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RESISTANCE TO IMAZAPYR AND CROSS RESISTANCE
TO SELECTED SULFONYLUREA HERBICIDES IN KOCHIA
(KOCHIA SCOPARIA S. L.)

REZISTENCE VŮČI IMAZAPYRU A KŘÍŽOVÁ REZISTENCE VŮČI 
VYBRANÝM SULFONYLMOČOVINÁM U BYTELU METLATÉHO 
{KOCHIA SCO PARIA S. L.)

D. Chodové, J. Mikulka

Research Institute of Crop Production, Praha-Ruzyně, Czech Republic

ABSTRACT: Percentage of resistant plants of imazapyr-resistant Kochia scoparia s. 1. was determined in four populations 
occurring in railroad areas in the territory of the Czech Republic; standard susceptible populations and cross resistance to 
some acetolactate synthase inhibitors were also investigated. Resistance was verified in four different ecotypes of kochia. More 
than 30% of resistant plants were identified in these populations: Kolín, Praha-Vršovice, Praha-Holešovice and Dlouhá 
Třebová. Kochia was found to show cross resistance to imazapyr, nicosulfuron, methyl triflusulfuron, prosulfuron + primisul- 
furon and chlorsulfuron. Dlouhá Třebová and Praha-Holešovice populations contained the highest percentage of resistant plants 
after applications of all herbicides. The lowest level of resistance was observed with respect to tribenuron and imazapyr, the 
highest to methyl triflusulfuron. Dry matter content of above-ground parts in susceptible standard and Kolín population was 
reduced significantly in comparison with untreated control after the application of all tested herbicides. A reduction in dry 
matter content in three populations Dlouhá Třebová, Praha-Vršovice and Praha-Holešovice was insignificant after chlorsulfu­
ron and nicosulfuron applications. A significant reduction in dry matter content against the control was observed in all 
populations following tribenuron and imazapyr applications (except Dlouhá Třebová locality in this case).

Keywords: Kochia scoparia s. I.; resistance; imazapyr; sulfonylureas

ABSTRAKT: Bylo sledováno procento rezistentních jedinců bytelu metlatého (Kochia scoparia s. 1.) vůči imazapyru ve 
čtyřech populacích z oblastí s provozem železnic na území ČR a standardní citlivé populace a cross rezistence vůči vybraným 
inhibitorům acetolaktát syntázy. Rezistence byla potvrzena u čtyř různých ekotypů Kochia scoparia. Více než 30 % rezistent­
ních jedinců bylo prokázáno v populacích: Kolín, Praha-Vršovice, Praha-Holešovice a Dlouhá Třebová. Byla nalezena cross 
rezistence kochia vůči imazapyru, nicosulfuronu, triflusulfuron-methylu, prosulfuronu + primisulfuronu a chlorsulfuronu. 
Nejvyšší procento rezistentních jedinců po ošetření všemi herbicidy bylo zaznamenáno v populacích Dlouhá Třebová a Pra­
ha-Holešovice. Nejnižší stupeň rezistence byl zjištěn vůči herbicidům tribenuronu a imazapyru, nejvyšší vůči triflusulfuron- 
methylu. Po aplikaci všech testovaných herbicidů byla snížena průkazně sušina nadzemních částí oproti neošetřené kontrole 
u citlivého standardu a populace Kolín. Po ošetření chlorsulfuronem a nicosulfuronem byla snížena sušina u tři populací 
(Dlouhá Třebová, Praha-Vršovice a Praha-Holešovice) neprůkazně. Průkazné snížení sušiny vzhledem ke kontrole bylo za­
znamenáno u všech populací po ošetření tribenuronem a imazapyrem (v tomto případě kromě Dlouhé Třebové).

Klíčová slova: Kochia scoparia s. 1.; rezistence; imazapyr; sulfonylmočoviny

INTRODUCTION

Acetolactate synthase (ALS) inhibiting herbicides (sul­
fonylureas, imidazolinones) are widely used because they 
effectively control a broad spectrum of weed species 
and are highly active inhibitors of a single target en­
zyme. The weeds are selectively killed in crops where 
these herbicides are applied because tolerant crops rap­
idly metabolize the herbicide to nonherbicidal com­
pounds and weeds are unable to do the same (Shaner, 
Mallipudi, 1991; Manley et al., 1998).

Kochia (Kochia scoparia) is classified among for­
eign expansive weeds. Its distribution in this country 
was described by Jehlik (1998). This weed causes great 
damage in the USA and in Canada, particularly in grain 
crops, where a biotype resistant to sulfonylureas was 
identified in 1987 (Primiani et al., 1990). The bulk of 
the authors report the occurrence of resistant popula­
tions only after several-year applications of herbicides 
(Al-Khatib et al., 1998).

The occurrence of imazapyr-resistant kochia was iden­
tified in this country in 1997, in railroad areas (railroad
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stations and trackage) following irregular applications 
of herbicides imazapyr and atrazine (Chodovů, 
Mikulka, 1998; Mikulka et al., 1999). It is alarming that 
it was the first identification of kochia with resistance 
to ALS inhibitors in Europe (Claude, Comes, 1999; 
Chodovů, Mikulka, 1999). This is the reason why bi­
ology and herbicidal effects on this weed are inten­
sively studied. For instance both susceptible and resis­
tant populations of kochia were found to show high 
susceptibility to cyanazine, an active ingredient of her­
bicide Bladex 50 SC (Chodovů, Mikulka, 1998). Her­
bicidal effects were higher in young plants, similar find­
ings about kochia treated with other herbicides were 
reported by Tonks, Westra (1997).

ALS is the first enzyme common to the biosynthesis 
of the branched-chain amino acids leucine, valine and 
isoleucine (Eberlein et al., 1997). Differences in the 
contents of branched-chain amino acids after imazapyr 
and chlorsuifuron applications between kochia popula­
tions with various proportions of resistant plants con­
firmed disturbances of ALS activity in susceptible 
plants (Chodovů, Mikulka, 2000). It is the mechanism 
of resistance implying an altered target site, it may 
mean that the herbicide no longer binds to its normal 
site of action. It is usually due to a change in the struc­
ture of the target site at the molecular level (Wright, Pen­
ner, 1998).

The objective of the present paper was to identify 
resistant plants of kochia in five populations in the ter­
ritory of this country and cross resistance to some her­
bicides. The effect of some ALS-inhibiting herbicides 
on fresh weight and dry matter content was investigated 
in these populations.

MATERIAL AND METHODS

Experimental plants. Seeds of experimental plants 
of kochia (Kochia scoparia s. 1.) were collected at five 
railway stations especially along railroad tracks and be­

tween rails (Fig. 1): Praha-Holešovice (hereinafter 
Holešovice), irregular applications of imazapyr for sev­
eral years; Praha-Vršovice (hereinafter Vršovice), ir­
regular applications of imazapyr and atrazine for sev­
eral years; Kolín, irregular and limited applications of 
imazapyr; Dlouhů Třebovů (hereinafter Třebovů), ir­
regular applications of imazapyr for several years; sus­
ceptible biotype, commercial seed of Kochia scoparia var. 
trichophylla.

Plant growing. Seeds were sown into plastic con­
tainers 15 x 15 cm in size, 0.1 g seeds per container, 
the number of plants was thinned to ten individuals 
after their emergence. Standard growing conditions 
were used: temperature 22 to 24 °C, illumination with 
fluorescent lamps 130 pmol/m2/s, humidity 65 to 80%, 
photoperiod of 12-hour darkness.

Herbicide applications. Plants were 2 to 5 cm high 
in two weeks after sowing. Herbicides were applied 
with a hand sprayer, using 50 ml water per 1 m2 and 
doses of active ingredients as indicated. Tab. I shows 
the herbicides used and their active ingredients.

Evaluation of resistant plants. Plants that did not 
show any signs of wilting or drying within two weeks 
after treatment were evaluated as resistant individuals. 
A total of 50 plants were evaluated per experiment, the 
experiment was repeated three times (1997, 1998, 1999).

I. Herbicides used and their active ingredients

Active ingredient Herbicide

Nicosulfuron

Triflusulfuron-methyl *

' Tribenuron

Prosulfuron + primisulfuron *

Chlorsuifuron

Imazapyr

Milagro

Safari 50 WG

Granstar 75 WG

Ring 80 WG

Glean 75 DF

Arsenal

* wetting agent Trend 0.05% was added to these herbicides

1. The locality with occurrence of re­
sistant biotypes of Kochia scoparia in 
the Czech Republic

1 = Praha-Vršovice, 2 = Praha-Hole- 
šovice, 3 = Kolín, 4 = Dlouhá Tře-
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Fresh weight and dry matter. Fresh weight and dry 
matter content (at 78 °C) of above-ground parts were 
determined in two weeks in plants treated with herbi­
cides and in plants without any treatment (controls). 
A total of 50 plants were evaluated per experiment, the 
experiment was repeated three times.

RESULTS AND DISCUSSION

Three gradated doses of herbicides were used to de­
termine the number of resistant plants of kochia while 
the lowest dose roughly corresponded to a standard dose 
recommended for weed killing. Thomson et al. (1994) 
documented that after application of the dose 52 g a.i. 
chlorsulfuron per 1 ha 70 to 80% of plants in kochia 
populations from Kansas and North Dakota did not show 
any signs of damage. Kwon, Penner (1995) reported 
that the dose of 28 g chlorsulfuron per 1 ha damaged 
96% of susceptible plants in greenhouse experiments.

The number of plants without any signs of damage 
after applications of selected sulfonylureas and 
imazapyr shows Tab. II.

If the generally accepted opinion of Gressel, Segel 
(1978) that resistant are the populations containing 30% 
of resistant plants is taken into account, then it is to 
state that the populations Vršovice, Třebová, 
Holešovice and Kolín (except the herbicide tribenuron 
in this case) complied with this criterion after applica­
tions of the lowest doses of all herbicides. Plants from 
Holešovice and Třebová populations showed total resis­
tance after applications of 14.5 g/ha of tribenuron, the 
effect on Kolín population was very low (only 8% of

plants were without damage). Empirically 100% of all 
plants were without any signs of damage after applica­
tions of the lowest dose of all herbicides at the localities 
Třebová and Holešovice.

The number of resistant plants in our experiments 
was not directly proportional to herbicide doses as also 
observed e.g. by Friesen et al. (1993) after tribenuron 
applications at doses 4, 8 and 16 g/ha: the respective 
numbers of resistant plants were 83, 64 and 24.

Kochia plants, resistant to imazapyr, showed cross 
resistance to other sulfonylureas: chlorsulfuron, nico­
sulfuron, triflusulfuron-methyl and tribenuron. Resis­
tance to herbicides prosulfuron + primisulfuron was also 
demonstrated; i.e. to the combination of two sulfony­
lureas (herbicide Ring 80 WG). Resistance to 
tribenuron and imazapyr was found to be at the lowest 
level.

The highest level of resistance of Czech kochia 
populations was determined in methyl triflusulfuron. Fol­
lowing applications of this herbicide, kochia plants ex­
cept the standard susceptible biotype were empirically 
intact in all populations, even after a dose of 30 g/ha 
(Fig. 2). Similarly, the highest level of resistance of 
kochia populations from Idaho (USA), which were re­
sistant to chlorsulfuron, was reported by Kwon, Penner 
(1995) in triflusulfuron, followed by resistance to chlor­
sulfuron while their resistance to nicosulfuron was at 
the lowest level.

Total resistance was observed in plants from the 
populations Holešovice and Třebová after applications 
of 14.5 g/ha tribenuron. the effect on Kolín population 
was very low (only 8% of plants were without any signs 
of damage).

II. The number of resistant plants Kochia scoparia expressed as the percentage of plants before treatment

Active ingredient Dose (g/ha) Susceptible biotype Kolín Vršovice Holešovice Třebová

40 0 58 80 100 100
Nicosulfuron 80 0 33 70 92 86

120 0 18 53 83 69

10 43 100 100 100 100
Tiflusulfuron-methyl 20 33 93 100 100 100

30 30 84 100 100 100

14.5 0 8 64 100 100
Tribenuron 29 0 0 37 100 92

43.5 0 0 17 89 92

12.5 + 7.5 0 80 78 100 91
Prosulfuron + primisulfuron 25 + 15 0 75 77 98 77

37.5 + 22.5 0 70 12 98 69

22.5 0 80 87 100 100
Chlorsulfuron 45 0 75 75 94 93

67.5 0 30 67 72 87

1000 0 40 64 93 98
Imazapyr 2000 0 12 60 76 79

3000 0 0 27 47 50
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2. Effect of triflusulfuron-methyl 
(30 g/ha) on populations of Kö­
chin scoparia from different lo­
calities two weeks after treat­
ment (plants were treated when 
I to 5 cm high)

Susceptible standard (6), Kohn (7), 
Praha-Vršovice (8). Dlouhá Tře­
bová (9), Praha-Holešovice (10)

Saari et al. (1994) demonstrated kochia resistance to 
these herbicides: chlorsulfuron, imazapyr, methyl sulfo- 
meturon, methyl metsulfuron, ethyl chlorimuron and tri- 
asulfuron. Cross resistance to imazapyr and triflusul- 
furon in the activity of acetolactate synthase was proved 
in commercial corn hybrids (Wright, Penner, 1998).

Manley et al. 1998 reported cross resistance to 
imazapyr and imazethapyr, low level of resistance to 
chlorimuron and rimsulfuron in Amaranthu.s hybridus 
after six-year applications of imazaquine in combination 
with trifluralin or pendimethalin. Our assumption that 
kochia biotypes from the Czech Republic will also be 
resistant to other active ingredients from the group of 
sulfonylureas and imidazolinones is currently verified.

With respect to further potential spread of resistant 
weeds onto arable land in practical conditions it is nec­
essary to know their fitness.

It was the reason why differences in fresh weight and 
dry matter content between the populations were studied; 
results are shown in Tab. III.

The five populations of kochia in our experiments 
grown at a temperature 22 to 24 °C, with different sus­
ceptibility to imazapyr and chlorsulfuron, did not show 
any significant differences in dry matter content of 
above-ground parts; fresh weight and dry matter were 
highest in populations with a high proportion of resis­
tant plants (Holešovice and Třebová).

Thompson et al. (1994) stated that resistant biotype 
of kochia had the same or higher fresh weight than the 
susceptible one. Christoffoleti et al. (1997) did not ob­
serve any significant differences in the biomass and net 
assimilation of above-ground parts in kochia popula­
tions resistant and susceptible to sulfonylureas.

In our previous communication (Chodova, Mikulka, 
1998), we did not report any differences in dry matter 
contents between two kochia populations with different 
susceptibility to imazapyr grown in natural climatic 
conditions. When grown at a temperature of 30 °C, re­
sistant population had significantly lower dry matter 
content than the population with a high proportion of 
susceptible plants. This fact is explained by our finding 
that the resistant population shows cross resistance to 
atrazine (Chodova, Mikulka, unpubl.). Biological al­
terations in atrazine-resistant plants (not in ALS inhibi­
tors) are a result of alterations in their chloroplasts and 
disorders of their photosynthetic function. These altera­
tions are evident mainly at higher temperatures (30 °C) 
due to the photosensitivity of resistant biotype (Cho- 
dová et al., 1993; Kornetová et al., 1998).

Tab. IV shows dry matter contents of five kochia 
populations studied for their cross resistance after ap­
plications of some herbicides, Tab. V documents these 
values as the percentage of untreated control, and evalu­
ation of significance of differences is also given.

III. Dry matter content and fresh weight in above-ground parts of five Kochia scoparia populations

Biotype
Dry matter Fresh matter

mg per plant significance of differences of the 
biotypcs from the susceptible one

% of susceptible 
biotype

% of susceptible 
biotype

Susceptible standard 87.9 13.4 - 100 100

Kolín 94.0 8.0 - 107 115

Vršovice 79.6 9.2 - 91 111

Třebová 96.0 6.7 - 109 129

Holešovice 105.7 10.6 - 120 135

- insignificant difference
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IV. Dry matter contents in above-ground parts of Kochia scoparia from five localities after their treatment with herbicides (the values are 
given in mg per plant)

Biotype
Nicosulfuron 

(40 g)
Triflusulfuron 

(10 g)
Tribenuron 

(14.5 g)

Prosulfuron + 
primisulfuron 
(12.5 + 7.5 g)

Chlorsulfuron 
(22.5 g)

Imazapyr 
(1000 g)

7 ± 7 ± .st A" ± .^ A' + .v- X ± S'- A" ±

Susceptible standard 15.4 0.9 13.4 0.6 12.3 0.8 12.8 0.8 18.6 1.0 13.1 0.3

Kolín 24.0 2.2 57.7 1.9 18.6 0.3 63.2 0.8 32.3 3.2 24.0 1.6

Vršovice 57.9 7,1 77.5 3.5 19.0 2.3 36.8 5.7 77.2 2.3 25.5 2.8

Třebová 85.1 8.5 122.2 10.4 46.8 3.7 70.2 5.0 90.3 6.8 84.7 6.7

Holešovice 80.7 10.2 98.2 5.6 76.6 6.3 106.5 8.5 90.2 7.2 62.6 3.6

V. Dry matter contents in above-ground parts of Kochia scoparia from five localities after their treatment with herbicides (expressed as the 
percentage of untreated control)

Active ingredient
Locality Significance of difference treatments to untreated 

control

susceptible 
standard Kolín Vršovice Třebová Holešovice susceptible 

standard Kolín Vršovice Třebová Holešovice

Nicosulfuron 17.5 25.5 72.3 88.6 76.3 ++ ++ - - -

Triflusulfuron 15.2 61.3 97.3 127.2 92.9 ++ ++ - + -

Tribenuron 13.9 19.7 23.8 65.8 63.5 ++ ++ ++ ++ +

Prosulfuron + primisulfuron 14.5 67.2 46.2 70.2 100.7 ++ ++ ++ ++ -

Chlorsulfuron 21.0 34.3 96.9 90.3 85.4 ++ ++ - - -

Imazapyr 14.9 25.5 32.0 84.7 59.2 ++ ++ ++ - ++

Control (%) 100 100 100 100 100

++ highly significant difference, + significant difference, - insignificant difference

A significant reduction in dry matter content to 14 to 
21% of the control was determined in susceptible stan­
dard, and dry matter content was significantly lower (25 to 
67% of the control) in Kolín population after applications 
of all tested herbicides. Three populations (Vršovice, Tře­
bová and Holešovice) had significantly lower contents of 
dry matter after tribenuron application, similarly like after 
imazapyr application (except Třebová). Chlorsulfuron ap­
plication resulted in an insignificant decrease in dry matter 
content against the control. Friesen et al. (1993), who 
conducted experiments with chlorsulfuron-resistant ko­
chia from Manitoba (Canada) treated with four sulfony­
lureas, reported the lowest dry matter content after 
tribenuron application. It amounted to 7% of the control 
at a dose of 16 g/ha, and 22% of the control at a dose of 
4 g/ha.

