných stanic 
ČHMÚ Soběslav a normálu teplot z Tábora. Pro loka­

litu Klečaty byly použity meteorologické údaje z lyzi- 
metrické stanice Borkovice.)

Plocha byla založena v roce 1976. Za účelem sledo­
vání vodní bilance půdního profilu 0 až 0,6 m a jakosti 
prosáklé vody byly do hloubky 0,6 m zakopány lyzi- 
metry z novoduru o rozměrech 0,71 x 0,71 m (0,5 m2) 

a naplněny stanovištní půdou. Vrstvení zeminy bylo ve 
shodě s půdními horizonty stanoviště. Perkolující voda 
byla odvedena z nejnižšího místa pod lyzimetrem do 
PVC nádoby, napojené na potrubí. Nádoby byly pří­
stupny ve studních 1,5 m hlubokých. Na půdním povr­
chu lyzimetrů byl v roce 1982 a 1986 založen jetelo- 
travní porost (Havelka, Šonka, 1990a, b). Ve 

vegetačním období let 1995 až 1997 byly pravidelně 
v měsíčních intervalech odebírány vzorky na vlhkost 
půdy do hloubky 0,6 m, byla zaznamenána prosáklá 
voda a vypočítána evapotranspirace travního porostu 
a sledováno botanické složení porostu včetně pokryv- 
nosti jednotlivými druhy rostlin (metodou projektivní 
dominance). Botanická sledování proběhla vždy těsně 
před prvními sečemi. Termíny sečí u sledovaných va­
riant v letech 1995 až 1997 jsou uvedeny v tab. I. 
S mulčováním se započalo až v roce 1996 a bylo pro­
váděno posečenou travní hmotou jednou ročně.

Ke statistickému testování významnosti rozdílů byla 
použita analýza rozptylu s testem podle Scheffeho.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Povětrnostní podmínky sledovaných let 1995 až 1997 
jsou uvedeny v tab. II a III. Rok 1995 byl jak v celoroč­
ním, tak i ve vegetačním úhrnu srážek ve srovnání s nor­
málem mírně nadprůměrný (121,2, resp. 111,7 %), stejně 
tak teplota vzduchu (+0,5, resp. +0,4 °C). Rok 1996 
z hlediska úhrnů srážek byl podobný předchozímu ro­
ku, ne však z hlediska rozložení srážek (119,7, resp. 
115,8 %). Teplotně byl tento rok ve srovnání s normá­
lem podprůměrný (-0,9, resp. -0,2 °C). Rok 1997 byl 
ve vegetačním období málo odlišný od normálu, a to 
jak úhrnem srážek (103,4, resp. 97,1 %), tak i průměr­
nou teplotou vzduchu (0,0, resp. -0,2 °C).

Pro posouzení vlivu jednotlivých zásahů na vlhkost 
půdy při různých zásazích jsou důležité především po­
znatky o botanickém složení porostu, které uvádějí 
tab. IV až VI. Vzhledem к tomu, že porosty byly zalo-

I. Termíny sečí na jednotlivých variantách (Klečaty, 1995 až 1997) - Dates of cuts in different variants (Klečaty, 1995 to 1997)

1995 1996 1997

Varianta* (počet sečí2) 1 2 1 2 1 2

Jednosečná3 10. 7. 17. 7. 15. 7.

Dvousečná4 9.6. 11.9. 5. 6. 17. 9. 17. 6. 10. 9.

Jednosečná, mulčovaná5 9.6. 11.9. 17. 7. 15. 7.

'variant, 2number of cuts, "one cut, 4two cuts, "one cut, mulching
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II. Měsíční úhrny srážek (mm); lyzimetrická stanice Borkovice, 1995 až 1997 - Monthly precipitation sums (mm); Borkovice lysimetric 
station, 1995 to 1997

Měsíc* I. II. III. IV. V. VI. VIL VIII. IX. X. XI. XII. Z I.-XII. Z IV.-IX.

1995 32,5 26,7 51,6 62,1 75,9 87,8 22,2 82,3 91,9 12,8 57,4 50,5 675,8 422,2

1996 25,5 17,4 33,8 52,0 108,8 71,5 104,1 70.2 31,0 74,7 45,9 27,1 668,1 437,8

1997 12,0 25,3 72,9 64,0 33,8 67,9 141,0 43,1 17.1 31,1 33,4 35,6 577,2 366,9

1 month

lil. Průměrná roční teplota (°C); lyzimetrická stanice Borkovice, 1995 až 1997 - Average monthly air temperatures (°C); Borkovice lysimetric 
station, 1995 to 1997

'month

Měsíc1 I. П. III. IV. V. VI. VII. VIII. IX. X. XI. XII. x I.-XII. x IV.-IX.

1995 -1,9 3,0 1.9 8,4 12,3 14,8 19,8 16,4 11.7 9,6 0,5 -1.9 7,8 13,9

1996 -4,3 -4.5 -0,7 7,3 13,1 16,5 15,9 16,3 10,1 8,4 3,4 -5.4 6,4 13,2

1997 -5,1 1,0 3,8 4,9 12,5 16,2 16,9 17,7 11,5 5,6 2,0 0,3 7,3 13,3

IV. Botanické složení porostu a pokryvnost jednotlivých druhů rostlin (% projektivní dominance); jednosečná varianta; Klečaty, 1995 až 
1997 - Botanical composition and plant species representation in permanent grassland (% of projective dominance); one-cut system; Klečaty, 
1995 to 1997

Botanický druh*
I. opakování2 II. opakování ;

1995 1996 1997 1995 1996 1997

T rávy3

Festuca pratensis

Festuca rubra

Роа pratensis

Arrhenatherum elatius

Agrostis tenuis

Dactylis glome rata

95

1

8

20

3

2

2 11

15

17

trávy celkem4 95 9 23 4 II 32

Leguminózy5
Chrysaspis dubia 88 92 87 0

leguminózy celkem 0 88 0 92 87 0

Ostatní6 
dvouděložné7

Plantago lanceolata

Leontodon autumnalis

Convolvulus arvensis

Cerastium arvense

Bellis perennis 

Taraxacum officinale

Galium mollugo

Rumex acetosa

Hypericium perforatum

2

1

15

46

2

2

1

1

15

ostatní celkem 0 3 61 4 2 15

Prázdná místa" 5 0 16 0 0 53

+ pokryvnost9 < 1 %

'botanical species, 2replication, 3grasses, 4total, 5leguminoses, 6other, ’dicotyledons, "interspace, ’representation

ženy v roce 1982 (na některých variantách v roce 1986) 
a byly na nich provedeny různé experimentální zásahy, 
bylo na základě výsledků rozhodnuto údaje a data 
z obou variant prvního a druhého opakování neprůmě- 
rovat, ale přistupovat к nim jako к jednotlivým varian­
tám.