To achieve 90% reduction in the growth of chlorsul­
furon-resistant kochia it was necessary to apply three 
and six times higher doses of imazapyr (pre- and post­
emergence application) than to susceptible kochia 
(Primiani et al., 1990). Kwon, Penner (1995) reported 
that less than 10% of resistant kochia plants were dam­
aged by a chlorsulfuron dose twice higher than the com­
monly recommended dose. ALS inhibitors have been 
classified in accordance with decreasing susceptibility 
of kochia: triflusulfuron, thifensulfuron, halosulfuron, 
imazamethabenz, chlorsulfuron, nicosulfuron, chlor-

imuron, primisulfuron, imazaquine and imazethapyr. 
Following chlorsulfuron application at a dose of 22 g/ha 
dry matter contents in susceptible biotype and fully re­
sistant biotype (Třebová and Holešovice) were reduced 
at an approximate ratio 1 : 4.

Primiani et al. (1990) reported that chlorsulfuron-re­
sistant biotypes can show different levels of resistance. 
Subramanian et al. (1990) stated that the level of resis­
tance and cross resistance can vary in kochia populations, 
as a result of the type of mutation in ALS-coding gene.

Experimental results document that the studied ko­
chia populations are resistant to several ALS inhibitors. 
These populations were found to show the lowest level 
of resistance to tribenuron and imazapyr by evaluating 
the number of dead plants and dry matter content. Popu­
lations from Holešovice and Třebová localities con­
tained the highest number of resistant plants. These 
populations appeared after applications of herbicides, 
acetolactate-synthase inhibitors, or resistant biotypes 
could be introduced through railroad activities.
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BIOLOGICKÁ AKTIVITA ANTROPOGENNÍCH PŮD

BIOLOGICAL ACTIVITY OF ANTHROPOGENIC SOILS

R. Šíša, J. Sixta, L. Růžek, G. Štorkánová

Czech University of Agriculture in Prague, Czech Republic

ABSTRACT: In three-year period 1995 to 1997 the set of selected tests was used to study the biological activity of anthropogenic 
soils. The selected localities in the region of North Bohemian brown coal basin were represented by the undisturbed soils as 
well as anthropogenic soils, newly forming soils during recultivation. Enzymatic soil activities (phosphatase, invertase, cata­
lase), basal and potential respiration and microbe communities of topsoil through C-biomass of soil microflora were investi­
gated. Cox various forms of phosphorus (total, water-soluble, mobile and available) and soil reaction (pH of water extract) 
were determined. In view of these indicators the biological soil activity is the highest in recultivation by topsoil overlap at 

"Úžin (locality 2). This is testified by a high level of hydrolytic processes, high microbial population of topsoil profile and 
high potential activity of microflora and in addition also a good saturation of microflora by available organic matter in soil. 
This recultivation seems to be the most successful, it is comparable by its parameters with the undisturbed Cambisol at Braňany 
(locality 4). Biological activity in this soil is also very high, with high level of hydrolytic processes and high potential activity 
of soil microflora. Microbial population of topsoil profile is also high, though the content of soil organic matter is lower in 
the mentioned recultivation at Úžin (locality 2), despite the saturation of soil microflora is good. Biological activity of soils 
is on lower level in other two recultivations, that is direct recultivation at Úžin (locality 1) and by overlap of bentonite layer 
and topsoil layer at Svoboda (locality 3). The level of hydrolytic processes is slightly lower in them but potential microflora 
activity in the utilization of easy available sources of nitrogen and carbon is on the same level like Cambisol at Braňany 
(locality 4). The content of soil organic matter was high in direct recultivation at Úžin (locality 1), despite it microbial population 
of topsoil profile was lower compared with the undisturbed Cambisol at Braňany (locality 4). The contents of Cox and biomass of 
soil microflora were lower in the soil of Svoboda recultivation (locality 3). Lower biological activity, assessed by the above 
standpoints, was in other two undisturbed soil, as in Chernozem at Havraň (locality 8), as in Pelosol of vineyard at Rudolice 
(locality 5). The lowest biological activity was in anthropogenic soil of the vineyard recultivation at Cepihory (locality 6) and 

recultivation by overlap of topsoil at Třískolupy (locality 7). Though catalase activity was high, the level of hydrological 
processes was on low level, together with microbial population of potential activity of microflora, what indicated passivity 
and low capacity of microflora to mineralize existing organic matter, even when this is not in stable, hardly mineralizable 
form. The results demonstrate the fact that resulting quality of recultivation much depends on the technology used and the 
quality of the used soil-forming substrate. The set of tests selected by us seems to be suitable to judge the quality and 
successfulness of recultivations.

Keywords: biological activity; undisturbed soil; recultivated soil; enzymatic activity of soil; phosphatase; invertase; catalase; 
basal and potential respiration; organic carbon content Cox; soil microbial biomass carbon; pH

ABSTRAKT: V tříletém období 1995 až 1997 jsme pomocí souboru vybraných testů sledovali biologickou aktivitu antropo- 
genních půd. Sledované lokality v oblasti Severočeské hnědouhelné pánve reprezentovaly jak půdy rostlé, tak i antrozemě, 
nově se vytvářející půdy v procesu rekultivací. Sledovali jsme enzymové aktivity půdy (fosfatázovou, invertázovou a katalá- 
zovou), bazální a potenciální respiraci a oživení orničního profilu mikrobními společenstvy prostřednictvím C-biomasy půdní 
mikroflóry. Jako doplňující údaje jsme stanovili Cox a různé formy fosforu (totální, vodorozpustný, pohyblivý a přístupný) 
a reakci půdy (pH vodního výluhu). Z hlediska těchto ukazatelů je biologická aktivita půdy nejvyšší u rekultivace překryvem 
ornicí v Úžině (lokalita 2). Svědčí o tom vysoká úroveň hydrolytických procesů, vysoké oživení orničního profilu a vysoká 
potenciální aktivita mikroflóry i dobrá saturace mikroflóry přístupnou organickou hmotou v půdě. Tato rekultivace se ukazuje 
jako nejúspěšnější, svými parametry je srovnatelná s rostlou kambizemí v Braňanech (lokalita 4). I u této půdy je biologická 
aktivita vysoká, s vysokou úrovní hydrolytických procesů a vysokou potenciální aktivitou půdní mikroflóry. Rovněž oživení 
orničního profiluje vysoké, i když obsah půdní organické hmoty je nižší než u zmíněné rekultivace v Úžině (lokalita 2), přesto 
saturace půdní mikroflóry je dobrá. Na nižší úrovni je biologická aktivita půdy u dalších dvou rekultivací, a to přímé v Úžině 
(lokalita 1) a překryvem vrstvou bentonitu a vrstvou ornice ve Svobodě (lokalita 3). Mírně nižší je u nich úroveň hydrolytic­
kých procesů, ale potenciální aktivita mikroflóry ve využívání lehce dostupných zdrojů dusíku i uhlíku je na stejné úrovni 
s kambizemí z Braňan (lokalita 4). Obsah půdní organické hmoty byl vysoký u přímé rekultivace v Úžině (lokalita 1), přesto 
oživení orničního profilu ve srovnání s rostlou kambizemí v Braňanech (lokalita 4) bylo nižší. U rekultivace ve Svobodě 
(lokalita 3) byly obsah Cox i C-biomasy půdní mikroflóry nižší. Nižší biologická aktivita, posuzovaná uvedenými hledisky,
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byla i u obou dalších rostlých půd, jak u černozemě v Havrani (lokalita 8), tak u pelozemě vinice v Rudolicích (lokalita 5). 
Nejnižší biologická aktivita byla u antropogenních půd rekultivace vinice v Cepirohách (lokalita 6) a rekultivace překryvem 
ornicí v Třískolupech (lokalita 7). Katalázová aktivita byla sice vysoká, ale úroveň hydrolytických procesů byla na nízké 
úrovni, rovněž oživení a potenciální aktivita mikroflóry byly nízké, což svědčí o pasivitě a malé schopnosti mikroflóry 
mineralizovat stávající organickou hmotu, i když není ve stabilní, obtížně mineralizovatelné formě. Výsledky prokazují fakt, 
že výsledná kvalita rekultivací do značné míry závisí na použité technologii a kvalitě půdotvorného substrátu. Soubor námi 
vybraných testů se zdá být vhodný pro posuzování kvality a úspěšnosti rekultivací.

Klíčová slova: biologická aktivita; neporušené půdy; rekultivované půdy; enzymová aktivita půd; fosfatáza; invertáza; kata- 
láza; bazální a potenciální respirace; obsah oxidovatelného uhlíku Cox; uhlík biomasy půdní mikroflóry; pH

ÚVOD

Rozvoj energetiky, těžkého průmyslu a těžba suro­
vin mají za následek vznik rozsáhlých území, jejichž 
původní krajina byla téměř úplně degradována. Těžbu 
provází tzv. technogenní transformace krajiny, při které 
dochází к destrukci v oblasti litosféry, hydrosféry, pe- 
dosféry, troposféry i biosféry а к následnému narušení 
funkce všech ekosystémů krajiny.

Cestu к obnově ekologické rovnováhy prostředí 
představuje rekultivace zdevastovaných půd. Problema­
tikou rekultivací území postižených těžbou nerostných 
surovin se zabývá Štýs (1981). Tvorba půd na zrekulti- 
vovaných plochách je proces dlouhodobý a uplatňují se 
při něm vzájemně se ovlivňující půdotvorné faktory 
a procesy působící na půdotvorné substráty (Jonáš, 1970, 
1975, 1985). Vedle tvorby nových půd je významné 
i hospodaření s půdotvornými substráty, které jsou na­
konec využitelné při biologické (zemědělské, lesnické) 
rekultivaci, tj. jejich selektivní skrývání a skladování 
v deponiích (Štýs, 1981).

Zásah člověka do biosféry u nás je nejmarkantnější 
při těžbě nerostů, která je doprovázena značnou devas­
tací původní přírodní zalesněné a zemědělsky užívané 
krajiny. V ČR je svým rozsahem nejvíce postižena po­
vrchovou těžbou hnědého uhlí oblast Severočeské pod­
krušnohorské pánve. Většina dříve zrealizovaných re- 
kultivačních projektů směřovala к návratu devastované 
krajiny jejímu původnímu určení, tj. к zemědělské re­
kultivaci. V současné době se však výrazně omezují 
investice, což vede к preferenci lesnických způsobů re­
kultivací. Až dosud bylo v této oblasti těžbou postiženo

zhruba 20 tisíc ha a po vytěžení Severočeského hnědo­
uhelného revíru se předpokládá celkový zábor asi 70 tisíc 
ha (tab.T).

Cílem zemědělské rekultivace devastovaných ploch 
je vytváření antropogenních půd, schopných plnit vedle 
své ekologické funkce v krajině i funkce produkční (Ko­
hei, 1997). Pro značnou diverzitu podmínek není možné 
rekultivační postup obecně generalizovat na úrovni obo­
rové nebo státní normy, ale к rekultivaci každé lokality 
je nutno přistupovat individuálně. Při vytváření antro­
pogenních půd na výsypkách určených к zemědělské­
mu využití se užívají různé technologické postupy, a to 
od přímé rekultivace výsypkových substrátů (ojedinělé 
případy) к jejich překryvům ornicí (selektivně skrytými 
A horizonty) v mocnosti cca 0,5 m. Na minerálně defi­
citních až fytotoxických výsypkových substrátech (za- 
jílené terciemi písky s příměsí uhelné substance, obsa­
hující hlavně pyritickou síru) se používají kombinované 
překryvy s použitím sprašových zemin, bentonitu či sh­
nitých hornin, s konečným převrstvením humózními ze­
minami (A horizonty) v mocnosti 0,3 až 0,5 m. Způsob 
zemědělské rekultivace výsypkových substrátů závisí na 
předpokládaném cíli využití vytvářené antropogenní půdy 
a na technických možnostech rekultivace, zejména na 
dostupnosti vhodných melioračních zemin (Kohel, 1997).

Současným prioritním úkolem pro hodnocení vytvoře­
ných antropogeních půd je realizace komplexního základ­
ního pedologického průzkumu, který zahrnuje podrob­
ný popis stratigrafie a morfologie jednotlivých půdních 
horizontů (vrstev), včetně případných znaků probíhají­
cích půdotvorných procesů. Na základě takového kom­
plexního hodnocení bude možné provést konečné hod-

I. Přehled rekultivací - Survey of recultivations (Štýs, 1997)

Rekultivace* Typ4 Zemědělské5 Lesnické6 Hydrologické7 Ostatní8 Celkem9 Podíl10 (%)

celkem ČR 6 002 5 298 280 616 12 196 100

Dokončené 
v letech2 1952-1996

%

SHR

49,2

3 368

43,4

2 989

2,3 5,1 100

165 452 6 974 57,2

% 48,29 42,86 2,37 6,48 100

celkem ČR 1 477 5 642 231 1 968 9 318 100

Rozpracované 
k3 1. 1. 1997

% 15,9 60,5 2,5 21,1 100

SHR 769 4 250 129 1 699 6 847 73,5

% 11,23 62,07 1,88 24,81 100

'recultivation, ’finished in the years, ’elaborated to, 4type, 'agricultural, '’forestry, ’hydrological, "the others, ‘’total, "'percentage
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II. Přehled vybraných lokalit s pěstovanými plodinami v letech 1995 až 1997 - Survey of selected localities with cultivated crops in the years 1995 to 1997

Lokalita1 1995 1996 1997

1 Výsypka2 Úžin přímá zemědělská rekultivace šedých miocenních jílů3 ozimá pšenice*1 úhor16 řepka
2 Výsypka Úžin zemědělská rekultivace miocenních jílů překryvem ornicí4 ozimá pšenice úhor řepka

3 Výsypka Svoboda zemědělská rekultivace překryvem písčitých a hlinitopísčitých zemin s příměsí toxických látek vrstvou bentonitu 
(20 cm) a vrstvou ornice (50 cm)5 jarní ječmen12 směska17 + 

podsev18 jetelotráva21

4 Braňany rostlá kambizem na čedičovém podkladu6 vojtěška13 ozimá pšenice ozimá pšenice

5 Rudolice rostlá pelozem na miocenních jílech7 vinice14 vinice vinice

6 Čepirohy přímá zemědělská rekultivace sprašových zemin8 vinice vinice vinice

7 Výsypka Třískolupy zemědělská rekultivace miocenních jílů překryvem ornicí9 jarní ječmen řepka19 ozimá pšenice

8 Havraň-Moravěves rostlá černozem na spraších10 slunečnice15 Jílek20 ozimá pšenice

'locality, "dump site, 3direct agricultural recultivation of grey miocenic clays, 4agricultural recultivation of miocenic clays by topsoil overlap, 5agricultural recultivation by overlap of sandy and loamy sand soils 
with admixture of toxic substances by bentonite layer (20 cm) and by topsoil layer (50 cm), 6undisturbed Cambisol on basalt bedrock, 7undisturbed Pelosol on miocenic clays, "direct agricultural recultivation of 
loess^soils, a^riculturahrecultivation of miocenic clays by topsoil overlap, *°undisturbed Chernozem on loesses, "winter wheat, I2spring barley, "lucerne, "vineyard, "sunflower, "fallow, "mixture, '"underseed- 
ing, rape, ryegrass, clover-grass
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III. Základní fyzikální a chemické charakteristiky půd vybraných lokalit - Basic physical and chemical characteristics of soils of selected 
localities

Lokalita1 Písek2 
(%)

Prach3 
(%)

Jíl4 
(%)

c, 
(%)

N 
(%)

C : N Humus5 
(%)

1 28,12 37,68 34,21 2,8 0,26 10,67 4,83

2 36,28 37,74 25,98 2,77 0,26 10,55 4,78

3 36,73 33,87 29,40 1,65 0,15 10,75 2,84

4 26,29 30,33 43,39 2,11 0,20 10,37 3,64

5 36,95 22,18 40,88 1,36 0,12 11,24 2,34

6 34,51 25,03 40,47 1.08 0,09 12,20 1,86

7 17,69 45,66 36,66 1,25 0,12 10,55 2,16

8 16,28 44,22 39,51 1,52 0,17 9,21 2,62

‘locality, 2sand, 3dust, 4clay, “humus

• katalázové (Ambrož, 1956) v ml 0, IN KMnO4/l g 
suché půdy/15 min (titračně manganometricky) 

- respirometrický test (Novák, Apfeltaler, 1964) bazální
(В) a potenciální (N - s přídavkem dusíku, G - s pří­
davkem glukózy, NG - s přídavkem dusíku a glukó­
zy), v mg CO2/100 g suché půdy/1 h (interferomet- 
ricky)

- stanovení C-biomasy půdní mikroflóry (Blagodat- 
skiy et al„ 1987) v mg C-biomasy/1 kg suché půdy 
(spektrofotometricky)

- stanovení Cox (Sims, Háby, 1971) v % (spektrofoto­
metricky)

- měření půdní reakce (pH vodního výluhu)
- stanovení různých forem fosforu (Kalčík, Macháček, 

1995) v mg P/l kg suché půdy (spektrofotometricky)

VÝSLEDKY A DISKUSE

Při povrchové těžbě hnědého uhlí dochází к zásadnímu 
narušení přirozeného vývoje půd. Rekultivace zahrnují 
procesy od záboru a skrývky přes transport a deponování 
až po zakládání a ukončení různých typů rekultivací. 
Jejich účelem je postupný návrat těžbou postižených 
ploch jejich původnímu účelu.

Při půdotvorném procesu technogenních půd dochází 
к řadě fyzikálních, chemických a biologických procesů. 
Studium těchto změn a procesů by mělo přispět к po­
souzení, zda dochází к postupnému návratu к ekologic­
ké rovnováze prostřednictvím různých typů rekultivací.

К charakterizování biologické aktivity půdy, mezi 
níž a úrodností půdy existuje nesporně pozitivní vztah, 
byla vypracována řada metod (Alef, Nannipieri, 1995). 
Tyto metody sledují např. oživení, tj. početnost a za­
stoupení, důležitých fyziologických skupin půdní mikro­
flóry, biomasu mikroorganismů, potenciální respiromet- 
rické testy, enzymové aktivity půdy a další biologické 
charakteristiky. Největší pozornost se soustřeďuje na 
povrchový horizont, převážně orniční profil, a to jak 
u orných půd rostlých, tak u antropogenních. Na zákla­
dě těchto poznatků jsme vybrali vhodný soubor testů, 
jejichž vypovídací schopnost jsme ověřili (Šíša et al.,

1997; Voříšek et al., 1997). Získané hodnoty souboru 
vybraných testů jsou sumarizovány v tab. IV.

Veškeré biotransformace v půdě probíhají za aktivní 
účasti enzymů jako biokatalyzátorů, proto je věnována 
často pozornost výzkumu enzymových aktivit techno­
genních půd (Šíša, Belatková, 1991; Kiss et al.. 1993, 
1996). Enzymové aktivity představují citlivé ukazatele 
biologické aktivity půdy (Šíša, 1993), a tak jsme do 
studia antropogenních půd zařadili sledování tří vybra­
ných enzymových aktivit půd. Pro posouzení úrovně 
hydrolytických procesů probíhajících v půdách jsme vy­
brali stanovení fosfatázové a invertázové aktivity půdy, 
pro informaci o oxidoredukčních procesech jsme zvolili 
katalázovou aktivitu půdy.

Úroveň hydrolytických procesů byla nejvyšší u půd 
obou rekultivací v Úžině (lokality 1 a 2) a prakticky na 
stejné úrovni u rostlé kambizemě v Braňanech (lokali­
ta 4). Nejvyšší naměřené tříleté výsledky invertázové 
aktivity půdy byly zjištěny u rekultivace překryvem or- 
nicí v Úžině (lokalita 2) a u rostlé kambizemě v Braňa­
nech (lokalita 4). Téměř stejných hodnot dosahovala 
tato aktivita u přímé rekultivace v Úžině (lokalita 1) 
a u rekultivace překryvem vrstvou bentonitu a ornice ve 
Svobodě (lokalita 3). O málo nižší byla invertázová ak­
tivita půdy u rostlé černozemě na spraších v Havrani 
(lokalita 8) a u rostlé pelozemě vinice v Rudolicích (lo­
kalita 5). Nejnižší invertázová aktivita byla u rekulti- 
vační vinice v Čepirohách (lokalita 6) a u rekultivace 
překryvem ornicí v Třískolupech (lokalita 7).

К podobným výsledkům jsme dospěli i u fosfatázo­
vé aktivity půdy. Nejvyšší byla naměřena u přímé re­
kultivace v Úžině (lokalita I) a téměř na stejné úrovni 
u rekultivace překryvem v Úžině (lokalita 2) a u rostlé 
kambizemě v Braňanech (lokalita 4). Nižší byla u rost­
lé černozemě v Havrani (lokalita 8) a u rekultivace ve 
Svobodě (lokalita 3). Nejnižší byla u obou vinic (jak na 
rekultivační, tak i na rostlé pelozemi) a u rekultivace 
v Třískolupech (lokalita 7).

Opačné výsledky jsme získali u katalázové aktivity. 
Nejvyšší byla naměřena u vzorků půd obou vinic a té­
měř na stejné úrovni byla u rekultivace překryvem or­
nicí v Třískolupech (lokalita 7). Nižší byla na ostatních
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IV. Výsledky vybraných testů (15 odběrů ze tří pokusných let 1995 až 1998) - Results of selected tests (15 samplings from three experimental 
years 1995 to 1998)

Lokalita2

1 3 3 4 5 6 7 8

Invertázová aktivita3 5,11 5,95 5,15 5,75 3.87 2,33 3,02 4,63

x 1,30 1,24 0,67 1,24 0,71 0,42 0,41 0,66

Fosfatázová aktivita4 28,57 25,06 14,90 23,86 5.83 4,58 7,04 16,02

X 7.19 5,74 3,50 5,88 2,29 1,33 2,66 8,32

Katalázová aktivita5 0,80 0,94 0,85 0.74 1.51 1,54 1,31 0,78
X 0,36 0,46 0,45 0,56 0,84 0,64 0,76 0,56
Respirace6 В 0,41 0,53 0,39 0,41 0,33 0,29 0,31 0,37

x 0,15 0,14 0,11 0,12 0,07 0,09 0,08 0,13

Respirace N 0,58 0,78 0,48 0,47 0,69 0,54 0,64 0,42

x 0,13 0,25 0,07 0,11 0,10 0,10 0,08 0,06

Respirace G 4,29 5,89 4.11 5,54 3,43 2,16 3,51 3,71

x 1,49 1,62 1,18 1.44 1.37 0.93 0,87 1,58

Respirace NG 13,30 22,06 17,51 13,85 13,97 5,54 6,25 10,34

x 5,23 7,46 4,40 4,29 5,05 1.80 2,05 4,45

Respirace N : В 1,53 1,47 1,43 1,32 2,30 2,15 2,27 1,38
x 0,40 0,42 0,39 0,42 0,50 0,40 0,44 0,22
Respirace G : В 10.54 11,73 11,35 14,39 10,60 7.98 11,96 10,94
x 3,85 3,66 4,17 4,72 4,18 3,84 4.14 5,09
Respirace NG : В 35,51 43,24 48,56 36,55 44,54 20,23 20,97 30,87
x 13,51 13,28 17,41 15,08 19,52 7,61 7,00 15,18
C-mikrobní biomasy7 439,84 644,03 388,16 655,70 459,78 402,97 493,49 421,07
x 116,58 90,11 87,17 77,09 73,00 74,62 69,30 41,62

P celkový8 (PT) 1 287,78 1 677,86 955,86 1 470,76 1 520,01 630.57 688,36 769,11

x 109,28 232,45 163,49 146,80 227,00 69,30 75.43 87,90

P vodorozpustný9 (Pv) 20,45 56,65 29,19 26,42 10,79 5,85 5,80 15.62
x 11,41 7,16 10,97 5,70 4.08 2,99 2,45 5,82
P pohyblivý10 (PK) 155,53 209,89 168,53 197,41 281,22 27,85 46,17 78,55
x 39,04 34,35 33,51 46,18 67,12 9,88 11,55 19,96
P přístupný11 (Pv + PK) 175,98 266,54 197,72 223,82 292,01 33,70 51,97 94,17
x 40,77 34,71 41,36 48,13 67,31 9,93 12,07 22,37

pH 6.75 6,92 6,82 6,11 8,33 8,58 8,52 7,19
X 0,27 0,33 0,12 0,15 0,23 0,17 0,20 0,51

.v = směrodatná odchylka - standard deviation

'tests, "locality, "invertase activity, 4phosphatase activity, "catalase activity, "respiration, 7C-microbial biomass, "total, "water-soluble, "'mo­
bile, "available

lokalitách, nejnižší u rostlých půd, kambizemě a černo- 
země.

Jako další jsme zařadili respirometrické testy, které 
informují o intenzitě činnosti mikrobních společenstev. 
Výsledky bazálního respirometrického testu prokázaly 
výrazně nejvyšší hodnoty u rekultivace překryvem or- 
nicí v Úžině (lokalita 2). Následovaly poněkud nižší 
hodnoty u přímé rekultivace v Úžině (lokalita 1), u rostlé 
kambizemě v Braňanech (lokalita 4), u rekultivace pře­
kryvem ornicí ve Svobodě (lokalita 3) a u rostlé černoze- 
mě v Havrani (lokalita 8). Nejnižší hodnoty byly zjištěny 
u obou vinic a u rekultivace překryvem ornicí v Třís- 
kolupech (lokalita 7).

Co se týká potenciální aktivity půdní mikroflóry, tj. 
schopnosti reagovat na lehce dostupné zdroje dusíku 
a uhlíku, na přídavek dusíku nejvíce zareagovala půdní 
mikroflóra vinice v Rudolicích (lokalita 5), rekultivace 
v Třískolupech (lokalita 7) a rekultivační vinice v Cepiro- 
hách (lokalita 6), nejméně pak mikrobní společenstvo 
rostlé černozemě v Havrani (lokalita 8) a kambizemě 
v Braňanech (lokalita 4). Reakce na přídavek snadno 
dostupného dusíku byla malá.

Na přídavek lehce dostupného zdroje uhlíku nejvíce 
reagovala mikroflóra rostlé kambizemě v Braňanech (lo­
kalita 4), poněkud nižší byla reakce u ostatních lokalit, 
s výjimkou lokality rekultivované vinice v Cepirohách
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(lokalita 6), u níž byla reakce na přídavek glukózy nej- 
nižší.

Obsah oxidovatelného uhlíku Cox dává obraz o množ­
ství půdní organické hmoty a poměr respirace NG : В 
o její stabilitě. Nejvyšší obsah Cox byl zjištěn u obou 
rekultivací v Úžině (lokality 1 a 2) a o něco nižší u rost­
lé kambizemě v Braňanech (lokalita 4). Ještě nižší byl 
obsah Cox u rostlé černozemě v Havrani (lokalita 8), 
u rekultivace ve Svobodě (lokalita 3) a u pelozemě vi­
nice v Rudolicích (lokalita 5). Nejnižší pak byl u rekul- 
tivační vinice v Čepirohách (lokalita 6).

Vysoká hodnota respirací NG а В u pravděpodobně 
nejúspěšnější rekultivace překryvem ornicí v Úžině (lo­
kalita 2) svědčí o značné potenciální schopnosti mikro- 
flóry mineralizovat lehce přístupnou organickou hmotu 
a zároveň o tom, že půdní mikroflóra je saturována pří­
stupnou organickou hmotou. Na rekultivaci vinice 
v Čepirohách (lokalita 6) dokazují nízké hodnoty respi­
rací NG i В pasivitu a malou schopnost mikroflóry mi­
neralizovat stávající organickou hmotu, i když se nena­
chází ve stabilní, obtížně mineralizovatelné formě 
(respirometrický poměr NG : B). Půdní organická hmo­
ta byla v nejstabilnější formě na rekultivacích výsypky 
ve Svobodě (lokalita 3), vinice na pelozemi v Rudoli­
cích (lokalita 5) a dále u rekultivace překryvem ornicí 
v Úžině (lokalita 2). Poměrně nízká byla u černozemě 
v Havrani (lokalita 8) a v nejméně stabilní formě se 
nacházela u půdy rekultivační vinice v Čepirohách (lo­
kalita 6) a u rekultivace překryvem ornicí v Třískolu- 
pech (lokalita 7).

Charakter a úroveň mikrobiálních procesů probíhají­
cích v půdě se mění současně s jejím oživením. Byla 
prokázána i odlišnost sledovaných lokalit v oživení or- 
ničního profilu půdními mikrobními společenstvy. Nej­
vyšší hodnota obsahu uhlíku biomasy půdních mikrobů 
byla zjištěna u rostlé kambizemě v Braňanech (lokalita 
4) a u rekultivace překryvem ornicí v Úžině (lokalita 
2). U ostatních lokalit jsme zjistili nižší obsah C-bio- 
masy půdních mikroorganismů, nejchudší oživení or- 
ničního profilu bylo u antrozemě rekultivace ve Svobo­
dě (lokalita 3).

Jako další doplňující faktory jsme stanovili obsah 
různých forem fosforu, a to celkového (PT), vodoroz- 
pustného (Pv) pohyblivého (PK) a přístupného (Pv + 
PK). Nejvyšší obsah PT jsme zaznamenali u rekultivace 
překryvem ornicí v Úžině (lokalita 2), u rostlé kambi­
země v Braňanech (lokalita 4) a u rostlé pelozemě vi­
nice v Rudolicích (lokalita 5), nejnižší opět u rekulti­
vační vinice v Čepirohách (lokalita 6) a na rekultivaci 
výsypky v Třískolupech (lokalita 7). Na obou těchto 
lokalitách byly zjištěny i nejmenší hodnoty ostatních 
forem fosforu. Nízké hodnoty všech forem fosforu byly 
zjištěny i u černozemě v Havrani (lokalita 8). U rostlé 
pelozemě vinice v Rudolicích (lokalita 5) jsme ve srov­
nání s ostatními lokalitami stanovili poměrně vysoký 
obsah jak celkového, tak pohyblivého fosforu, i když 
obsah vodorozpustného fosforu byl malý.

Stanovili jsme rovněž pH vodního výluhu. Reakce 
byla na většině lokalit v oblasti slabě kyselé až neutrál­

ní (pH 6,10 až 7,20), pouze u obou vinic (lokality 5 a 6) 
a u rekultivace výsypky v Třískolupech (lokalita 7) by­
la v alkalické oblasti (pH 8,25 až 8,60).
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VLIV NIKLU A ARZENU NA VÝSKYT A SYMBIOTICKÉ 
SCHOPNOSTI NATIVNÍCH RHIZOBIÍ

THE EFFECT OF NICKEL AND ARSENIC ON THE OCCURRENCE
AND SYMBIOTIC ABILITIES OF NATIVE RHIZOBIA

T. Šimon

Research Institute of Crop Production, Praha-Ruzyně, Czech Republic

ABSTRACT: Contaminated soils by Ni and As (Šimon, 1999) were used for evaluation of the occurrence and symbiotic 
properties of native rhizobia. Two soils were used (heavy soil: clay-loam from Ruzyně, light soil: sandy-loam from Lukavec) 
and four levels of contamination were selected, based on the natural abundance of the elements in the soil used: no addition 
(0), addition to the limit (L) allowed by Czech standards, twice (2L), five (5L) and ten (10L) times the limit for Ni and As, 
respectively (Tab. I). Microbiological analyses determining numbers of rhizobia (colony forming units CFU/g soil) in soils 
samples (Vincent, 1970) were realised 10 (1998) and 22 (1999) months after contamination. At the same time the hydroponic 
experiments with pea were prepared. As native inoculum, 1 g of soil from each treatments was used. Plants were grown in 
plastic pots in perlite and supplied by nutrient nitrogen-free solution. At the onset of anthesis total nitrogenase activity (TNA) 
of nodules (Hardy et al., 1973) was measured. Simultaneously, nodule numbers, nodule dry weight and shoot and root dry 
weight were determined. The values from experiments were processed by analysis of variance. Figs. 1 to 4 show numbers of 
rhizobia in soil samples in 1998 and 1999. First of all, reduction of rhizobia due to increased Ni concentration in light soil is 
evident in both the years. Plant biomass and nodule numbers and their weights are shown in Tab. II. TNA is shown in Figs. 5 to 8. 
TNA of root nodules approximately copied the rhizobia numbers in soil samples. Significant decrease of TNA (Figs. 5 to 6) 
and nodule dry weight (Tabs. II, III) was found using soil samples with high Ni concentrations as inoculum. A lot of nodules 
were of white or green colour that cofirmed the lack of leghaemoglobin and the lose of their effectiveness. Pea plants were 
therefore poorly supplied by nitrogen and their growth was limited. It seems that due to prolonged Ni presence in the soils 
tolerant rhizobia prevailed, but these rhizobia lose their intrinsic abilities. Similar situation was described by McGrath (1987). 
The negative effect of As on symbiotic a growth characteristic of pea in 1998 was not found, but in 1999 it was obvious in 
heavy soil (Fig. 7, Tab. II). The effect of As in light, more acid soil was poor. Results from experiments confirm that the 
monitoring of rhizobia occurrence and evaluation of symbiosis with legumes can help the indication of soil pollution.