U jednosečné varianty prvního opakování převažo­
valy v prvém roce sledování trávy, především Festuca 
rubra (L.), která v následujících letech ustoupila a její 
místo obsadil Amoria repens (L.) С. B. Presl (původní 
název Trifolium repens L.), později pak Convolvulus 
arvensis (L.) a Plantago lanceolata (L.). U varianty
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V. Botanické složení porostu a pokryvnost jednotlivých druhů rostlin (% projektivní dominance); dvousečná varianta; Klečaty, 1995 až 1997 - 
Botanical composition and plant species representation in permanent grassland (% of projective dominance); two-cut system; Klečaty, 1995 
to 1997

+ pokryvnost9 < 1 %

Botanický druh1
I. opakování2 11. opakování

. 1995 1996 1997 1995 1996 1997

Festuca pratensis 2 2 15

Festuca rubra 10 38 35 10 6 n
Роа pratensis 65 51 81 89

Trávy3 * i и i
Arrhenatherum еlati us 1 3 1 2

Alopecurus pratensis +

Dactylis glomerata + + 3 + + +

trávy celkem4 75 92 43 91 96 44

A mo ria re ре ns 3
Leguminózy5 Chrysaspis dubia 15 5 4 23

leguminózy celkem 15 0 5 7 0 23

Plantago lanceolata + 49 1 + 33

Ce ras ti um arvense + + +

_ Achillea millefolium
Ostatní’ ‘ +

dvouděložné7 Bellis perennis + +

Taraxacum officinale 1 1 4 +

Galium mollugo 1 8 3 +

ostatní celkem 2 8 52 2 4 33
Prázdná místa8 8 0 0 0 + 0

For 1-9 see Tab. IV

VI. Botanické složení porostu a pokryvnost jednotlivých druhů rostlin (% projektivní dominance); varianta mulčování; Klečaty, 1995 až 
1997 - Botanical composition and plant species representation in permanent grassland (% of projective dominance); mulching; Klečaty, 1995 
to 1997 •

Botanický druh1
I. opakování2 II. opakování

1995 1996 1997 1995 1996 1997

Trávy3

Poa pratensis

Agrostis tenuis

Dactylis glomerata 35

3

67

5

60

56

8

7

84 67

trávy celkem4 35 70 65 64 91 67

Leguminózy5

Amoria repens 

Chrysaspis dubia 

Vida tenuifolia

62

5

30

leguminózy celkem 62 0 + 35 0 0

Ostatní6 
dvouděložné7

Sambucus nigra 

Plantago lanceolata 

Leontodon autumnalis 

Cerastium arvense 

Veronica chamaedrys 

Bellis perennis 

Taraxacum officinale

1

1

5

8

1

4

ostatní celkem 2 13 0 1 4

Stařina"1 3

Prázdná místa8 1 17 35 0 5 30

+ pokryvnost9 < I %

For 1-9 see Tab. IV. "’dead plant residues
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druhého opakování byl v průběhu let zaznamenán roz­
voj trav, mírný pokles v zastoupení jetelovin, stoupal 
výskyt Galium mollugo (L.) a výrazně se šířila v po­
rostu i prázdná místa. Velká variabilita porostu, ovliv­
něná i ročníkem, je zřejmě reakcí na extenzivní způsob 
využívání, které následuje po téměř 20 letech intenziv­
ního využívání porostu. Zobecnění však nelze po tak 
krátkém časovém úseku sledování provést.

U dvousečné varianty je patrná větší shoda výsledků 
u obou opakování: přechodný rozvoj trav v druhém ro­
ce sledování, především Poa pratensis (L.), a její ná­
sledný ústup, přičemž uvolněné místo zaujal především 
Plantago lanceolata (L.).

Varianta mulčovaná měla odlišné výchozí podmínky 
v zastoupení jak trav, především Dactylis glomerata 
(L.), tak i Chrysaspis dubia (Sibth.) Desv. (původní 
název Trifolium dubium Sibth.), který v porostu, tak 
jako na ostatních variantách, nevytrval. V druhém roce 
začala v porostu převažovat Dactylis glomerata (L.), 
která ve třetím roce dosáhla zastoupení 60 až 67 % 
dominance. Jeteloviny zcela ustoupily a výrazně se 
rozšířila prázdná místa. Rozvoj Dactylis glomerata (L.)

s touto dynamikou zastoupení je znám především u in­
tenzivně hnojených porostů minerálním dusíkem nebo 
kejdou a lze jej vysvětlit rozkladem mulčované orga­
nické hmoty, která do porostu uvolnila živiny na ne- 
hnojeném stanovišti.

Pro posouzení vlivu jednotlivých zásahů na dynami­
ku vody v půdě byly sledovány výnosy zelené hmoty 
píce (tab. VII). Z výsledků je zřejmý pokles výnosnosti 
porostu na všech variantách při absenci hnojení, a to 
v roce 1997 na třetinu až čtvrtinu stavu roku 1995. 
Výnosnost porostu je ovlivňována především průbě­
hem povětrnostních podmínek. Ponechání zelené hmo­
ty na pokose u mulčované varianty způsobilo ve třetím 
roce nárůst vyleželých míst i míst zcela zakrytých mul- 
čem, v nichž byla zjišťována vlhkost půdy.