Keywords: nickel; arsenic; rhizobia; pea; symbiosis

ABSTRAKT: Pro pokusné účely byly použity vzorky půd zatížené zvyšujícími se hladinami Ni a As (Šimon, 1999). Šlo 
o tyto hladiny kontaminace: a) bez přídavku (0), b) doplnění na povolený limit (vyhláška MŽP ČR 13/1994 Sb.) (L), c) 2L, 
d) 5L, e) 10L a o dva druhy půd: těžká půda - stanoviště Praha-Ruzyně (Ru) a lehká půda - stanoviště Lukavec u Pacova 
(Lu). Za 10 měsíců (leden 1998) a 22 měsíců (leden 1999) od kontaminace byl ve vzorcích půd stanoven počet rhizobií 
(Vincent, 1970). V obou uvedených termínech byl založen stejný hydroponický pokus s hrachem (odrůda Tyrkys). Rostliny byly 
pěstovány v nádobkách s perlitem a vyživovány roztokem živin bez dusíku. Jako přirozené inokulum byl použit 1 g odpoví­
dajícího vzorku půdy. Na začátku kvetení rostlin byla stanovena celková nitrogenázová aktivita (TNA) (Hardy et al., 1973). 
Současně byla zjišťována hmotnost sušiny kořenů (К) a nadzemní hmoty (NH) rostlin a počet a sušina hlízek. Statistické 
zpracování výsledných hodnot bylo provedeno analýzou variance. Počty rhizobií ve vzorcích půd v letech 1998 a 1999 jsou 
zachyceny na obr. 1 až 4, kde je zaznamenána především redukce počtů rhizobií v lehké půdě při vysokých koncentracích Ni 
v půdě. Biomasu rostlin, počty hlízek a jejich hmotnost uvádí tab. II. TNA je znázorněna na obr. 5 až 8. TNA hlízek kopírovala 
přibližně počty rhizobií ve vzorcích půd. Signifikantní snížení TNA (obr. 5, 6) a sušiny hlízek (tab. II, III) bylo zjištěno při 
inokulaci hrachu vzorky půd s vysokou koncentrací Ni. U těchto variant pokusu bylo nalezeno mnoho bílých neefektivních 
hlízek. Negativní efekt As na symbiotické charakteristiky a růst hrachu se projevil u těžké půdy až v roce 1999 (obr. 7, tab. II). 
U lehké půdy byl nižší. Výsledky pokusů ukázaly, že již relativně krátká doba přítomnosti zvýšených koncentrací Ni (od 2L) 
v použitých půdách snížila početnost nativních rhizobií a v půdách pod tímto tlakem začaly převládat méně efektivní skupiny 
hlízkových bakterií. V případě přítomnosti As se negativní efekt na rhizobia projevil za delší časové období až při nejvyšší 
koncentraci (odpovídající 10L).

Klíčová slova: nikl; arzen; rhizobia; hrách; symbióza
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ÚVOD

Vlivem lidské činnosti dochází к zatěžování půd lát­
kami anorganického i organického původu. Půda se tak 
stává příjemcem mnoha odpadních produktů a chemi­
kálií, které při svém hromadění způsobují změny v její 
chemické struktuře a negativně ovlivňují i biologické 
procesy. Významná je z tohoto pohledu kontaminace 
půd těžkými kovy, která obecně způsobuje pokles celkové 
biomasy mikroorganismů a snižuje diverzitu mikrobiál­
ních populací (Atlas et al., 1991), čímž dochází к po­
stupnému zvyšování zastoupení mikroorganismů rezis­
tentních ke kovům na úkor těch citlivých. Nepříznivý 
vliv kontaminace těžkými kovy se zároveň ve větší či 
menší míře projevuje změnou enzymové aktivity půd. 
Kandeler et al. (1996) uvádějí, že výrazný pokles akti­
vity vlivem zvýšeného zatížení půd těžkými kovy byl 
zaznamenán u enzymů koloběhu N, P a S, naopak en­
zymy koloběhu C byly méně ovlivněny. Největší pokles 
aktivity byl pozorován u arylsulfatázy a fosfatázy.

Kontaminace půd těžkými kovy se projevuje i nega­
tivním ovlivněním aktivity nitrogenázy, ať již volně ži­
jících heterotrofních bakterií a modrozelených řas, ne­
bo symbiotických hlízkových bakterií. Bylo zjištěno, že 
acetylen-redukční aktivita, používaná obecně jako me­
toda pro zjištění aktivity nitrogenázy, je proces silně 
senzitivní к působení toxických kovů (Skujins et al., 
1986). McGrath et al. (1988) porovnávali dva systémy 
fixující Ni (volně žijící modrozelené řasy a symbiózu 
jetel - Rhizobium) a zjistili, že na přítomnost vysokých 
koncentrací Zn, Cu, Ni, Cd, Pb a Cr (pocházejících z od­
padních kalů) byly citlivější řasy než symbióza jetel - 
Rhizobium, což pravděpodobně souvisí s ochranou bak- 
teroidů rhizobií v hlízkách před přímým působením to­
xických prvků. Z výsledků zmíněných autorů však dále 
vyplývá, že potlačení symbiotické fixace N2 nebylo 
způsobeno selháním nativních populací rhizobií v tvor­
bě hlízek, ale spíše tím, že bakterie uvnitř hlízek byly 
neefektivní. Giller et al. (1989) uvádějí dvě možnosti, 
kterými zvyšující se koncentrace toxických kovů elimi­
nují fixaci N2: a) jeden nebo více těžkých kovů zabra­
ňují v tvorbě efektivně fixujících hlízek, i když jsou 
efektivní rhizobia přítomna v půdě, b) kontaminace půd 
kovy eliminuje efektivní kmeny Rhizobium z půdy. 
Druhé možnosti odpovídají i výsledky, které uveřejnili 
McGrath et al. (1988).

Cílem naší práce bylo prověřit vliv zvyšujících se 
koncentrací Ni a As na výskyt nativních rhizobií v půdě 
a na efektivitu symbiózy hrách - Rhizobium za použití 
modelového hydroponického pokusu.

MATERIÁL A METODY

К pokusným účelům byly použity vzorky půd z dlou­
hodobého nádobového pokusu, sledujícího vliv zatížení 
půd Ni a As na růst ředkvičky a půdní mikroflóru (Ši­
mon, 1999). Půdy byly před založením pokusu (březen 
1997) odděleně doplněny roztoky solí (Ni ve formě

NiCl2.6 H2O, As ve formě NaAsO2) tak, aby po svém 
přidání do půdy byly dosaženy tyto hladiny kontamina­
ce: a) bez přídavku (0), b) doplnění na povolený limit 
(L), c) 2L, d) 5L, e) 10L. Za limit byla považována ma­
ximálně přípustná hodnota obsahu rizikových prvků 
v půdách podle vyhlášky MŽP ČR 13/1994 Sb„ § 2 (Ni: 
80 mg/kg - těžké půdy, 60 mg/kg - lehké půdy. As: 
30 mg/kg - všechny půdy). Šlo o dva typy půd: těžká 
půda - stanoviště Praha-Ruzyně [Ru] (černozem luvická, 
jílovitohlinitá) a lehká půda - stanoviště Lukavec u Pacova 
[Lu] (kambizem, písčitohlinitá). Za 10 měsíců (leden 1998) 
a 22 měsíců (leden 1999) od umělé kontaminace solemi 
kovů byly odebrány vzorky půd pro stanovení počtu CFU 
(jednotek tvořících kolonie) rhizobií mikrobiologickým 
rozborem (Vincent, 1970). Další část vzorků půd byla 
potom sušena v tenké vrstvě při teplotě 25 °C během dvou 
dnů a prosáta na sítu s otvory o průměru 1 mm. V obou 
uvedených termínech byl založen stejný hydroponický po­
kus. Semena hrachu setého (Pisum sativum L., odrůda 
Tyrkys) byla povrchově sterilizována roztokem 0,2% 
HgCl2 (Vincent, 1970) a tři dny předklíčena. Pro pěsto­
vání rostlin byla použita sestava dvou nádobek z umělé 
hmoty, sterilizovaných v autoklávu, spodní nádobka 
obsahovala živný roztok bez dusíku (Šimon, 1991), vrch­
ní nádobka o objemu 500 ml byla plněna expandovaným 
perlitem. Rostliny byly zásobovány živným roztokem 
prostřednictvím knotu ze skelných vláken, který byl 
umístěn do dna horní nádobky a zasahoval do živného 
roztoku ve spodní nádobce. Roztok byl pravidelně do­
plňován. Před sázením naklíčených rostlin byl pod povrch 
perlitu (2 až 4 cm) přidán vždy 1 g odpovídajícího 
vzorku půdy jako přirozené inokulum. Povrch nádobek 
byl potom navlhčen živným roztokem a byla zaseta na- 
klíčená semena (vždy jedno na nádobku). Každá varianta 
měla tři opakování. Rostliny byly pěstovány ve skleníku 
s řízeným programem osvětlení a regulací teploty (16h 
fotoperioda, teploty: 22 °C den, 16 °C noc). Na začátku 
kvetení byla stanovena celková nitrogenázová aktivita 
(TNA) acetylen-etylen redukční metodou (Hardy et al., 
1973). Současně byla zjišťována hmotnost sušiny kořenů 
(К) a nadzemní hmoty (NH) rostlin a počet a sušina 
hlízek. Statistické zpracování výsledných hodnot bylo 
provedeno analýzou variance a následným Tukey testem.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Skutečné koncentrace Ni, resp. As před založením 
druhého pokusu (mineralizace v lučavce královské, ana­
lýza na spektrometru ICP) v použitých vzorcích půd 
jsou uvedeny v tab. I. Naměřené hodnoty přibližně od­
povídají původně zvoleným koncentracím kovů v půdách. 
Obr. 1 až 4 uvádějí počty rhizobií v jednotlivých vzor­
cích půd po 10 měsících (1998) a 22 měsících (1999) 
přítomnosti kovů. V případě přídavků Ni do těžké půdy 
nedošlo po lOměsíčním působení к redukci celkových 
počtů rhizobií, naopak u variant do 5L je viditelný ná­
růst. Redukce počtů je patrná až v roce 1999 od hladiny 
kontaminace 2L. U lehké půdy byly počty rhizobií vli-
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1. Koncentrace Ni a As ve vzorcích půd - Concentration of Ni and 
As in soil samples

Varianta* Koncentrace2 Ni 
(ц/g)

Varianta Koncentrace As 
(Ц/g)

RuNiO 24,26 RuAsO 13,48

RuNiL 68,04 RuAsL 28,33

RuNi2L 144,48 RuAs2L 55,81

RuNi5L 413,10 RuAs5L 136,11

RuNilOL 819,55 RuAslOL 276,19

LuNiO 23,33 LuAsO 7,88

LuNiL 54,87 LuAsL 30,78

LuNi2L 107,31 LuAs2L 53,98

LuNi5L 311.72 LuAs5L 141,89

LuNilOL 647,87 LuAslOL 274,51

'treatment. 2concentration

vem přítomnosti Ni redukovány v obou letech od kon­
taminace rovnající se dvojnásobku přípustné hodnoty, 
s výkyvem hladiny L v roce 1999. Přídavek As se na 
přítomnosti rhizobií neprojevil negativné (s výjimkou 
hladiny L) a v případě lehké půdy měl na počet rhizobií 
v roce 1998 znatelný stimulační účinek. Výskyt a po­
četnost rhizobií souvisí s biodostupností uvedených ko­
vů během jejich přítomnosti v půdě, a tím i s možností 
negativního ovlivnění. Při stanovení obsahu mobilpích 
frakcí těchto kovů během roku 1998 (při použití slabé­
ho extrakčního činidla CaCI2) byla v lehké půdě zjiště­
na značně vyšší míra extrahovatelnosti Ni než As (Šimon, 
1999). Vytvoření pevnějších vazeb As snížilo jeho to­
xické účinky na přežívání mikroorganismů, včetně rhi­
zobií. Naopak, extrahovatelnost Ni se zvláště v kyselej­

ší lehké půdě u variant s vysoký počátečním přídavkem 
(5L a 10L) s postupujícím časem zvyšovala. Rhizobia 
tak byla vystavena jeho nepříznivému působení během 
celé doby, a tím došlo i к jejich výraznější početní re­
dukci. Právě lehké půdy s nižším obsahem organické 
hmoty a nižším pH jsou více negativně ovlivněny pří­
davky solí těžkých kovů než půdy těžké (Doelman, Ha- 
anstra, 1984; Maliszewska et al., 1985). Negativní efekt 
přídavku kovů je závislý na délce jejich působení. 
Chaudri et al. (1992) sledovali přežívání Rhizobium le- 
guminosarum bv. trifolii v půdě doplněné jednotlivě růz­
nými koncentracemi Zn. Cd, Cu a Ni a zjistili, že teprve 
18měsíční působení snižuje nebo eliminuje (v případě 
Zn a Cd) při vysokých koncentracích počet rhizobií. 
Citlivost jednotlivých druhů rodu Rhizobium je různá 
(Giller et al., 1993) a v půdách dlouhodobě vystave­
ných působení těžkých kovů se objevují tolerantní kme­
ny rhizobií (Purchase et al., 1997). Giller et al. (1998) 
uvádějí jako základní mechanismy tolerance bakterií 
a hub vázání kovů pomocí proteinů, extracelulárních 
polymerů nebo vázání na buněčnou stěnu, kompartmen- 
taci uvnitř buněk, produkci nerozpustných sulfidů kovů, 
snížení příjmu, zvýšení exportu z buněk a volatilizaci.

Produkce biomasy testačních rostlin a tvorba hlízek 
a jejich hmotnost jsou uvedeny v tab. II. Celková ni- 
trogenázová aktivita hlízek jé znázorněna na obr. 5 až 8. 
Hodnoty TNA hlízek přibližně kopírují celkové počty 
rhizobií ve vzorcích půd. Při vysokých koncentracích 
Ni v obou půdách v obou letech došlo současně s po­
klesem počtů rhizobií v 1 g půdy použité jako inokulum 
к poklesu TNA, při současném snížení hmotnosti sušiny 
hlízek (tab. II). Tyto poklesy byly signifikantní (tab. III). 
Pokles až na minimální hodnoty je zvláště patrný u leh­
ké půdy zatížené nejvyšší dávkou Ni (10L). Vlivem

1.-4. Přežívání rhizobií v půdách po 10 (1998) a 22 (1999) měsících od přídavku solí Ni a As - Survival of rhizobia in soils amended with 
Ni and As salts after 10 (1998) and 22 (1999) months

osa x: koncentrace Ni a As (pg/g půdy) - x axis: concentration of Ni and As (pg/g of soil) 
osa y: log 10 buněk rhizobií/g půdy - у axis: log 10 rhizobia cells/g of soil
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II. Průměrné hodnoty produkce biomasy a nodulačních charakteristik u hrachu (přepočteno na rostlinu) - Average values of the biomass 
production and nodule characteristics of pea (calculated per plant)

Přídavek1 Varianta2
Počet hlízek na rostlinu3 Sušina hlízek4 (mg) Sušina nadzemní hmoty5 (g) Sušina kořenů6 (g)

1998 1999 1998 1999 1998 1999 1998 1999

RuO 78b 5 Ins 148,0c 129,5ab 0,88bc 0,82ab 0,15abc 0,12ns

RuL 93b 55 148,7c 134,3b 0,83bc 1,15b 0,13abc 0,23

Ru2L 77b 63 150,7c 94,0ab 0,86bc 1,11b 0,1 lab 0,16

Ru5L 56ab 54 154,7c 106,3ab 0,93c 0,51 ab 0,13abc 0,10

Ni Rul OL 45 ab 71 40,0ab 61,3ab 0,41 ab 0,39ab 0,17bc 0,11

LuO 96b 60 91,0ab 64,7ab 1,04c 0,97ab 0,15abc 0,14

LuL 74b 88 85,5bc 82,5ab 1,10c 1,12b 0,15abc 0,17

Lu2L 83b 48 94,0bc 94,0ab 1,17c 1,15b 0,08a 0,16

Lu5L 52ab 109 67,0ab 60,0ab 0,85bc 0,23ab 0,12abc 0,15

LulOL 5a 88 5,3a 29,0a 0,31a 0,20a 0,20c 0,19

RuO 78ns 51ns 148,Obc 129,5abc 0,88ns 0,82ns 0,15ab 0,12ns

RuL 91 57 196,3c 163,3abc 1,42 1,23 0,15ab 0,15
Ru2L 81 83 205,3c 154,0abc 1,30 0,72 0,11a 0,11

Ru5L 67 40 144,3bc 108,3abc 1,07 1,00 0,10a 0,15

As Rul OL 78 47 174,7c 45,5a 1,17 0,31 0,17ab 0,20

LuO 96 60 91,0ab 64,7abc 1,04 0,97 0,15ab 0,14

LuL 87 51 63,0a 73,0abc 0,97 1,15 0,14ab 0,16

Lu2L 93 72 85,7ab 65,0abc 1,32 1,21 0,19b 0,18

Lu5L 83 48 87,0ab 63,0abc 0,95 0,77 0,13ab 0,14

LulOL 75 82 83,7ab 50,0ab 0,84 0,66 0,13ab 0,10

Hodnoty ve sloupcích označené stejnými písmeny se neliší signifikantně, Tukey test (p = 0,05) - Means within the column followed by the 
same letter do not differ significantly, Tukey test (p = 0.05) 
ns = nesignifikantní rozdíly - nonsignificant differences

'addition, treatment, 3nodule number per plant, 4nodule dry weight, 5shoot dry weight, 6root dry weight

5.-8. Celková nitrogenázová aktivita (TNA) hlízek hrachu inokulovaného vzorky půd se zvyšujícími se koncentracemi Ni a As - Total 
nitrogenase activity (TNA) of root nodules of pea inoculated by soil samples with increased Ni and As concentrations

osa x: koncentrace Ni a As (pg/g půdy) - x axis: concentration of Ni and As (pg/g of soil) 
osa y: TNA (pmol/rostlina/h) - у axis: TNA (pmol/plant/h)

nízké fixace dusíku došlo zákonitě i к signifikantní re­
dukci tvorby nadzemní hmoty (tab. II). Výsledky poku­
sů ukázaly, že vysoké koncentrace Ni v půdě ovlivnily

nejen celkový počet rhizobií, ale i jejich nodulační 
schopnosti a efektivitu. Tento vliv je možné demonstro­
vat na vzhledu hlízek. Jejich počty se s výjimkou roku
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111. Hodnocení parametrů pokusu analýzou variance (F-hodnoty) - Evaluation of the experiment parameters by analysis of variance (F-values)

Parametr* TNA Počet hlízek na 
rostlinu2

Sušina 
hlízek3

Sušina nadzemní 
hmoty4

Sušina 
kořenů5

Kontaminace6 1998 1999 1998 1999 1998 1999 1998 1999 1998 1999

Ni 5,65* 2,55* 4,54* 0,55 ns 15,39* 2,50* 7,54* 5,01* 4,07* 1,39 ns

As 1,90 ns 1,66 ns 0,42 ns 0,52 ns 10,08* 3.97* 2,11 ns 1,80 ns 2,75* 0,67 ns

signifikantní rozdíly mezi variantami (p = 0,05) - significant differences among treatments Ip = 0.05) 
ns = nesignifikantní rozdíly - nonsignificant differences

‘parameter, 2nodule number per plant, 3nodule dry weight, 4shoot dry weight, 5root dry weight, “contamination

1998 signifikantně nelišily (tab. Ill), avšak u variant se 
zvýšeným obsahem Ni (od varianty 5L) stoupal podíl 
blízek zelených a bílých, které byly umístěny na spodní 
části kořene. Barva těchto blízek svědčí o tom, že v hlíz- 
kách chybí leghemoglobin, který u normálně vyvinutých 
blízek zprostředkovává zásobování bakteroidů kyslíkem 
a zároveň chrání nitrogenázu před inhibičními hladina­
mi O2 (Našinec, Škrdleta, 1981). Při tvorbě takových 
blízek je narušena správná funkce symbiózy, blízky 
jsou neefektivní, a tím je výrazně snížena nitrogenázo- 
vá aktivita a zásobování rostlin dusíkem, což se nega­
tivně odráží na produkci biomasy rostlin. Vysoké kon­
centrace Ni zřejmě podporují převládnutí tolerantních 
rhizobií, avšak tyto populace ztrácejí svoje vlastnosti 
a stávají se neefektivní. Výsledky odpovídající těmto 
závěrům byly získány při rozsáhlém výzkumu symbió­
zy jetel - Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (Market 
Garden Experiment, Woburn; McGrath, 1987) a násled­
ných studiích tohoto jevu (McGrath et al., 1988). Při 
tomto výzkumu bylo v konkrétní situaci zjištěno, že na 
dlouhodobě kontaminovaných parcelkách (Cd, Zn, Cu, 
Ni, Pb) přežil pouze jeden kmen Rhizobium, který byl 
při tvorbě bílých hlízek neefektivní v symbióze s jete­
lem bílým (Giller et al., 1989). Tento izolát však poz­
ději tvořil efektivní symbiózu s Trifolium subterraneum 
(Hirsch et al., 1993). Giller et al. (1998) upozorňují na 
to, že nelze předpokládat spojení mezi tolerancí ke ko­
vům a efektivitou ve fixaci dusíku, a spíše se přiklánějí 
к závěru, že přežívající tolerantní kmeny budou efek­
tivní při N2 fixaci. Podle výsledků našich pokusů se 
však zdá, že případ, který popsali Giller et al. (1989), 
může platit i pro jiné biovary druhu Rhizobium legumi­
nosarum.

Vliv vysokých koncentrací As se na symbiotických 
a růstových charakteristikách hrachu v roce 1998 nega­
tivně neprojevil ani při jejich nejvyšších hodnotách v po­
užitých půdách (tab. II). V roce 1999 byl však již zvláště 
v těžké půdě zřejmý negativní vliv nejvyšší koncentrace 
As (10L) na všechny sledované parametry pokusu (obr. 7, 
tab II). V kyselejší lehké půdě byl negativní efekt přídav­
ku As nižší, což může souviset se skutečností, že vazbami 
As na Fe a AI se tvoří arzenitany a arzeničnany, které jsou 
v kyselejších půdách málo rozpustné (Beneš, 1994). Vý­
sledky pokusů ukázaly, že již relativně krátká doba pří­
tomnosti zvýšených koncentrací Ni (od 2L) v použitých 
půdách snížila početnost nativních rhizobií a pod tímto

tlakem v nich začaly převládat méně efektivní skupiny 
hlízkových bakterií. V případě přítomnosti As se nega­
tivní efekt na rhizobia projevil za delší časové období 
až při nejvyšší koncentraci (odpovídající 10L).

Sledováním přežívání rhizobií v půdách zatížených 
různými těžkými kovy nebo jinými polutanty a hodno­
cením různých typů symbióz s leguminózami z hlediska 
efektivity procesu fixace dusíku je tak možné získat 
důležité doplňující informace o vlivu polutantů na půdu.
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PEDOTRANSFER FUNCTIONS AS A TOOL FOR
ESTIMATION OF PESTICIDES BEHAVIOR IN SOILS

PEDOTRANSFEROVÉ FUNKCE JAKO PROSTŘEDEK PRO ODHAD 
CHOVÁNÍ PESTICIDŮ V PŮDÁCH

J. Kozák, O. Vacek

Czech University of Agriculture in Prague, Czech Republic

ABSTRACT: Soil Informatics, a new discipline makes possible to interpret the results of research in a new way. Possibility 
for interpretation of adsorption characteristics of atrazine in soils of the CR was studied. Our approach was based on 
exploitation of pedotransfer functions. As a pedotransfer function we used multivariate statistical methods. Kd value for 
atrazine estimation was based on the knowledge of data on humus content, soil texture, pH and CEC values, respectively. The 
results were interpreted in the GIS environment exploiting the digitized soil map of the CR at scale 1 : 200 000 and the 
corresponding database of soil characteristics. The spatial distribution of Kd values for the topsoil and the subsoil were 
computed and presented as soil vulnerability maps. The results have shown that there was a substantial decrease in Kd values 
in subsoil. For better assessment of that decrease the ratio of Kd values for atrazine in topsoil and in subsoil was computed. 
Under the field conditions it means that once atrazine reaches the subsoil layer it is less bound on the soil particles and the 
possible leaching by water-flow in soil profile is accelerated. This example of exploitation shows how can be sorption data 
together with digitized soil database exploited in evaluation of ecological function of soil. The higher are the values of ratio, 
the more realistic is the transport of pesticide under study towards the ground water table. The application of atrazine in the 
areas of the ratio equal or higher than two thus represents potential ecological hazards.

Keywords: pedotransfer function; application of soil GIS; atrazine adsorption

ABSTRAKT: Půdní informatika jako nový obor umožňuje netradiční interpretaci výsledků výzkumu. Byla studována možnost 
takové interpretace pro adsorpční charakteristiky atrazinu v půdách ČR. Zvolený přístup využívá pedotrasferových funkcí, 
které umožňují kvalifikovaný přenos experimentálních dat ze studované lokality na jinou, a to na základě znalosti vztahu mezi 
přenášenými daty a vhodně zvolenými obecně dostupnými charakteristikami. V našem případě bylo použilo metody víceroz­
měrné statistické analýzy, umožňující odhad distribučního koeficientu pro atrazin Kd mezi pevnou a kapalnou fázi půdy na 
základě znalosti obsahu humusu, jílnatých částic, hodnot pH a KVK. Výsledky byly interpretovány v prostředí GIS (Geogra­
fického informačního systému) při využití digitalizované půdní mapy ČR v měřítku 1 : 200 000 a příslušné databáze půdních 
charakteristik. Bylo vytvořeno prostorové rozmístění hodnot Kd ve svrchní a vnitřní vrstvě půd ČR a stanoven vzájemný poměr 
těchto hodnot. Výsledky jsou prezentovány ve formě map zranitelnosti půd vůči kontaminaci atrazinem. Pro vnitřní vrstvu 
půd ČR byly získány podstatně nižší hodnoty Kd, což indikuje možnost zvýšeného vymytí studované pesticidní látky do 
podzemních vod, jakmile pronikne do vnitřních vrstev půdního profilu. Výsledky mohou být cennou pomůckou pro legislativní 
účely, týkající se pesticidních látek.

Klíčová slova: pedotransťerové funkce; aplikace GIS o půdě; adsorpce atrazinu

INTRODUCTION

Soil Informatics, a new discipline has a place be­
tween soil and computer science. Amerskamp, Lamp 
(1998) summarized the main topics of Soil Informatics: 
methodology and control of information transfer process 
guided by criteria of effectiveness (predicting the most 
relevant soil functions); safety (minimum information 
loss, best possible correlation); efficiency (the most simple 
and practical methods in relation to effort). Translating 
information about soil characteristics and qualities across

different spatial and temporal scales has emerged as 
a major theme in soil science.

Pesticides are applied at large quantities at regional 
scales. The assessment of environmental fate and envi­
ronmental impact has therefore to take into account the 
macroscale variation of soil types in connection with 
land-use patterns and application habits of the farmers, 
and meteorological data. The necessary link between 
spatial information and pesticide environmental fate mod­
els can best be achieved in the frame of a geographical 
information system (GIS) (Richter el al., 1996).
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Wagenet (1996) indicated that the development of 
GIS has been a significant step forward in the ability to 
achieve integrated assessment of environmental issues. 
On a large territory (nearly 300 000 km2) results from 
the regional scale modelling methodology were mapped 
using GIS, with four map classes of pesticide leaching 
displayed. According to Tim, Jolly (1994) the simplest 
way to couple a GIS with a model is the ad hoc inte­
gration. This means that process models and GIS are 
developed separately each with its own operating sys­
tem. Interaction is solely mediated by file exchange.

Lücke et al. (1995) implemented successfully the her­
bicide model FLOWCONC into GIS ARC INFO to assess 
the re-cropping risk of winter wheat following sugar 
beet in crop rotation. Tiktak (1999) has successfully 
incorporated a one-dimensional pesticide-leaching model 
into GIS environment recently. Regional patterns of four 
pesticides with contrasting behavior were calculated us­
ing mega-plot approach. Mega-plots were obtained by 
overlaying in the GIS maps of soil structure, organic 
matter content, ground - water - depth - class, land-use 
and climate.

Sorption is generally recognized as one of key proc­
esses influencing behavior of pesticides in soils. Ac­
cording to Jones (1996) predictions of sorption in field 
scale models are often based on average Koc (organic 
carbon partition coefficient) values from a range of soils 
or Kj (distribution coefficient) value measured for the 
specific soil. Sometimes sorption is described using 
Freundlich or Langmuir isotherm. For the practical ex­
ploiting of sorption data there is a problem laying in 
both its obtaining (mainly under laboratory conditions) 
and interpretation. In similar cases, where the needed 
data are missing, they could be in soil science derived 
indirectly from available information on the other soil 
characteristics, if a close relationship between them was 
proved.

Originally the pedotransfer functions (PTFs) were 
designed as algorithms for estimating soil properties 
(mostly regression functions) which compute saturated 
hydraulic conductivity and retention data or parameters 
of the retention curve according to Genuchten’s (1980) 
or Brooks, Corey’s (1964) relation from particle size 
distribution, organic carbon content and pore volume. 
Ranst et al. (1995) introduced the term Pedotransfer 
Rules, which are based on Boolean or other logic. They 
are used to predict ranges of classes of not easily deter­
mined soil qualities such as soil fertility, vulnerability 
and potential productivity. Finke et al. (1998) defined 
pedotransfer functions as mathematical functions which 
translate basic, easily available soil data to model pa­
rameters or, more general, to less easy to obtain soil 
data. Kozák, Vacek (1996) suggested exploiting the same 
principle for estimation of Kd values from soil charac­
teristics.

The aim of present study was to show the possibility 
of regional scale estimates of pesticide sorption by mean 
of GIS.

MATERIAL AND METHODS

Adsorption of pesticide atrazine was studied. Ad­
sorption experiments were evaluated by means of 
Freundlich adsorption isotherm:

Cs = KrO (1)

where: C, - the amount of substance sorbed by soil 
Clv - the equilibrium concentration of sorbate 
K, - Freundlich sorption coefficient 
l/n - constant

If the concentration Cw = 1, the isotherm becomes 
a straight line and K. represents the distribution coeffi­
cient Kd. Experimental details are given in Kozák et al. 
(1992).

The effect of soil properties on atrazine adsorption was 
described by means of multivariate statistical methods, i.e. 
regression and correlation analyses. As a selective esti­
mation of linear regression, a model based on the data 
of a sample with n values was applied:

Y = X/, + c (2)

where: У - column vector of observed values of the dependent vari­
able of a sample with n (л.1) values

X — matrix for n values of factors connected to the regres­
sion function (л.A)

b - column vector of estimation of b, linear parameters (A. 1) 
e = Y - Хь - column vector of deviations Cj of observed 
values of the dependent variable

The values of the calculated regression coefficients 
were used for the following equation:

E(YIXbX2,X3,X^ = b0 + btXt + b2X2 + b3X3 + b4X4 (3)

The b0 value is called the absolute member, bx rep­
resents the regression coefficient for clay content, b2 for 
CEC, b3 for pHKC| and b4 for Corg content, respec­
tively. E represents the estimation of the value under 
study, i.e. K, value. Details are given in Kozák et al. 
(1992).

For the evaluation of the extent of atrazine sorption 
in the GIS system, the digitized soil map at scale 
1 : 200 000 was used. The map was connected with the 
database of soil mapping units, containing the necessary 
data, i.e. data on Cor„ (soil humus content was obtained 
by multiplication by coefficient 1.724), pHKa, clay par­
ticles content and CEC values, respectively. The digital 
soil map and the above-mentioned database were pre­
pared in the GIS environment using ARC INFO for 
Windows NT software (a product of ESRI comp.). In 
the GIS environment the parameters of pedotransfer func­
tions were computed exploiting the above-mentioned 
equations. The database of soil characteristics and ana­
lytical data was structured according to soil horizons. 
In the present study A horizons were denoted as topsoil 
and the B- or C-horizons, respectively as a subsoil.

RESULTS AND DISCUSSION

At first the sets of soil-related input-data in a form 
of digitized soil maps were prepared. In Figs. 1 to 4 are
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1. Humus content in the Topsoil of Czech Republic soils

2. Clay content (< 0.001 mm) in the Topsoil of Czech Republic soils
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3. pH values in the Topsoil of Czech Republic soils

4. CEC in the Topsoil of Czech Republic soils
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5. Kd values for herbicide Atrazine in the Topsoil of Czech Republic soils

6. Distribution of Kd values for Atrazine in the territory of Czech Republic (Topsoil)
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7. Kd values for herbicide Atrazine in the Subsoil of Czech Republic soils

8. Ratio of Kd values for Atrazine in the Topsoil and Subsoil of Czech Republic soils



I. Soil type grouping in accordance with the value of K(i

Kd Soil units, Czech 
classification

Soil type, 
Corresponding units in 
World Reference Base 
for Soil Resources FAO 
classification

0-1
kambizem arenická

kambizem arenická

areni-eutric Cambisol

areni-haplic Chernozem

1-2
luvizem modální

šedozem modální

glossalbic Luvisol 

greyic Phaeozem

2-3
hnědozem modální 

pseudoglej luvický

orthic Luvisol 

luvic Stagnosol

3-4
černozem modální

černozem luvická

černozem černicová

calcic Chernozem 

luvic Chernozem 

gleyic Phaeozem

4-5

kambizem modální

kambizem pelická 
oglejená

černice modální

eutric Cambisol 

peli-stagnogleyic 
Cambisol

haplic Phaeozem

5-6
černice pelická 

fluvizem modální 

pseudoglej modální

peli-haplic Phaeozem

eutric Fluvisol

orthic Stagnosol

6-7

kambizem oglejená 

kambizem kyselá 

kambizem oglejená 
kyselá 

fluvizem glejová

stagnogleyic Cambisol 

eutri-dystric Cambisol 

dystri-stagnogleyic 
Cambisol

gleyic Fluvisol

7-10
černozem pelická 

smonice modální 

černice glejová

peli-haplic Phaeozem

Vertisol

gleyic Phaeozem

10-15

kambizem dystrická 

podzol kambický 

glej modální 

pseudoglej histický 

rendzina melanická

hyperdystric Cambisol 

cambic Podzol 

eutric Gleysol 

histic Stagnosol 

rendic Leptosol

> 15
glej 
organozem

histic Gleysol

Histosol

Not 
evaluated

water tables 

urban areas 

mining areas

shown maps of soil humus content, clay particles con­
tent, pH values and CEC values, respectively. Both ag­
ricultural and forest soils were included, because 
triazine pesticides could be applied even in forests. On 
the map in Fig. I it is apparent, that on the majority of 
the territory of CR humus content reaches values be­
tween 2 and 3 (%). The higher values could be found 
in mountainous forest regions and in soils formed on 
the alluvial deposits. In Fig. 2 is shown clay - particles 
spatial distribution on the territory of CR. The regions 
of high clay particles content were found in soils 
formed on sedimentary and metamorphic parent mate­
rials. The fact, that also forest soils were included in­

fluenced, substantially the values of soil pH, as it is 
apparent from Fig. 3. Fig. 4 shows the spatial distribu­
tion of CEC values, which partially reflects both humus 
and clay particles content distribution.