Obsah sušiny (tab. VIII) píce jednosečných variant 
vypovídá o velmi pozdním termínu sečí a se změnou 
botanického složení se velmi mění. Varianta dvousečná 
měla v letech 1995 až 1997 v první seči velmi vyrovnané 
obsahy sušiny, v druhé seči se projevuje vyšší variabilita 
porostu a pozdnější seč. Zvýšený obsah sušiny měl jed­
noznačný vliv na zpomalení rozkladu organické hmoty.

VIL Výnos zelené hmoty píce (t.ha ') rozdílně obhospodařovaného travního porostu sečením a mulčováním travní hmotou; Klečaty, 1995 
až 1997 - Green matter yield of herbage (t.ha1) under different grassland management systems by cuts and grass mulching; Klečaty, 1995 
to 1997

'variant, 2one cut, 3two cuts, 4mulching, replication

Varianta1 Opakování5
1995 1996 1997

1 2 Z 1 2 Z 1 2 Z

Jednosečná2
1.

II.

14,2

14,7

14,5

14,2

14,7

14,5

6,8

8,6

7,7

6,8

8,6

7.7

5,5

4,6

5,1

5,5

4,6

5,1

Dvousečná3
1.

11.

11,9

14,3

13,1

1.8

3,1

2,5

13,7

17,4

15,6

11,8

6,8

9,3

4,6

4,4

4,5

16,4

11,2

13,8

5,8

5,4

5,6

3,7

4,5

4,1

9,5

9,9

9,7

Mulčovaná4
1.

11.

15,8

21,7

18,8

0,8

1,7

1,3

16,6

23,4

20,0

10,0

12,8

11,4

10,0

12,8

11,4

4,7

5,0

4,9

4,7

5,0

4,9

VIII. Obsah sušiny v píci (%) rozdílně obhospodařovaného travního porostu sečením a mulčováním travní hmotou; Klečaty, 1995 až 1997 - Dry 
matter content in herbage (%) under different grassland management systems by cuts and grass mulching; Klečaty, 1995 to 1997

Varianta* Opakování5
1995 1996 1997

1 2 1 2 1 2

1. 40,18 37,24 29,82,
Jednosečná2 II. 49,29 37,95 37,43

x 44,74 37,60 33,63

1. 19,11 44,53 22,19 28,12 25,16 27,20
Dvousečná3 11. 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 45,41 40,76 37,06
Mulčovaná4 II. 15,95 41,35 39,56 33,39

X 17,28 43,38 40,16 35,23

For 1-5 see Tab. VII
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Výnos píce v sušině (tab. IX) potvrdil klesající vý­
nosnost porostu na všech variantách. Pouze u mulčova- 
né varianty došlo v roce 1996 к mírnému nárůstu vý­
nosu v sušině, což lze vysvětlit vyšším zastoupením 
Dactylis glomerata (L.) v porostu.

Z celkové vodní bilance stanoviště v půdním profi­
lu 0 až 0,6 m (tab. XI) lze odvodit, že ve vegetačním 
období došlo jen к minimálním odtokům do hladiny 
podzemní vody, bez ohledu na celkový úhrn srážek 
v jednotlivých letech. Při porovnání chodu evapotran- 
spirace (ET), resp. zásoby vody v půdě v jednotlivých

letech (tab. X) jsou zřejmé určité rozdíly v hodnotách 
mezi jednotlivými variantami, ale pokles úrovně ET 
v roce 1996 je zřetelný na všech variantách a nárůst 
hodnot ET v roce 1997 též na všech variantách. Roz­
díly v ET mezi jednotlivými variantami jsou však sta­
tisticky neprůkazné, a to jak v jednotlivých letech, tak 
za celé období. Statisticky významný rozdíl (při dosa­
žené hladině významnosti a = 0,0001) byl zjištěn pou­
ze při vzájemném porovnání ET všech variant souhrnně 
v jednotlivém roce s hodnotami ET v ostatních letech, 
tj. vlivem ročníku na úroveň ET, kdy hodnoty ET v ro-

IX. Výnos píce (t.ha *) rozdílně obhospodařovaného travního porostu sečením a mulčováním travní hmotou; Klečaty, 1995 až 1997 - Herbage 
yield (t.ha-1) under different grassland management systems by cuts and grass mulching; Klečaty, 1995 to 1997

Varianta1 Opakování5
1995 1996 1997

1 2 Z 1 2 Z 1 2 Z

1. 5,7 5,7 2,5 2,5 1.6 1,6
Jednosečná2 11. 7,2 7,2 3,3 3,3 1,7 1,7

X 6,5 6,5 2,9 2,9 1,7 1,7

I. 2,3 0,8 3,1 2,4 1,2 3,6 1,5 1,0 2,5
Dvousečná3 II. 3,1 1,1 4,2 1,5 1,4 2,9 1,3 1,4 2,7

X 2,7 1,0 3,7 2,0 1,3 3,3 1,4 1.2 2,6

I. 2,9 0,4 3,3 4,1 4,1 1,7 1,7
Mulčovaná4 II. 3,5 0,7 4,2 5,0 5,0 1,7 1,7

X 3,2 0,6 3,8 4,6 4,6 1,7 1,7

For 1-5 see Tab. VI1

X. Obsah vody (mm) v půdním profilu 0 až 0,6 m rozdílně obhospodařovaného travního porostu sečením a mulčováním travní hmotou; 
Klečaty, 1995 až 1997 - Moisture content (mm) in the soil profile 0 to 0.6 m under different grassland management systems by cuts and 
mulching; Klečaty, 1995 to 1997

Varianta1 Jednosečná2 Dvousečná3 Mulčovaná4

opakování5 I. II. I. 11. I. II.