In accordance with the procedure described in sec­
tion methods the soil vulnerability map based on distribu­
tion of Kd values for herbicide atrazine in topsoil was 
derived. The results are shown in Fig. 5. It could be 
observed that values of Kd varied substantially. On the 
diagram in Fig. 6 is the extent of the territory of CR 
showing different ranges of Kd for atrazine presented. The 
most frequently found values were in the range 4 to 15.

It was also possible to group the soil types in accor­
dance with the Kd values. The results of such grouping 
are given in Tab. I. The highest Kd values were found 
in soil types known to have the high content of humus 
in humic horizons which is mainly composed of less 
humified organic matter with fulvic acids prevailing in 
its extractable part. Soil types like histic Gleysol, Histosol, 
hyperdystric Cambisol, cambic Podzol, eutric Gleysol, 
histic Stagnosol and rendic Leptosol. Pelic-haplic 
Phaeozem, Vertisol, and gleyic Phaeozem which have 
also shown high values of Kd are known to be high in 
humus content and or clay particles content, respec­
tively. The lowest Kd values were found in soil types 
in which the top parts of soil profiles are leached or 
which are formed on sandy parent materials. The humic 
horizons of those soil types are also known to have low 
content of humus in humic horizons. These findings are 
in accordance with Tiktak (1999) also included atrazine 
in his study and who found a clear effect of soil type 
on both the magnitudes of the concentration and the 
time that this concentration was reached during leach­
ing of pesticides through the soil profile. The author 
also emphasized the importance of soil organic matter 
and soil texture on leachibility of pesticides in soil pro­
files.

The Kd values were also computed for the subsoil 
(i.e. B- or C-horizons respectively). The results are 
shown in Fig. 7 in which the same legend was applied 
as in Fig. 5. It is clearly apparent that there was a sub­
stantial decrease in Kd values in subsoil. For better as­
sessment of that decrease the ratio of Kd values for 
atrazine in topsoil and in subsoil was computed. The 
results are shown in Fig. 8. It could be concluded that 
generally there was observed the decrease of Kd values 
in subsoil. Under the field conditions it means that once 
atrazine reaches the subsoil layer it is less bound on the 
soil particles and the possible leaching by water-flow 
in soil profile is accelerated.

CONCLUSION

It was possible to interpret the adsorption data on 
atrazine in a non-traditional way in a GIS environment 
and to produce a spatial distribution of the ratio of Kd 
values for atrazine in the topsoil and subsoil at scale 
1 : 200 000. In that case the advantage of existing pro-
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file databases of soil characteristics was exploited. This 
example shows how can be sorption data together with 
digitized soil database exploited in evaluation of eco­
logical function of soil. The higher are the values of the 
ratio, the more realistic is the transport of pesticide 
under study towards the ground-water table. The appli­
cation of atrazine in the areas of ratio equal or higher 
than two represents a potential ecological hazard.
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ZÁVISLOST OBSAHU BETAINU V CUKROVCE
NA SRÁŽKÁCH A TEPLOTÁCH VZDUCHU BĚHEM
VEGETACE

DEPENDENCE OF BETAINE CONTENT IN SUGAR BEET
ON THE RAINFALL AND AIR TEMPERATURE DURING
THE VEGETATION PERIOD

V. Švachula, J. Pulkrábek

Czech University of Agriculture in Prague, Czech Republic

ABSTRACT: One of the most effective nitrogen compound in sugar beet is the betaine. In sugar beet onthogenesis betaine 
plays a very important role as a component of the so-called harmful nitrogen. Relatively high betaine concentration in plant 
tissues is the taxonomic character mainly in the species from the family Chenopodiaceae. Betaine is not a waste product or 
a compound of ammonium detoxication, but a molecule with a distinct physiological function in osmotic adaptation. Betaine 
content is increasing in leaves during onthogenesis (in contrast to free amino acids and amides) and is decreasing in roots and 
it can be found anywhere in plants, where new tissues are built. In this paper the influence of rainfall and air temperature on 
the betaine content in leaves and roots of sugar beet was examined. The broadly directed experiments were realized at the 
Experimental Station of the Czech University of Agriculture in Prague on small plots with regard to the weather of different 
years 1993, 1994, 1995. In the file of 20 variations with six cultivars and with application of four biologically active compounds 
the dependence of betaine content before harvest on monthly values of hydrothermic coefficient (Á/,) was established. The 
average betaine content in per cent of dry matter of leaf blades was in studied variants 3.44 in 1993, 5.73 in 1994 and 4.67 in 1995. 
The average betaine content in per cent of dry matter of roots as the average of all variations was 2.18 in 1993, 1.77 in 1994 
and 1.93 in 1995. The narrowest dependence of betaine content on the Kh value in the blades and roots was proved in the 
months August and April. Relative insufficiency of moisture in August 1993 (Kh = 0.97) influenced lowest mean value of 
betaine in blades and highest in roots. In the opposite relative over-supply of moisture above all in August 1994 (Kh = 1.41) 
evoked growth of betaine content in blades and fall in roots. It was demonstrated, that influence of years and especially 
distribution of rainfall and air temperature during the vegetation period manifested on the betaine content most expressively. 
The knowledge about the betaine accumulation in sugar beet gives the possibility of wider exploitation, for example in fodder 
or pharmaceutical industry and so sugar beet could be considered as a fodder or energetic crop.

Keywords: sugar beet; betaine; rainfall; air temperature; hydrothermic coefficient

ABSTRAKT: V povětrnostně rozdílných ročnících 1993, 1994 a 1995 byl v rámci víceúčelových maloparcelových pokusů 
ČZU v Praze zkoumán vliv povětrnostních činitelů na obsah betainu v listech a bulvách cukrovky. V souboru 20 variant s šesti 
odrůdami a s aplikací čtyř biologicky aktivních látek byla zjišťována závislost předsklizňového obsahu betainu na měsíčních 
hodnotách hydrotermického koeficientu (Kh\ Průměrný obsah betainu v sušině listových čepelí činil v roce 1993 3,44 %, 
v roce 1994 5,73 % a v roce 1995 4,67 %. V sušině bulev bylo v roce 1993 naměřeno 2,18 %, v roce 1994 1,77 % a v roce 
1995 1,93 %. Nejtěsnější závislost hladiny betainu na Kh byla zjištěna v listech i bulvách v měsících srpnu a dubnu. Relativní 
nedostatek vláhy v srpnu 1993 (Kh = 0,97) měl za následek nejnižší průměrnou hodnotu betainu v čepelích a nej vyšší v bulvách. 
Naopak, relativní nadbytek vláhy především v srpnu 1994 (Kh = 1,41) způsobil nárůst obsahu betainu v čepelích a pokles 
v bulvách. Ukázalo se, že vliv ročníků a zejména rozdělení srážek a teplot vzduchu během vegetace se na obsahu betainu 
projevuje velmi výrazně a že tato látka má v cukrovce zřetelnou fyziologickou funkci. Poznatky o akumulaci betainu v cukrovce 
mohou mít širší využití v krmivářském či farmaceutickém průmyslu při eventuálním pěstování cukrovky jako krmné nebo 
energetické plodiny.

Klíčová slova: cukrovka; betain; srážky; teploty vzduchu; hydrotermický koeficient
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ÚVOD

Betain neboli trimetylderivát glycinu 
(СНз)зМ+СН2СОО~ s molekulovou hmotností 117,146 
a obsahem N 11,05 % je jednou z nejvýznamnějších 
dusíkatých látek v cukrovce a je součástí tzv. škodlivé­
ho dusíku (Bretschneider et al, 1974). Relativně vysoká 
hladina betainu je taxonomickým znakem rostlinných 
druhů z čeledi Chenopodiaceae, tedy i cukrovky. Lokali­
zací a dynamikou betainu v cukrovce se zabývalo mno­
ho autorů, v poslední době např. Beiss (1994), který 
zjistil, že v listech je větší obsah betainu než v bulvách. 
Během ontogeneze jeho obsah v listech zpravidla vzrůstá 
(na rozdíl od volných aminokyselin a amidů) a v bul­
vách klesá. V prvním roce vegetace cukrovky je betain 
dopravován z kořene do listů, v mladších listech vnitř­
ních je ho více než v listech starších a jeho obsah klesá 
až při jejich odumírání. Uvnitř řepné bulvy má betain 
stoupající gradient směrem к řepné hlavě. Molekula be­
tainu není odpadovým metabolickým produktem, ale 
má zřetelnou fyziologickou funkci v osmotickém při­
způsobování rostliny (Jefferies, 1980). Obsah betainu se 
liší podle odrůd. Není látkou zásobní jako např. sacharóza, 
ale spíše stavební a transportní. Nachází se všude tam, 
kde se staví nová pletiva (Stehlík, 1982). Jak uvádí 
Beiss (1994), nebyly prokázány signifikantní vztahy mezi 
obsahem betainu a ostatními technologickými ukazate­
li, především výnosem. Nižší obsah betainu není spojen 
s vysokým výnosem, nýbrž spíše s obsahem průměrným, 
resp. optimálním (Švachula, 1978). Vliv ekologických 
faktorů, zejména počasí, prokázala řada autorů (např. 
Pavlas, 1957; Niemann, 1964; Švachula, 1979; Švachu­
la, Pulkrábek, 1995; Švachula et al., 1996; Pačuta et al., 
1999). V suchých ročnících obsah betainu v cukrovce 
(Stehlík, 1982) vzrůstá (bulva chutná nahořkle).

MATERIÁL A METODY

Charakteristika polních pokusů: Maloparcelkové po­
kusy byly založeny v letech 1993, 1994 a 1995 na Po­
kusné stanici katedry rostlinné výroby AF ČZU v Praze- 
-Uhříněvsi, na hlubokých hnědozemních půdách obvyklou 
pěstitelskou technologií. Pokusné parcely cukrovky 8,4 x 
3,0 m byly vysety na vzdálenost 4 až 6 cm v řádcích 
50 cm a po vzejití ručně dojednoceny. Varianty byly 
čtyřikrát opakovány. Do pokusů bylo zahrnuto šest od­
růd, z toho tři cukernaté odrůdy ze SRN (Ibis, Edda 
a Perla) a tři odrůdy od firmy Hilleshög (Švédsko, ČR): 
Jitka (výnosový typ), Petra (normální až cukernatý typ) 
a Hilma (normální až cukernatý typ).

Po zapojení porostu a šest týdnů před sklizní byly 
aplikovány růstové regulátory Rastim 30 DKV, Atonik, 
syntetický cytokinin a alginát Bioalgeen S-90 (Švachu­
la et al., 1996).

Ve vegetačním období 1993 po velmi suchém a tep­
lém dubnu následoval srážkově normální, velmi teplý 
květen. Červen, červenec a září byly charakterizovány 
jako vlhké měsíce, přičemž září bylo teplotně velmi 
studené. Srpen byl srážkově i teplotně normální. Vege­

tační období 1994 bylo poznamenáno srážkově silně 
podnormálním červnem s nadnormálními teplotami. 
I v červenci byly srážky podnormální a teploty nadnor­
mální. Srpen byl srážkově i teplotně nadnormální, což 
mělo za následek silnou retrovegetaci řepných rostlin 
v druhé polovině vegetačního období. Ve vegetačním 
období 1995 byl srážkově nadnormální květen a červen 
(nerovnoměrně vzešlé porosty trpěly hypoxií), přičemž 
červen byl naopak teplotně podnormální. Extrémně nad­
normální teploty byly zaznamenány v červenci a nadnor­
mální v srpnu. V ostatních měsících se srážky a teploty 
vzduchu pohybovaly kolem normálu.

Rostlinný materiál byl získán před sklizní pokusných 
parcel. Po usušení byly vzorky z jednotlivých opaková­
ní smíchány, jemně rozemlety a použity ke stanovení 
betainu.

Obsah betainu byl zjišťován modifikovanou metodou 
(Bretschneider, Horálek, 1968; Lukovniková, Jaroš, 
1972; Prey et al., 1974), spočívající ve srážení betainu 
ve vodním extraktu ze suchého vzorku rostlinného ma­
teriálu Reineckovou solí (tetrarhodano-diamo-chromi- 
tan amonný) NH4[Cr(NH3)2(SCN)4] s následným mě­
řením vzniklých barevných roztoků na spektrofotometru 
Spekol-220 (Carl Zeiss Jena) při vlnové délce 525 nm 
(Švachula, 1978, 1979; Švachula, Pulkrábek, 1995; 
Švachula et al., 1996).

Jako kritérium vlivu počasí byl použit hydrotermic- 
ký koeficient (K/,) podle Seljaninova. počítaný pro jed­
notlivé měsíce podle vzorce:

Kh=-^—
" 0,1 Xt

kde: Z - měsíční úhrn srážek (mm)
Zl - měsíční suma průměrných denních teplot vzduchu (°C)

Hodnoty К;, < 1,0 znamenají nedostatek vláhy, K^ = 
1,0 představují vyrovnanou vláhovou bilanci a při Kh > 
1,0 má oblast dostatek až nadbytek vláhy (Havlíček et 
al., 1986).

Koeficienty korelace (hodnoty spolehlivosti Á) zá­
vislosti obsahu betainu na hodnotách hydrotermického 
koeficientu (KA) byly zjištěny statistickým šetřením po­
mocí programu Microsoft Excel.

VÝSLEDKY A DISKUSE

Průměrný obsah betainu v listových čepelích ze všech 
20 sledovaných variant byl nejvyšší v roce 1994 a v bul­
vách v roce 1993. Hladiny betainu v listech byly v prů­
běhu tří sledovaných let zhruba 2,4krát vyšší než v bul­
vách (tab. I). Vliv odrůd, účinek použitých biologicky 
aktivních látek a vztahy mezi hladinami betainu a vý­
nosy chrástu a bulev zhodnotili Švachula et al. (1996).

Významný vliv na obsah betainu měl povětrnostní 
charakter vegetačního období, zvláště rozdělení srážek 
a teplot vzduchu. Pokusné ročníky se mezi sebou znač­
ně lišily, jak vyplývá z měsíčních hodnot hydrotermic- 
kých koeficientů (tab. II). К posouzení vlivu počasí byl 
zvolen К,, proto, že přesněji vystihuje účinek srážek, jež 
se mění podle výše teplot.
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1. Průměrný obsah betainu z 20 pokusných variant cukrovky (v % 
sušiny) - Average betaine content from 20 experimental variants of 
sugar beets (in % of dry matter)

Rok1 Čepele2 Bulvy3

1993 3,44 2,18

1994 5,73 1,77

1995 4,67 1.93

‘year, 2blades, 3roots

II. Měsíční hodnoty hydrotermického koeficientu - Monthly values 
of hydrothermic coefficient

Rok'
Měsíc2

4. 5. 6. 7. 8. 9.

1993 0,23 0,79 1.68 1,79 0,97 1,01

1994 1,68 1,25 0,45 0.57 1,41 1.12

1995 0,97 1.85 2,32 0,88 1,20 1,17

‘year. “month

HI. Sestupně seřazené koeficienty korelace (/?) závislosti obsahu be­
tainu v listových čepelích a bulvách cukrovky na hydrotermickém 
koeficientu <Kh) v jednotlivých měsících vegetací 1993, 1994 a 1995 - 
Descendently arranged correlation coefficients (R) of dependences of 
betaine content in leaf blades and roots of sugar beet on hydrothermic 
coefficient (K^ in different months of vegetation of 1993, 1994 and 
1995

'month, “blades, “roots

Měsíc1 Čepele2 Bulvy3

8. 0.9998 0,9950

4. 0,9995 0,9935

7. 0,9728 0,9887

9. 0,7031 0,7597

6. 0,6138 0,5471

5. 0,4710 0,5426

Závislosti obsahu betainu v listech a bulvách cuk­
rovky na hodnotách hydrotermického koeficientu v jed­
notlivých měsících vegetací 1993 až 1995 uvádí tab. III, 
v níž jsou hodnoty korelačního koeficientu R seřazeny 
sestupně. Z tab. Ill vyplývá, že jak v listech, tak i v bulvách 
cukrovky je nejtěsnější vztah v měsících srpnu a dubnu, 
zatímco květen a červen mají závislost nejnižší.

V srpnu byla v listech u zkoumaných ročníků patrná 
vzestupná tendence regresní přímky. S rostoucí hodno­
tou Kh byl obsah betainu vyšší. U bulev byla situace 
opačná. S rostoucími hodnotami Kh hladina betainu tech­

nologicky příznivě klesala (obr. I a 2). Nejnižší prů­
měrný obsah betainu v bulvách byl zjištěn v roce 1993, 
zřejmě vlivem nedostatku vláhy v dubnu a srpnu.

Vysoké hladiny betainu v listových čepelích v roce 
1994 (vyvolané mj. nadbytkem vláhy v srpnu a září) 
byly způsobeny pravděpodobně silnou retrovegetací, jež 
byla pozorována v závěru vegetačního období. Potvrdi­
la se domněnka řady autorů, že betain v cukrovce je 
látkou stavební a transportní (Cromwell, Rennie, 1953, 
1954; Delwiche, Bregoff, 1958; Stehlík, 1982; Beiss, 
1994). Ukázalo se také, že betain bývá často spojen 
s osmotickým stresem, jak vyplývá z prací některých 
autorů (např. Gareth Wyn Jones, 1980; Saxton et al„ 
1980). Tato látka je nejenom významná z hlediska tech­
nologického (složka tzv. škodlivého dusíku, jež zhoršu­
je výtěžnost cukru), ale má nepochybně i funkci fyzio­
logickou v osmotickém přizpůsobení rostlin vláhovým 
podmínkám prostředí, jak na to poukazují Rains et al. 
(1980). Nejvýrazněji se to projevilo v roce 1994, kdy 
byla zjištěna vlivem povětrnostních činitelů v rámci zkou­
maných tří let nejvyšší hladina betainu v listech a nej­
nižší v bulvách.

Získané výsledky korespondují s údaji v literatuře 
(Sommer, 1957; Prey et al., 1974; Hanson et al., 1982). 
Obsah betainu lze použít jako jedno z kritérií ekologic­
kých, zejména však povětrnostních vlivů. Použití hydro­
termického koeficientu se osvědčilo jako přesnější vy­
jádření vlivu počasí, než je oddělené sledování srážek 
či teplot vzduchu.

1. Závislost obsahu betainu v listových čepelích cukrovky (% sušiny) 
na hodnotách hydrotermického koeficientu v srpnu - Dependence of 
betaine content in leaf blades of sugar beet (% of dry matter) on 
values of hydrothermic coefficient in August

2. Závislost obsahu betainu v bulvách cukrovky (% sušiny) na hod­
notách hydrotermického koeficientu v srpnu - Dependence of betaine 
content in sugar beet roots (% of dry matter) on values of hydrother- 
mic coefficient in August
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Poznatky o hromadění betainu v cukrovce mohou mít 
i širší použití např. v krmivářském či farmaceutickém 
průmyslu, což by bylo možné uplatnit při eventuálním 
využití cukrovky jako krmné či energetické plodiny 
(Steinmetzer, 1972; Bretschneider et al., 1974).
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GRAIN FILLING IN TWO-ROWED WINTER BARLEY

NALÉVÁNÍ ZRNA U DVOUŘADÉHO OZIMÉHO JEČMENE

N. Przulj, V. Momčilovic, N. Mladenov

Institute of Field and Vegetable Crops, Novi Sad, Yugoslavia

ABSTRACT: Kernel weight depends on the rate and duration of grain filling (GF). Rate of GF presents the rate of dry matter 
accumulation per kernel and GF period duration from anthesis to physiological maturity. In this paper two two-rowed winter 
barley cultivars were used to investigate the rate and duration of GF and rate of kernel water release during the GF period. 
Accumulated growing-degree days (GDD) from anthesis were used as a time scale. The relation between kernel weight and 
accumulated GDD was presented by fitting a quadratic polynomial and the relation between kernel water content and accu­
mulated GDD by fitting a linear equation. Depending on the cultivar and year, rate of GF ranged from 0.068 to 0.082 mg/kernel/GDD 
and the duration of GF from 572 to 778 GDD. Both the rate and duration of GF were influenced the most by environmental 
factors. Yield was positively correlated with rate of GF, while between yield and duration of GF there was no significant 
correlation. The phenotypic correlation between rate and duration of GF was negative. Rate of GF had positive and duration 
of GF negative indirect effects on yield through yield components. The positive correlations between the rate of GF and kernel 
weight as well as kernel weight and yield enable indirect selection for yield and a high rate of GF via breeding for a larger 
kernel.

Keywords: winter barley (Triticum vulgare L.); grain filling; yield; correlation

ABSTRAKT: Hmotnost zrna závisí na intenzitě a délce nalévání zrna (NZ). Intenzitu NZ vyjadřuje akumulace sušiny v zrnu 
a délka NZ odpovídá období od začátku kvetení do fyziologické zralosti. V této práci jsme ke sledování intenzity a délky NZ 
a rychlosti uvolňování vody ze zrna v období NZ použili dvě odrůdy dvouřadého ozimého ječmene. Za souřadnici času jsme 
považovali sumu aktivních rostoucích teplot (GDD) od začátku kvetení. Závislost mezi hmotností zrna a sumou GDD jsme znázornili 
proložením kvadratického polynomu a vztah mezi obsahem vody v zrnu a sumou GDD proložením lineární rovnice. Intenzita 
NZ se v závislosti na odrůdě a ročníku pohybovala v rozmezí 0,068 až 0,082 mg/zrno/GDD a délka NZ od 572 do 778 GDD. 
Intenzitu i délku NZ nejvíce ovlivňovaly ekologické faktory. Výnos byl v pozitivní korelaci s intenzitou NZ, zatímco mezi 
výnosem a délkou NZ jsme nezjistili významnou korelaci. Fenotypová korelace mezi intenzitou a délkou NZ byla záporná. 
Intenzita NZ měla prostřednictvím výnosových složek kladný nepřímý vliv na výnos, zatímco délka NZ vykazovala záporný 
nepřímý vliv. Kladné korelace mezi intenzitou NZ a hmotností zrna, jakož i hmotností zrna a výnosem umožňují nepřímou 
selekci na výnos a vysokou intenzitu NZ prostřednictvím šlechtění na větší zrno.

Klíčová slova: ozimý ječmen (Triticum vulgare L.); nalévání zrna; výnos; korelace

INTRODUCTION

After spike number and kernel number per spike 
have been determined during the vegetative phase, cereal 
grain yields become proportional to kernel weight (Wie­
gand, Cuellar, 1981), which is a function of the rate and 
duration of grain filling (GF). The GF is the result of 
the translocation of photosynthate from source to ker­
nels. Rate of GF represents the rate of dry matter accu­
mulation per kernel during the period of GF. The GF 
period represents the duration from anthesis to physio­
logical maturity. Physiological maturity represents the 
point at the end of GF beyond which there is no signi­
ficant increase in kernel dry matter.

Rate of GF depends on the number of endosperm 
cells formed during the first two weeks after anthesis 
(Brocklehurst, 1977) and, to a lesser extent, on increased

temperature in that period (Sofield et al., 1977a, b). 
Duration of GF is in strong negative correlation with tem­
perature (Spiertz, 1977; Wardlaw et al., 1980; Wiegand, 
Cuellar, 1981; Wych et al., 1982; Sanford, 1985; Stap­
per, Fischer, 1990). Lengthening of the duration of GF 
can be achieved through the selection of genotypes that 
have earlier anthesis (Metzger et al., 1984) or genotypes 
that are relatively insensitive to high temperatures and 
continue photosynthesis under high temperature condi­
tions (Sanford, 1985). Genetic factors to a large extent 
determine the rate of GF, and environmental factors, 
first of all temperature to a large extent determine the 
duration of GF (Sanford, 1985; Bruckner, Frohberg, 1987; 
Campbell et al., 1990; Triboi, 1990; Hunt et al., 1991). 
An increase in temperatures up to a certain point does 
not negatively affect the yield, since the intensification 
of physiological processes can compensate for the short-
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ening of GF (Sofieid et al., 1977b). Longer duration of 
high temperature reduces GF period to such a large ex­
tent that faster rate of GF cannot prevent yield losses 
(Wardlaw et al., 1980). When duration of GF is se­
verely limited by temperature, final kernel weight is 
proportional to the rate of GF (Wiegand, Cuellar, 1981).

Investigations have shown the existence of genetic 
variation for both the rate and duration of GF within 
different species (Daynard et al., 1971; Nass, Reiser, 
1975; Sofield et al., 1977a; Gebeyehou et al.. 1982; 
Dofing, Knight, 1994). Sofield et al. (1977a), Fussell. 
Pearson (1978) and Darroch, Baker (1990) found that 
high kernel weight is associated with intensive rate of 
GF, while Wiegand. Cuellar (1981), Sayed, Gadallah 
(1983), and Wong, Baker (1986) emphasized the impor­
tance of duration of GF. Wiegand, Cuellar (1981) found 
that each 1 °C increase in mean daily temperature dur­
ing GF decreased the period of filling by 3.1 days and 
reduced kernel weight by 2.8 mg.

Researchers have established that linear (Housley et 
al., 1982; Sanford, 1985; Hunt et al., 1991; Gouis, 1993; 
Takahashi et al.. 1993), quadratic (Nass, Reiser, 1975; 
Bruckner, Frohberg, 1987) or cubic (Gebeyehou et al., 
1982; Bauer et al.. 1985) polynomial equations can de­
scribe GF. Suitable growth curve can be used to calcu­
late the rate and duration of GF. The objectives of this 
study were to examine (i) effect of cultivar and year on 
rate and duration of GF, (ii) association between kernel 
growth characters and yield components and (iii) kinetics 
of water during the GF process in two-rowed winter 
barley.

MATERIAL AND METHODS

Two two-rowed winter barley cultivars, Novosadski 
183 and Astrid, were used for investigations. The cul­
tivar Novosadski 183 was selected from the cross 
Ager/Emir and released by the Institute of Field and 
Vegetable Crops, Novi Sad, Yugoslavia. The cultivar 
Astrid was selected from the cross Weih.8264 (Malta- 
Emir-818-Tria) x Weih.5907 (4095-Malta) and released 
by BPZ/Dörfler, Germany. Novosadski 183 is the lead­
ing winter malting barley cultivar in Yugoslavia and it 
is grown on more than 50% of acreage sown with this 
crop. Astrid is a German cultivar with good agronomic 
performances in the Yugoslavian environmental condi­
tions. The trials were sown on calcareous chernozem 
soil at Novi Sad (45° 20’ N, 15° 5Г E, 86 m asl) on 
15 Oct 1994. 20 Oct 1995, 12 Oct 1996 and 17 Oct 
1997 at a planting rate of 350 viable seeds per I m2, in 
two identical trials with three replications. Plots were 
5 m long and consisted of six rows 20 cm apart. The 
first trial was used for GF parameters determination and 
the second for yield and yield components determi­
nation. Rate and duration of GF and the yield parame­
ters were estimated for each replication in four years. 
Each experiment followed a fertilized crop of soybean 
and received 300 kg/ha NI5PI5K|5 as preplant. The cul­

tural practices applied were those regularly used for large- 
scale winter malting barley production (Przulj, 
Momčilovič, 1998).

At anthesis DC 60 main spikes from each plot of the 
first trial that flowered on the same day were tagged. 
Samples of four tagged spikes were collected from each 
plot at three to four days intervals beginning about five 
to ten days after anthesis and continuing past harvest 
maturity. Spikes were weighed immediately after sampl­
ing, oven-dried at 70 °C for 48 h to water content de­
termination, then hand trashed in bulk to determine aver­
age kernel dry weight. Accumulated growing-degree 
days (GDD) from anthesis were used as the time scale. 
Daily degree-days were calculated as Tn = (T7 + Tj4 + 
2T2|)/4, where T7, Т|ф and Tji are temperatures at 7 a.m., 
14 p.m. and 21 p.m. Rate of GF was expressed as 
mg/kernel/GDD.

The relation between kernel weight and accumulated 
GDD from anthesis for each plot was presented by fit­
ting a quadratic polynomial W = a + bt + cr, where IV 
is kernel dry weight (mg), t is time (GDD) from anthe­
sis and a, b, and c regression coefficients. The instan­
taneous rate of GF dlV/dt can be calculated from the 
derivative of the polynomial dlV/dt = b + 2cZ (Nass, 
Reiser, 1975; Gebeyehou et al., 1982). When kernel 
weight has reached its maximum, then dW/dr = 0. Solv­
ing for t in dW/dr = 0 gives t2 as the estimated point of 
the end of duration of GF. Anthesis, i.e. beginning of GF 
(Г|) calculated for IV = 0 and predicted duration of GF 
obtained as i2 ~ rl- The average of rate of GF in the 
interval from ty to ^ can be defined as l/(r2 - Zj) 
f'2 " ’
J (dW/dt) dr = (W, - Wy)/(b - r,) (Radford, 1967), where 

/1
IV] and Wo are the predicted kernel weights at times Г| 
and t2. Mean GF rates were estimated as predicted 
maximum kernel dry weight divided by GF duration. 
The relation between kernel water proportion and accu­
mulated GDD from anthesis for each plot was presented 
by fitting a linear equation M = a + bt, where M is 
percentage of kernel moisture content, t is time (GDD) 
from anthesis and a and b regression coefficients. For 
percentage of kernel moisture content arcsinÝpercentage 
transformation was used.

Grain yield, number of productive tillers per square 
meter, kernel number per spike, and kernel weight were 
determined for each plot and year in the second trial. 
Analysis of variance for each character was conducted. 
Phenotypic and path correlation coefficients among the 
estimated GF parameters and associated agronomic 
characters were calculated.

RESULTS AND DISCUSSION

The quadratic polynomial, used to describe kernel 
growth from anthesis to physiological maturity, pro­
vided a good description of GF for these cultivars and 
years. Kernel weight and GDD data have fit the model 
well and r values exceeded 0.97 in all cases.
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60 -I 1. Relation between duration of grain 
filling and kernel weight in winter 
two-rowed barley

I. Date of anthesis and mean 10-day temperatures during grain filling period

Year

Date of anthesis

1-10 May

Deviation

long-term 
average

11-20 May

Deviation

long-term 
average

21-31 May

Deviation

long-term 
average

1-10 June

Deviation

long-term 
average

NS. 183 Astrid

1995 May 3 May 5 14.1 -1.3 19.2 -3.1 24.1 + 1.2 19.0 +0.6
1996 May 10 May 13 18.9 +3.6 20.0 +3.6 16.3 -0.8 22.5 +4.1

1997 May 12 May 13 16.8 + 1.5 21.2 +4.9 14.9 -2.2 17.6 -0.8
1998 May 5 May 5 15.4 +0.1 15.8 -0.5 16.8 -0.3 23.0 +4.6

In the cultivar Novosadski 183, the rate of GF 
ranged from 0.071 mg/kernel/GDD in 1995 and 1996 
to 0.080 mg/kernel/GDD in 1997 (Tab. II). The dynam­
ics of GF in 1995 and 1996 were approximately the 
same up to the kernel weight of about 20 to 25 mg, or 
300 GDD (Fig. 1) despite the difference of 6.7 °C 
(-3.1 °C in 1995 and +3.6 °C in 1996) in mean daily 
temperatures during the period (Tab. I). The reason for 
the equal rates of GF in the first half of the GF in these 
two environmental different years was that in 1996 the 
initial GF phase was shortened due to high tempera­
tures, and the plants entered the early phase of GF 
quickly, whereby later anthesis was compensated for. 
The increase of kernel weight in the second half of the 
GF was more rapid in 1996 than in 1995, so the yield

and kernel weight were larger in the former than in the 
latter year (Tab. II). The GF curves for the cultivar 
Novosadski 183 were almost identical in 1997 and 1998 
(the duration of GF was 568 GDD in 1997 and 626 
GDD in 1998). High mean daily temperatures in the 
second ten-day period of May 1997 (+4.9 relative to the 
long-term average) speeded up the GF, which is why in 
this cultivar the rate of GF was higher in 1997 than in 
1998. In 1997, anthesis started seven days later, so the 
sum of GDD was lower and the GFR about 10% higher 
than in 1998. The yield in the year with later anthesis 
and faster GF was higher than in that with earlier an­
thesis and slower GF, although the difference was not 
statistically significant (Tab. II).
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II. Means of yield components and grain filling parameters in four years

Year
SN KN KW Y GFR GFD

NS. 183 Astrid NS. 183 Astrid NS. 183 Astrid NS. 183 Astrid NS. 183 Astrid NS. 183 Astrid

1995 685 789 28 30 39.8 40.9 6.94 8.89 0.071 0.073 60S 616

1996 755 817 24 25 43.8 44.3 7.72 9.00 0.071 0.068 710 778

1997 804 743 28 30 45.0 47.3 10.07 10.16 0.080 0.082 568 572

1998 856 768 26 27 44.6 46.2 9.68 9.34 0.073 0.072 626 640

LSDX 21* 29" 1.05* 1.46** 0.64* 0.95** 0.38* 0.53" 0.0055* 0.0077** 53* 73"

lsdGxX 30* 42" 1.49* 2.06** 0.97* 1.34" 0.54* 0.75** 0.0076* 0.0106** 75* 103**

0.05*, 0.01**
Explanations to Tabs. II to IV:
SN = number of spike per 1 m~ KW = 1000-kernel weight (g) GFR = rate of grain filling (mg/kernel/GDD)
KN = kernel number per spike Y = yield (t/ha) GFD = duration of grain filling (GDD)
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III. Square means for yield components, rate of grain filling, duration of grain filling and rate of water release

Source of 
variation

Degree of 
freedom SN KN KW Y GFR GFD WRR

Replicate 2 15 1.63 0.07 245 817 0.000067* 2 962 0.000125

Cultivar 1 121 16.67** 10.94** 4 133 400** 0.00000 3 227 0.000248

Year 3 5 819** 31.61** 39.96** 5 792 31Г* 0.000151** 33 084** 0.000123

C x Y 3 13 112** 0.56 0.91 1 893 533** 0.00001 1 335 0.000124
Error 14 291 0.72 0.31 95 855 0.000012 1 811 0.000124

*P < 0.05, **P < 0.01

IV. Correlations (r) between yield and yield components, and path coefficients for direct effects of yield components on yield and for indirect 
effects of rate of GF and duration of GF on yield via other yield components (data shown are for two cultivars, four years, and three replicates 
with the total n = 24)

Yield 
compo- KN KW GFR GFD Y

Direct effect of 
yield components 

on yield

Indirect effect of GFR and GFD on 
yield via yield components

GFR GFP
SN -0.23 0.33 -0.03 0.23 0.60** 0.52** -0.06 0.12
KN -0.10 0.32 -0.59** 0.21 0.29* 0.10 -0.17
KW 0.39* 0.04 0.74** 0.56** 0.13 -0.02
GFR -0.79** 0.54** 0.16 0.16 -0.13
GFD -0.27 -0.07 0.05 -0.07

*P < 0.05, **P < 0.01

the year with the highest rate of GF and at the same 
time the lowest duration of GF. There was no correla­
tion between yield and duration of GF. Sofield et al. 
(1977a, b), Gebeyehou et al. (1982), Sanford (1985) 
and Darroch, Baker (1990) pointed out that high kernel 
weight is associated with a rapid rate of GF, while Nass, 
Reiser (1975), Gebeyehou et al. (1982) and Wong, 
Baker (1986) reported positive correlations between an 
effective filling period and grain yield. In the present 
study, as expected, yield was positively correlated with 
spike number per 1 m" and kernel weight. Path coeffi­
cient analysis revealed significant direct effects on yield 
of the three main yield components and no significant 
direct effects of rate and duration of GF (Tab. IV). Rate 
of GF had positive and duration of GF negative indirect 
effects on yield via the components of yield. The rate 
of GF was correlated positively and duration of GF 
negatively with kernel weight. As the phenotypic cor­
relation between the rate of GF and kernel weight is 
considerably higher than the correlation between dura­
tion of GF and kernel weight, it is possible to select 
simultaneously for a larger kernel and a higher rate of 
GF without changing the duration of GF. The positive 
correlation between rate of GF and kernel weight en­
ables indirect selection for a higher rate of GF via the 
breeding for a larger kernel size.