5. 4. 146,5 145,5 162,9 128,5 149,0 150,5

4. 5. 149,1 132,6 138,2 131,3 153,1 132,5

1995 13. 6. 160,5 154,6 149,6 146,5 152,2 143,5

2. 7. 102,7 81,8 105,0 92,2 105,6 103,8

8. 8. 79,4 80,6 66,9 58,1 76,3 95,9

5. 9. 126,9 106,5 96,8 94,3 106,0 114,2

23. 4. 133,2 129,3 141,6 136,4 128,3 155,6

23. 5. 141,3 140,3 154,0 166,6 124,9 150,2

1996 18. 6. 102,3 97,4 122,9 121,2 91,7 98,0

24. 7. 120,1 119,2 118,5 133,1 112,8 112,4

22. 9. 135,8 117,5 123,2 124,4 116,1 114,3

25. 9. 115,5 101,8 118,6 112,8 101,4 118,4

23. 4. 145,1 156,7 144,5 133,5 137,5 145,9

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. 157,3 147,2 155,5 154,0 138,2 143,4

28. 8. 96,8 119,8 95,7 80,3 111,9 107,2

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. Vodní bilance (mm) v půdním profilu 0 až 0,6 m rozdílně obhospodařovaného travního porostu sečením a mulčováním travní hmotou; 
Klečaty, 1995 až 1997 - Water balance (mm) in the soil profile 0 to 0.6 m under different grassland management systems by cuts and grass 
mulching; Klečaty, 1995 to 1997

Varianta* Opakování5 Srážky6 Odtok7 Voda z půdní zásoby1* Evapotranspirace9 x

1995

jednosečná2
1.

II.

340,7

340,7

10,0

21,0

19,6

39,0

350,3

358,7

354,5

dvousečná3
I.

II.

340,7

340,7

10,0

20,0

66,1

34,2

396,8

354,9

375,9

mulčovaná4
I.

11.

340,7

340,7

0,0

10,0

43,0

36,3

383,7

367,0

375,4

1996

jednosečná
I.

11.

315,2

315,2

10,0

10,0

17,7

27,5

322,9

332,7

327,9

dvousečná
1.

II.

315,2

315,2

4,0

26,0

23,0

23,6

334,2

312,8

323,5

mulčovaná
I.

11.

315,2

315,2

4,0

10,0

26,9

37,2

338,1

342,4

340,3

1997

jednosečná
1.

II.

327,5

327,5

10,0

14,0

62,0

70,4

379,5

383,9

381,7

dvousečná
1.

II.

327,5

327,5

10,0

10,0

52,6

46,2

370,1

363,7

366,9

mulčovaná
1.

II.

327,5

327,5

10,0

7,0

44,6

59,7

362,1

380,2

371,2

1995-1997

jednosečná 

dvousečná 

mulčovaná

354,7

355,4

362,3

For 1-5 see Tab. VII, 6precipitation, 7runoff, xwater from soil reserve, 9evapotranspiration

ce 1995 a 1997 (průměr 368,6 a 373,3 mm) byly prů­
kazně vyšší ve srovnání s hodnotami ET v roce 1996 
(průměr 330,5 mm). Pokles vlhkosti půdy (tab. XI) me­
zi začátkem a koncem jejího sledování značí, že ET 
byla částečně hrazena z vodních zásob v půdě. Kromě 
první varianty jednosečné lokality nebyly rozdíly v zá­
sobě vody v půdě zjevné. Výsledky z jednotlivých va­
riant a roků hodnocených proti sobě navzájem nevyká­
zaly jednoznačný trend. Statistickým hodnocením byly 
zjištěny jen neprůkazné rozdíly ve vlhkosti půdy sledo­
vaných půdních vrstev i v obsahu vody v celém půd­
ním profilu, a to jak mezi variantami, tak i mezi jed­
notlivými půdními vrstvami v profilu daných variant 
(jedinou výjimkou byla významně vyšší vlhkost ve vrs­
tvě 0,2 až 0,4 m na dvousečné variantě druhého opako­
vání ve srovnání s jednosečnou variantou druhého opa­
kování a mulčovanou variantou prvního opakování 
v roce 1996). Nepotvrdil se předpoklad průkazně vý­
znamného zvýšení vlhkosti půdy na mulčovaných va­
riantách oproti ostatním nemulčovaným variantám přes 
značné zakrytí porostu. Rozvoj Dactylis glomerata (L.) 
s mohutným kořenovým systémem a velkou listovou 
plochou byl pravděpodobně příčinou těchto ne zcela 
jednoznačných výsledků. Nejednoznačná jsou i zjištění 
uváděná v literatuře. Intenzita a délka trvání účinku 
mulče závisí na klimatických a půdních podmínkách. 
Zvýšení obsahu vody v půdě a snížení evaporace, resp.

evapotranspirace i efektivnější využití vody uvádějí 
např. Struzina (1990) a Yunusa et al. (1994), 
zatímco Barros, Hanks (1993) nezjistili snížení 
spotřeby vody ani změny v jejím obsahu (Blasse, 
1990).
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INDEX NEGATIVNÍHO PŮSOBENÍ FENOLŮ (IANP)
A JEHO PREDIKCE V LUŮNÍCH ROSTLINÁCH POMOCÍ 
SPEKTROSKOPIE V BLÍZKÉ INFRAČERVENÉ OBLASTI
(NIRS)

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

V. Mika1, A. Kohoutek1, J. Pozdíšek2, F. Smítal1, P. Nerušil1

1 Institute of Agricultural and Food Information, Praha, Research Station of Grassland 
Ecosystems, Jevíčko, Czech Republic

2Research Institute for Cattle Breeding, Ltd., Rapotin, Czech Republic

ABSTRACT: The so-called index of negative potential action of phenols (IANP, S echo vic, 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 Jevíčko 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 S c e h o v i c (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 r2 = 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 negativního potenciálního působení fenolů), který vyvinul a u alpské flóry studoval S c e h o v i c 
(1995), byl stanoven v roce 1996 na začátku kvetu u 69 druhů lučních rostlin z okolí Jevíčka. Zjištěné hodnoty u jednotlivých 
druhů vcelku souhlasí s hodnotami ze Švýcarska. Z bylin měla nejvyšší IANP Hypericum perforatum (207), z jetelovin Lotus 
corniculatus (99) a z trav Dactylis glomerata (53). Vysoká hodnota IANP byla nalezena též u druhů vyznačujících se poměrně 
vysokou stravitelností. IANP vyjadřuje působení inhibujících látek v rostlinném extraktu na celulolytickou aktivitu fungálních 
celuláz, a tedy na průběh trávení, a lze jej využít pro pícninářské a krmivářské hodnocení travních porostů a píce, zvláště při 
objektivizaci závažnosti výskytu nežádoucích druhů. Pokus o kalibraci tohoto parametru pomocí techniky NIRS (spektrosko­
pie v blízké infračervené oblasti) prokázal reálnou možnost poměrně přesné predikce velice operativním způsobem.

luční rostliny; rostlinné fenoly; kvalita píce; antinutriční látky; trávení vlákniny; spektroskopie NIR
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ÚVOD

Některé sekundární metabolity obsažené v lučních 
rostlinách průkazně snižují využití živin v krmné dáv­
ce. Celkový účinek závisí nejen na jejich koncentraci, 
ale podstatnou měrou též na jejich biologické aktivitě. 
Floristicky pestré travní porosty nemusí mít v tomto 
ohledu vždy optimální průběh trávení, jak dokládá 
Scehovic (1988, 1990, 1995), ani nemusí příznivě 
působit na kvalitu živočišných výrobků, např. sýrů 
(Jeangros et al., 1997). Pro posouzení těchto účinků 
vyvinul Scehovic (1995) metodu IANP (Findice 
ďaction négative potentielle), tj. index negativního po­
tenciálního působení fenolů, a analyzoval nejčastější 
zástupce alpské flóry. Vývoj metody byl veden potře­
bou studia chemických struktur v jejich přirozené mat­
rici tak, že zvolený postup používá jen slabě agresivní­
ho prostředí, blížícího se podmínkám trávení 
v zažívacím ústrojí přežvýkavců. IANP vyjadřuje pů­
sobení inhibujících složek v rostlinném extraktu na ce- 
lulolytickou aktivitu fungálních celuláz. Jsou postiho­
vány především fenoly (flavony, fenolové kyseliny 
vázané na buněčné stěny, třísloviny), terpenoidy, těka­
vé látky karbonylové povahy (aldehydy, ketony) aj. 
Stanovení IANP přispívá nejen к přesnějšímu hodno­
cení kvality krmiv (stravitelnost, chutnost, dobrovolný 
příjem píce), ale poskytuje též ve fytocenologickém 
a pratotechnickém výzkumu doplňkovou informaci ke 
složení lučních porostů (zvláště přítomnost nežádou­
cích druhů) a ke kvalitě živočišných produktů (Mika 
et al., 1997).

V předložené práci podáváme souhrn výsledků na­
šeho šetření u druhů s největší frekvencí v našich luč­
ních porostech a na ně navazujících rostlinných spole­
čenstvech. К překonání závislosti na poměrně 
náročných rozborech při laboratorní práci jsme prově­
řili možnosti predikce IANP pomocí NIRS (spektros­
kopie v blízké infračervené oblasti) s cílem podstatně 
zvýšit expeditivnost tohoto hodnocení.

MATERIÁL A METODA

V okolí Jevíčka bylo vybráno 69 vzorků rostlin (pře­
vážně lučních druhů) ve fázi těsně před začátkem kvě­
tu. Vzorky byly usušeny při 55 °C a stanoven v nich 
IANP (Scehovic, 1995).

Extrakce inhibitorů: 1 g suchého vzorku (s jem­
ností < 1 mm) se vaří pod zpětným chladičem 1 h 
v 50ml fosfátocitrátovém roztoku (směsný roztok 
A [39,59 g/1 Na2HPO4.2 H2O] а В [21,01 g/I kyseliny 
citrónové monohydrát] v poměru objemů 875 : 1000, 
s pH 4,6). Po ochlazení a filtraci se ve filtrátu stanoví 
obsah rozpustných fenolů kolorimetricky (činidlo Fo- 
lin-Ciocalteu) podle publikovaného postupu (Sceho­
vic, 1990).

Izolace vlákninového substrátu: 30 g vzorku trávy 
(např. kostřavy rákosovité), připraveného stejně jako 
v předchozím případě, se vaří 1,5 h v 1,51 roztoku me­
tanolu a vody (2 : 1 obj./obj.), okyseleného HC1. Ne­

rozpustný zbytek se extrahuje 1 1 acetonu (30 min) 
a následně promývá acetonem do vymizení pigmentů. 
Nakonec se usuší při 55 °C. Obsah esterifikovaných 
fenolových kyselin v substrátu se stanoví podle zmíně­
né metodiky (Scehovic, 1990).

Inhibice celulolytické aktivity extraktem lučních 
rostlin: 100 mg vlákninového substrátu (připraveného 
popsaným způsobem) se vpraví do kalibrovaných zku­
mavek (10 ml), přidá 5 ml extraktu vzorku a 5 ml 
celulázového roztoku, který se připraví takto: Roztok 
celuláz z Aspergillus niger 0,6 j./mg, Fluka, se smísí 
s pufrovým roztokem A + В tak, aby výsledná aktivita 
celuláz činila 12,5 j./ml. Každý měřený vzorek (ex­
trakt) je doplněn kontrolním vzorkem (extrakt + en­
zym - bez substrátu), který slouží ke stanovení koncen­
trace fenolů obsažených ve složkách. Celulolytická 
aktivita enzymu (bez inhibice) se stanoví pomocí kon­
trolních vzorků, v nichž se extrakt nahradí pufrovým 
roztokem (slepý pokus). Měřené a kontrolní vzorky se 
umístí do termostatu při 39 ± 0,1 °C a kontinuálně se 
protřepávají 24 h. Poté se odstředí (10 min při 7000 
ot./min), alikvotní část supernatantu se vpraví do od- 
měrné baňky (100 ml), přidá roztok Na2CO3 a činidlo 
Folin-Ciocalteu a za 1 h se měří optická hustota při 
675 nm (Scehovic, 1990).

Výpočet IANP: Hodnota indexu vyjadřuje význam­
nost inhibičního působení vzorku na degradaci vlákni­
nového substrátu, měřeného pomocí fenolových kyse­
lin uvolněných v průběhu enzymové hydrolýzy. 
IANP = 100 - (100 PLE/PLT), kde: PLE = fenoly uvol­
něné za přítomnosti extraktu [(extrakt + enzym + subs­
trát) - (extrakt + enzym)]; PLT = fenoly uvolněné bez 
extraktu (kontrola) [(pufr + enzym + substrát) - (pufr + 
enzym)]; číslo 100 = korekční parametr garantující, že 
IANP > 0.

Hodnoty IANP jsou podmíněny těmito vztahy: 
PLE = PLT - IANP = 0; PLE < PLT - IANP < 100; 
PLE < 0 - IANP > 100.

U hodnot IANP převyšujících 100 lze předpokládat, 
že část aktivních fenolů vytváří vazby nejen s proteiny 
enzymů, ale také s polymery substrátů, což zvyšuje 
výrazným způsobem potenciální inhibici a stravitelnost 
se významně snižuje.

U těchto vzorků byly změřeny spektrální charakte­
ristiky a s použitím analytických hodnot IANP byla 
provedena kalibrace na přístroji NIRSystems 6500 
(Mika, 1997). Přesnost predikce byla ověřena na va- 
lidačním souboru vzorků (n = 99) s hodnotami IANP 
stanovenými rovněž laboratorním postupem (RAC 
Nyon, VÚCHS Rapotín). Ke statistickému vyhodnoce­

ní přesnosti predikce byl použit software ISI 3.0, doda­
ný s přístrojem.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Hodnota IANP v bylinách z okolí Jevíčka z jednoho 
roku (1996) a v jedné (srovnatelné) růstové fázi se po­
hybovala od 21 (pryskyřník plazivý) do 207 (třezalka 
tečkovaná), v jetelovinách od 32 (jetel plazivý) do
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99 (štírovník růžkatý), v travách od 20 (Jílek vytrvalý) 
do 53 (srha říznačka). Výsledky uvádí tab. I. Vysoká 
hodnota IANP byla stanovena též u několika druhů 
obecně známých poměrně vysokou stravitelností orga­
nické hmoty in vitro (OMD), např. kontryhel (224), 
jitrocel kopinatý (125), smetánka lékařská (134), pam­
peliška srstnatá (142), šťovík tupolistý (105). Jejich za­
stoupení v travním společenstvu může mít určité nega­
tivní účinky na kvalitu dané luční píce jako celku, např. 
na chutnost, dobrovolný příjem píce, resp. výživnou 
hodnotu. Je třeba připomenout, že hodnotu IANP je 
třeba chápat jako určitou informaci o potenciální 
schopnosti jednotlivých druhů rostlin či vzorků píce 
ovlivňovat průběh degradace buněčných stěn v bacho­
ru, s možností jejího využití pro korekci výživné hod­
noty stanovené metodami mokré chemie, jsou-li tyto 
druhy ve smíšeném porostu (či krmné dávce) zastoupe­
ny větším podílem (Scehovic, 1995). Jde pouze 
o index, jehož interpretaci je nutné brát s jistou rezer­
vou (vzhledem к významným rozdílům mezi velmi slo­
žitým prostředím trávicího traktu zvířat a relativně jed­
noduchými a standardně používanými analytickými 
postupy, resp. metodami in vitro).

I. Hodnoty IANP vybraných rostlin před květem (Jevíčko, 1996) - 
IANP values of selected plants before anthesis (Jevíčko, 1996)

Druh1 IANP

Hypericum perforatum L. 207

Alchemillu vulgaris L. 192

Prunella vulgaris L. 165

Erigeron canudense 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

Byliny2
Plantago lunceoluta L.

Polygonum aviculare L.

111

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 'species, 2herbs, 3clover plants, 4grasses

Druh1 IANP

Pastinaca sativa L. 87

Barbarea vulgaris R. Br. 85

Glechoma hederacea L. 80

Lamium purpureum L. 76

Anthriscus silvestris (L.) Hoffm. 75

Chrysanthemum leucanthemum L. 73

Potentilla anserina L. 73

Herucleum sphondylium L. 72

Stelaria media (L.) Vili. 70

Cerastium vulgare Hartm. 67

Capsella 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.) Tom. 59

Matricaria discoidea DC. 55

Galium aparine L. 54

Jacea vulgaris Godr. 54

Cirsium сипит (L.) All. 54

Tragopogon pratensis L. 46

Silene nutans L. 38

Chenopodium album L. 34

Sonchus usper (L.) Hill. 33

Papaver rhoeas L. 31

Ranunculus acer L. 27

Artemisia vulgaris L. 24

Ranunculus repens L. 21

Lotus corniculatus L. 99

Trifolium hybridům L. 58

Jeteloviny3 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

Feštucu rubra L. 45

Festuca urundinacea Schreb. 41

Phleum pratense L. 38

Bromus inermis Leyss 33
Trávy4 Festuca pratensis Huds. 30

Bromus uniloides (W.) Humb. et Kunth. 30

Pou triviulis L. 30

Cynosurus cristatus L. 27

Poa prutensis L. 25

Poa palustris L. 23

Lolium multiflorum Lam. 21

Lolium perenne L. 20
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I. Vztah mezi hodnotami IANP stanovenými laboratorně (osa y) 
a IANP predikovanými pomocí NIRS (osa x) u validačního souboru 
lučních 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) 
У = -9,25 + l,12x

Dosavadní výsledky výzkumu zatím nedovolují 
identifikovat účinky určité látky v extraktu jako poten­
ciálního inhibitoru trávení, natož vysvětlit její antibio- 
logickou aktivitu, která nemusí být nevyhnutelně úměr­
ná její koncentraci. Lze reálně předpokládat, že tato 
aktivita i při stejné koncentraci dané látky může kolísat 
podle botanického druhu, růstové fáze, podmínek růstu, 
geografického původu atd. Spolu s dalšími autory (Sce- 
hovic, 1995; Komprda et al., 1996, 1997; Jean- 
gros et al., 1997) jsme přesvědčeni, že hodnocení 
antibiologické aktivity chemických struktur obsaže­
ných v rostlinných krmivech může významnou měrou 
přispět ke zlepšení spolehlivosti laboratorních metod 
a objektivnosti hodnocení kvality píce v uvedených 
případech, a též к dokonalejšímu pochopení vztahů ve 
výživě zvířat. Má se za to, že některé fenolové kyseliny 
vyvolávají významnější pokles stravitelnosti energie 
pícnin, než jaká by vyplývala z jejich koncentrací. Je 
zřejmě způsobena (1) jejich toxicitou vůči bakteriální 
populaci v bachoru nebo (2) interferencí s průběhem 
enzymové hydrolýzy kyseliny ferulové, diferulové, 
cyklomerů kyseliny ferulové apod. (Jung, Fahey, 
1984; Mika et al., 1997). Např. trávení hemicelulóz 
a celulóz souviselo s obsahem kyseliny ferulové u kos­
třavy rákosovité, ale ne u vojtěšky. Souborné vyjádření 
těchto účinků, byť i formou indexu, má tedy určitě svo­
je opodstatnění, a to alespoň do doby, než úroveň poz­
nání vzájemných vztahů na tomto poli dovolí detailněj­
ší specifikaci.

První kalibrace IANP, provedená pro početně ome­
zený soubor vzorků (limitovaný rozsahem referenčních 
laboratorních stanovení), ukázala možnost poměrně 
přesné predikce (SEP(C) činila 11,7, zatímco limitní 
hodnota byla 13,4). Jestliže skutečná hodnota IANP 
činila 100,8 ± 32,7, predikovaná hodnota v průměru 
validačního souboru (n = 99) činila 103,4 ± 38,2 a koe­
ficient determinace r2 = 0,92 (obr. 1). Využití techniky 

NIRS к predikci IANP se v tomto ohledu zdá účelné 
a dostatečně přesné pro potřeby pratotechnického vý­
zkumu, šlechtění pícnin apod.

Poděkování

Experimentální práce byly proběhly s finační pod­
porou GA ČR (503/95/1457 Vývoj expeditivních metod 

hodnocení kvality travní biomasy).
Autoři děkují za významnou kolegiální pomoc Dr. 

Jánu Sčehovičovi z RAC Nyon v diskusi problematiky 
i zajištění podstatné části analýz IANP referenční me­
todou.
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METHODOLOGICAL ASPECTS OF BIO-INDICATION
OF GRASSLAND WATER REGIMEN

METODOLOGICKÉ ASPEKTY BIOINDIKACE VODNÍHO REŽIMU 
TRAVNÍCH POROSTŮ

F. Klimeš, H. Bošina, M. Ekert, V. Mitas

University of South Bohemia, Faculty of Agriculture, České Budějovice, 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: Porostová skladba travních porostů je výslednicí působení interakce všech ekologických faktorů i podmínek 
obhospodařování travních porostů. V rámci tohoto komplexu činitelů však vystupují do popředí vodní a výživný režim, a lze 
proto právě u těchto faktorů velmi vhodně využít porostovou skladbu trvalých travních porostů pro bioindikaci jejich úrovně 
(Ellenberg, 1952; Regal, 1964; Rieder, 1983). V uvedených intencích jsme se v Českých Budějovicích (nadmořská 
výška 395 až 411 m) v letech 1982 až 1990 u souboru trvalých travních porostů s odlišným vláhovým režimem (tab. II) 
zabývali studiem vztahů mezi hladinou podzemní vody a vypočtenými středními indikačními hodnotami pro vodní režim 
lučních stanovišť, stanovenými jako vážené aritmetické průměry indikačních hodnot pro vodní režim jednotlivých druhů 
(Ellenberg, 1952; Regal, 1964; Veselá et al., 1994), přičemž váhy ve výpočtu představovaly procentuální reduko­
vané projektivní dominance jednotlivých druhů. Projektivní dominance jednotlivých druhů byla stanovena na kontrolních 
lokalitách vždy před první sečí. Hladina podzemní vody byla sledována pomocí Northonových trubic v týdenních intervalech. 
Na základě korelační a regresní analýzy byl prokázán těsný vztah mezi hloubkou hladiny podzemní vody (tab. Ill) a vypoč­
tenými středními indikačními hodnotami pro vodní režim ověřovaných lučních stanovišť (tab. IV). Jako nejefektivnější forma 
explanace a predikce vztahu mezi hloubkou průměrné hladiny podzemní vody (x v m) a vypočtenými středními indikačními 
hodnotami pro vodní režim (y) byla stanovena logaritmická funkce: у = 3,012259 - 0,568968 . Inx Uxx = -0,671 ), která pro 
praktické využití, kdy stanovíme střední indikační hodnotu pro vodní režim a zajímá nás úroveň hloubky hladiny podzemní 
vody, byla převedena na tvar: x = e0,569 (3'0|2~у). Statistická významnost studovaného vztahuje zároveň i potvrzením vhod­
nosti Ellenbergových indikačních hodnot pro podmínky jižních Cech (tab. I). Vzhledem к tomu, že využitelnost Ellenbergo- 
vých indikačních hodnot se s narůstající kontinentalitou snižuje (Rychnovská et al., 1985; Moravec et al., 1994), je 
účelné ověřit jejich platnost i v dalších oblastech. Na základě středních chyb průměru (Sx, tab. V) bylo stanoveno minimální 
období pro exaktní posouzení vodního režimu lučních stanovišť s využitím bioindikačních přístupů, které činí alespoň šest, 
nejlépe však sedm až osm let. S využitím metod marginální analýzy byl navržen postup pro ověření citlivosti bioindikačních 
metod pro vodní režim lučních stanovišť.

trvalé travní porosty; vodní režim luk; bioindikační metody; citlivost bioindikačních metod

INTRODUCTION

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.

The formation of grassland growths is conditioned 
by a number of abiotic and biotic environmental fac­
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 (5) to their bio-indication level (Klečka et al., 
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. (R у c h n o v s к á et al., 1985; Moravec et al., 
1994). Besides the flora-cenological approaches (Zu­
rich-Montpellier orientation), the quantitatively eco­
logical approaches (Ellenberg, 1952; Pron- 
czuk, 1982; Slavíková, 1986; Dykyjová et 
al., 1989; Moravec et al., 1994; Veselá 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.

I. Mean air temperatures and total atmospheric precipitation in Čes­
ké Budějovice during the period of observation

Year

Mean air temperature 
(°C)

Total atmospheric 
precipitation (mm)

annual vegetation 
period

annual vegetation 
period 1

1982 8.7 14.9 488.5 312.6

1983 9.1 15.7 438.6 342.2

1984 9.2 14.4 456.1 334.3

1985 8.1 14.9 655.5 480.3

1986 9.5 16.3 506.8 391.2

1987 7.5 14.3 691.5 447.7

1988 11.4 17.8 634.9 418.1

1989 9.0 14.4 522.3 426.2

1990 8.2 13.9 486.7 317.2

X 9.0 14.9 542.3 385.5

MATERIAL AND METHODS

Phytocenological and ecological characteristics and 
their mutual relationships in permanent grasslands in 
České Budějovice 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. I.

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

All investigated growths were fertilized annually 
using the rates of 100 kg N.ha-1, 30 kg P.ha-1 and 
120 kg K.ha”1. 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).

Based on the results of the area analysis, the median 
indication water regimen values were calculated for in­
dividual localities and years, using the Ellenberg indi­
cation values (Veselá et al., 1994). By help of the 
mathematico-statistical methods, the methodological 
questions of bio-indication of the groundwater table 
were also studied. The relationship between the 
groundwater table and the calculated median indication 
values was studied by means of correlation and regres­
sion analyses. In connection with these analyses, we 
focused on the study of bio-indication sensitivity reac­
tion of the growth to the differentiated groundwater 
tables. The marginal analysis was used in this study.

The time period needed for the exact bio-indication 
assessment of the grassland water regimen was ascer­
tained by help of ongoing averages and standard error

11. Phytocenoses at the evaluated sites

Site Association Stand type

1. Fragmental (order Arrhenatheretalia Pawlowski 1929) Dactylidetum

II Caro-poetum pratensis Blažková 1973 Poetům pratensis

III. Caricetum caespitosae Steffen 1931 Deschampsietum
IV. Caro-poetum pratensis Blažková 1973 Alopecuretum
V. Caricetum caespitosae Steffen 1931 Parvocariceto-Alopecuretum

VI. Arrhenatheretum elatioris subas. typicum Oberdörfer 1952 Alopecuretum
VII. Arrhenatheretum elatioris subas. typicum Oberdörfer 1952 Alopecuretum

VIII. Caricetum caespitosae Steffen 1931 Alopecureto-Deschampsietum
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means (5x). 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. Ill 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

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

Year Ъ Years T.„
1982 0.776 1982 0.776
1983 0.784 1982-1983 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 (Я - mean value for a year, Hp - running mean value for a 
group of years)

Year H Years H„
1982 3.38 1982 3.38
1983 3.33 1982-1983 3.36
1984 3.18 1982-1984 3.30
1985 3.18 1982-1985 3.27
1986 3.26 1982-1986 3.27
1987 3.19 1982-1987 3.25
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 (Sr) for mean groundwater table (A,) 
and for median indication value of soil moisture regimen (77,)

Year
Rj h.

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:

у = 3.012259 - 0.568968 . Inx Uyx = -0.67Г*) (1)

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 (л, m) and of median indication values of water regimen (y) 
at the evaluated sites

Site
x У

x Sx Sx VxW У Sy №
I. 1.060 0.240 0.080 22.65 2.90 0.156 0.052 5.39

II. 0.684 0.105 0.035 15.41 3.18 0.079 0.026 2.50

III. 0.574 0.111 0.037 19.29 3.51 0.110 0.037 3.14

IV. 0.775 0.101 0.034 13.10 3.09 0.052 0.017 1.69
V. 0.550 0.108 0.036 19.65 3.45 0.334 0.111 9.66

VI. 0.670 0.111 0.037 16.52 3.18 0.054 0.018 1.71

VII. 0.695 0.144 0.048 20.66 3.12 0.043 0.014 1.39

VIII. 0.610 0.115 0.038 18.79 3.40 0.231 0.077 6.80

л= ,,0.569"'(3.012-y) (2)

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 
(Rychnovská 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:

£ = -0.569.1 (3) 
ďv X
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):

= 0.569.x"2 (4)
dx2

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,

with respect to the groundwater table. After that, it 
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 
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Autor je plně odpovědný za původnost práce a za její věc­
nou i formální správnost. К práci musí být přiloženo prohlá­
šení autora o tom, že práce nebyla publikována jinde.

O uveřejnění práce rozhoduje redakční rada časopisu, a to 
se zřetelem к lektorským posudkům, vědeckému významu 
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lovitě. Je uveřejňován a měl by být dodán ve stejném jazyce 
jako vědecká práce.

Rozšířený souhrn (Abstract) je uveřejňován v angličtině, 
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Úvod má obsahovat hlavní důvody, proč byla práce realizována 
a velmi stručnou formou má být popsán stav studované otázky.

Literární přehled má být krátký, je třeba uvádět pouze 
citace mající úzký vztah к problému.

Metoda se popisuje pouze tehdy, je-li původní, jinak posta­
čuje citovat autora metody a uvádět jen případné odchylky. Ve 
stejné kapitole se popisuje také pokusný materiál.

Výsledky - při jejich popisu se к vyjádření kvantitativních 
hodnot dává přednost grafům před tabulkami. V tabulkách je 
třeba shrnout statistické hodnocení naměřených hodnot. Tato 
část by neměla obsahovat teoretické závěry ani dedukce, ale 
pouze faktické nálezy.

Diskuse obsahuje zhodnocení práce, diskutuje se o mož­
ných nedostatcích a práce se konfrontuje s výsledky dříve 
publikovanými (požaduje se citovat jen ty autory, jejichž práce 
mají к publikované práci bližší vztah). Je přípustné spojení 
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