Although kernel number per spike forms during the 
vegetative stage and depends on the sensitivity of mor­
phogenesis of generative organs during the process of 
ontogenesis, the final number of kernels is still deter­
mined at GF, since poorly filled kernels are lost during 
harvesting and in fact do not represent yield at all. If

the GF period lasts longer, the less well-developed ker­
nels may not complete the filling process due to a strong 
rise in temperatures and disease attacks, which could 
explain the negative correlations between duration of 
GF and kernel number per spike.

Metzger et al. (1984) and Wong, Baker (1986) stated 
that the GF period can be prolonged by choosing geno­
types with a shorter vegetative period. In our study 
a longer predicted period of GF was associated with 
later anthesis and a longer vegetative period. In years 
when anthesis occurs earlier, there is a possibility of 
a longer duration of GF but shortening of that period 
may occur as a result of an earlier disease attack, 
drought, etc.

In our investigation the phenotypic correlation be­
tween the rate and duration of GF was negative, although 
many authors (Sofield et al., 1977a; Wardlaw et ah, 1980; 
Sayed et al., 1983; Sanford, 1985) report a lack of as­
sociation. Brukner, Frohberh (1987) found a strong nega­
tive environmental correlation between these two charac­
ters, which indicates that the environmental conditions 
favor a high GF rate and short GF duration. Conse­
quently, the relationships we obtained in the present 
study can be attributed to the strong negative environ­
mental correlation. The breeding program on two-rowed 
winter barley for the environmental conditions of south­
east Europe should favor genotypes with a large kernel, 
a high rate of GF, and a moderate duration of GF. Dur­
ing the latter and final phase of GF, genotypes with 
a long duration of GF may enter a period of high tem­
peratures (Przulj, Momčilovič, 1998), which may sig­
nificantly reduce yields and grain quality. The duration
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of the vegetative and generative phases should be bal­
anced, since neither genotypes with too early nor too 
late an anthesis will bring maximum yields. The choice 
of genotypes with a high rate of GF whose developmen­
tal dynamics are suitable for particular environmental con­
ditions represents a more certain way of developing 
stable, adaptable, and high-yielding cultivars.
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BIOLOGICKÁ INDIKACE ZNEČIŠTĚNÍ PŮD TĚŽKÝMI 
KOVY INKUBACNÍ METODOU

BIOLOGICAL INDICATION OF HEAVY METAL CONTAMINATION
OF SOILS BY THE INCUBATION METHOD

G. Miihlbachová, P. Růžek

Research Institute of Crop Production, Praha-Ruz^ně, Czech Republic

ABSTRACT: The incubation with glucose as the possible biological indication of heavy metal contamination was studied in 
arable and grassland soils from vicinity of a secondary smelter operating for more than 200 years. The significant correlations 
between total organic carbon, native microbial biomass, basal respiration and specific respiration (Figs. 1,2,3) showed that, 
irrespective to strong heavy metal contamination, the soil microbial properties well corresponded to the organic matter content 
under steady-state conditions. The treatment of soils with glucose showed that the microbial biomass in contaminated arable 
soils reached only about 42 to 43% of the content of microbial biomass found in less contaminated soils (Tab. III). The soil 
respiration increased significantly in contaminated soils compared to less polluted soils during the first day of incubation with 
glucose (Tab. IV). The comparative study, where the microbial biomass was killed by chloroform fumigation and thereafter 
incubated with glucose, showed that in comparison to polluted soils in less contaminated soils the ability to synthesise new 
microbial biomass was greater. The measures of respiration activity (Tab. IV) in arable soils after fumigation showed a similar 
trend as the incubation with glucose, whereas the results of grassland soils were not significant, probably because of the 
different organic matter content. The glucose incubation as the biological measure of heavy metal contamination could be an 
appropriate method for the soils with similar physical-chemical properties.

Keywords: incubation of soil with glucose; heavy metals; soil microbial biomass; soil respiration

ABSTRAKT: V dlouhodobě kontaminovaných orných a zatravněných půdách z blízkosti kovohutě byla posuzována inkubace 
půd s glukózou jako jedna z možnosti biologické indikace kontaminace těžkými kovy. V přirozených půdních podmínkách 
nebylo zjištěno ovlivněni obsahů organického uhlíku, mikrobiální biomasy ani respirační aktivity kontaminaci těžkými kovy. 
Během inkubace půd s glukózou se obsah mikrobiální biomasy v kontaminovaných orných půdách zvětšil jen na 42 až 43 % 
obsahu v půdě nekontaminované. Respirační aktivita v kontaminovaných půdách během prvního dne inkubace byla statisticky 
významně vyšší. Ve srovnávacím pokusu, v němž byla mikrobiální biomasa nejprve usmrcena chloroformem a poté inkubo- 
vána s přídavkem glukózy, byl nárůst nové mikrobiální biomasy významně větší v nekontaminovaných půdách. Respirace ve 
fumigovaných orných půdách podobně jako v půdách nefumigovaných byla větší v půdách kontaminovaných. Podle dosaže­
ných výsledků může být inkubace s glukózou vhodná jako biologický ukazatel kontaminace půd těžkými kovy u půd s podob­
nými fyzikálně-chemickými vlastnostmi.

Klíčová slova: inkubace půd s glukózou; těžké kovy; půdní mikrobiální biomasa; půdní respirace

ÜVOD

Mezi největší a často i nejstarší zdroje znečištění těž­
kými kovy patří kovohutě a doly. Těžké kovy, pokud se 
vyskytují ve větším množství, jsou pro živé organismy 
toxické. Mezi jinými metodami je doporučováno také 
využívání mikrobiálních vlastností jako biologických in­
dikátorů půdního znečištění (Brookes, 1995; Giller et 
al., 1998). Obsahy těžkých kovů se mohou v půdách 
postupně kumulovat po stovky let, a proto množství a ak­
tivita půdních mikroorganismů mohou být jejich půso­
bením závažně ovlivněny. Z tohoto hlediska může být 
stanovení půdní mikrobiální biomasy velmi vhodným 
prostředkem к biologickému určování úrovně kontami­
nace. Přestože mikrobiální biomasa představuje pouze

1 až 4 % organické hmoty v půdě, účastní se aktivně 
většiny mineralizačních a imobilizačních procesů v půdě. 
Měření mikrobiální aktivity, jako je např. mikrobiální 
respirace, resp. obsah mikroorganismů v půdě, a přede­
vším kombinace těchto měření patří mezi nejvíce sledo­
vané biologické parametry u kontaminovaných půd. 
Právě poměr mikrobiální biomasy к celkovému orga­
nickému uhlíku a specifická respirace, která vyjadřuje 
respiraci na jednotku mikrobiální biomasy, jsou často 
doporučovány jako indikátory půdního znečištění (Ander­
son, Domsch, 1990; Brookes, 1995; Wardle, Ghani, 
1995).

Cílem této práce bylo posoudit možnosti inkubace 
dlouhodobě kontaminovaných půd s glukózou jako je­
den ze způsobů biologické indikace kontaminovaných
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půd a dále vliv těžkých kovů na mikrobiální biomasu 
a její respirační aktivitu v dlouhodobě kontaminovaných 
půdách s různým systémem hospodaření.

MATERIÁL A METODY

Stanoviště a půdy

Stanoviště se nachází v blízkosti Kovohutě Příbram, 
která je v činnosti od roku 1789. Původně v ní byly 
zpracovávány vytěžené olověné rudy, od roku 1972 ko­
vohuť upravuje pouze druhotné zdroje olova. Od roku 
1982 jsou emise pohlcovány vysoce účinným odlučo­
vačem ve 150m komíně (Kalač et al., 1991; Riuwerts, 
Farago, 1996; Vrubel et al., 1996).

Vzorky písčito-hlinitých orných (A, B, C) a zatrav- 
něných půd (D, E, F) byly odebrány v různých vzdále­
nostech od kovohutě podle odlišné úrovně kontaminace, 
jak ji zaznamenali Vrubel et al. (1996). Před odběrem 
vzorků byly na orných půdách А, В a C pěstovány obil­
niny. Půda D byla dlouhodobě zatravněná, půdy E a F 
byly pro vysoké obsahy těžkých kovů zatravněny v ro­

ce 1995. Půdní vzorky byly na každém stanovišti ode­
brány z půdního profilu 0 až 20 cm. Po manuálním 
odstranění kořenových zbytků a makroedafonu byly půdy 
přesáty na sítu (< 2 mm) a uchovávány při teplotě 4 °C 
až do počátku pokusů. Charakteristiky půd jsou uvede­
ny v tab. I a II.

Inkubačnípokus

Každá odebraná zemina o hmotnosti 1 kg byla dosy­
cena vodou na 50 % své kapilární vodní kapacity. Zeminy 
v plastikových miskách pak byly uloženy do uzavře­
ných nádob a ponechány v termostatu při 27 °C. Před 
započetím pokusů byly jeden týden preinkubovány. Na 
dno nádob byla přidána destilovaná voda pro udržení 
stabilní vlhkosti a kádinka s 25 ml 1M NaOH pro sorpci 
uvolněného CO2. Nádoby byly pravidelně otevírány, 
aby byl zajištěn dostatečný přísun kyslíku. Poté byla 
přidána glukóza v dávce 1000 jlg C.g-1 zeminy 
a (NH4)2SO4 v poměru C : N = 10 : 1. Následně bylo 
z každé zeminy odděleno 3 x 50 g a zvlášť ve speciál­
ních lahvích byl měřen uvolněný CO2. Inkubace probí-

1. Charakteristiky a celkové obsahy těžkých kovů (± směrodatná odchylka) u použitých půd - Characteristics and total contents of heavy 
metals (± standard deviation) in soils

Půda1 Písek" Prach4 Jíl4 KVK5 PHH,o PHKC1 Pb Cd Zn As

% % % mmol.kg"1 mg.kg 1

A 48 42 10 96,30 5,28 4,35 58,7 ± 7,36 0,20 ± 0,14 50,4 ± 4,43 9,0 ± 1,45

В 52 39 9 116,72 7,21 6,45 595,7 ± 13,44 3,31 ± 0,47 295,9 ± 30,31 59,9 ±9,16

С 38 45 17 127,90 7,00 6,00 1 363,6 ± 52,95 5,45 ±0,15 287,1 ± 13,96 90,5 ± 5,04

D 52 34 14 172,21 5,75 4,82 359,4 ± 19,72 2,24 ± 0,24 93,9 ± 3,52 64,9 ± 6,59

Е 37 50 13 150,25 6,31 5,25 1 162,6 ±43,97 4,99 ± 0,33 240,6 ± 32,81 99,7 ± 5,88

F 32 51 17 161,81 6,98 5,89 2 204,5 ±21,46 8,34 ± 0,46 315,2 ± 27,80 201,8 ± 10,04

А, В, C = orné půdy - arable soils
D, E, F = zatravněné půdy - grassland soils 

'soil, 2sand, 3silt, 4clay, 3CEC

II. Biologické charakteristiky v půdách - Biological characteristics of soils

Půda* (%)
B..

(ug C.g ' půdy4)
Bazální respirace2 

(pg C.g“1 půdy.h“')
Bc/CMl 

(%)
Specifická respirace3 

(Hg C.pg-1 B^h"1)

A 1,41 f 163,24 c 0,512 c l-,24 cd 0,00299 a

В 1,63 d 177,78 c 0,504 c 1,16 cd 0,00258 b

C 1,51 e 169,18 c 0,456 d 1,12 d 0,00270 b

D 3,50 a 1 018,41 a 0,819 a 2,91 a 0,00080 d '

E 2,10 c 312,59 b 0,625 b 1,49 b 0,00200 c

F 2,23 b 299,38 b 0,600 b 1,34 bc 0,00201 c

C[ot = celkový organický uhlík - total organic carbon
Bc = mikrobiální biomasa - microbial biomass
B^C,,,, = poměr mikrobiální biomasy к celkovému organickému uhlíku - ratio of microbial biomass to total organic carbon
Hodnoty ve sloupcích, které nejsou označeny stejným písmenem, jsou statisticky významně odlišné podle Duncanova testu analýzy rozptylu 
jednoduchého třídění na hladině významnosti P < 0,05 - Results within a column not followed by the same letters indicate significant 
differences determined by Duncan’s multiplate range test (P < 0.05)

'soil, “basal respiration, Specific respiration, 4of soil
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hala po dobu deseti dnů, kdy byly půdy ve trojím opa­
kování analyzovány první, druhý a desátý den na obsah 
mikrobiální biomasy. Respirace v půdách ve trojím opa­
kování byla stanovena první, druhý, čtvrtý a desátý den 
inkubace. Ve srovnávacím pokusu byly zeminy nejprve 
fumigovány 24 h chloroformem stabilizovaným amyle- 
nem a po jeho odstranění byla přidána glukóza 
a (NH4)2SO4, poté byly zeminy inkubovány a analyzo­
vány stejným způsobem jako v první části pokusu.

Analytické metody

Půdní mikrobiální biomasa (Bc) byla stanovena fu- 
migačně-extrakční metodou (Vance et al., 1987). Orga­
nický C v extraktech byl stanoven mokrým rozkla­
dem s K2Cr2O7 a titrací přebytku dvojchromanu 
s (NH4)2Fe(SO4) .6 H2O. Mikrobiální biomasa byla vy­
počítána ze vztahu: biomasa C = 2,64.ЕС, kde Ec před­
stavuje rozdíl mezi organickým C extrahovaným z fu- 
migovaných a nefumigovaných půd, obojí vyjádřeno 
jako pg C.g-1 suché půdy.

Pro stanovení celkového organického uhlíku (Ctot) 
byly vzorky půd rozloženy s IN K2Cr2O7 a koncentro­
vanou H2SO4 při 125 °C. Organický uhlík byl stanoven 
titrací 0,05N Na2S2O3 s přídavkem 20% KJ.

Množství organického C uvolněného jako CO2 po 
absorbci v NaOH a následném vysrážení s BaCI2 bylo 
stanoveno titrací se standardizovanou HC1. Specifická 
respirace (qCO2) byla vyjádřena vztahem: 
qCO2 = pg C . Lig Cg*c . h-1 (Anderson, Domsch, 1990).

Celkové obsahy těžkých kovů byly stanoveny na 
ICP Trace Scan fy Thermo Jarrel Ash po celkovém 
rozkladu 1 g zeminy ve směsi koncentrované HNO3, 
HC1 a H2O2 v mikrovlnném zařízení Milestone 
MLS 1200.

Jedním z doporučovaných indikátorů půdního zne­
čištění je i poměr mikrobiální biomasy к celkovému or­
ganickému uhlíku (Bc/Ctot). Brookes (1995) v kontami­
novaných půdách udává tento poměr nižší než v půdách 
neznečištěných. Ve sledovaných kontaminovaných or­
ných půdách byly hodnoty Bc/C10t pouze mírně nižší 
(tab. II), neklesly však pod 1 %, které je považováno za 
hraniční hodnotu mikrobiální biomasy v nenarušených 
půdách (Brookes, 1995). Za fyziologickou charak­
teristiku mikrobiální biomasy v půdním prostředí je ve 
stabilních podmínkách považována i specifická respira­
ce (Giller et al., 1998). Ve sledovaných půdách se spe­
cifická respirace snižovala v závislosti na větším obsa­
hu jak celkového organického uhlíku, tak i mikrobiální 
biomasy (obr. 3). Mikrobiální biomasa v kontaminova­
ných půdách tak nevykazovala větší energetické náro­
ky, které by se mohly projevit právě zvýšením hodnot 
specifické respirace.

Dosažené výsledky naznačují, že během dlouhodo­
bé, postupně se zvyšující kontaminace půd mohlo dojít 
к určité adaptaci půdních mikroorganismů na zátěž ri­
zikovými prvky. Tolerance mikroorganismů vůči toxic­
kým účinkům těžkých kovů není dosud plně objasněna, 
ale při velkém znečištění půd se může zvyšovat (Giller 
et al., 1998), což by mohlo být důvodem, proč v porov­
nání s běžně uváděnými údaji (Fliessbach et al., 1994; 
Brookes, 1995; Giller et al., 1998) nebylo pozorováno 
snížení obsahu půdní mikrobiální biomasy ani vliv na 
její respirační aktivitu.

Vzhledem к tomu, že v přirozených podmínkách ne­
byly prokázány statisticky významné rozdíly v biolo­
gických aktivitách dlouhodobě různě kontaminovaných 
půd, byla testována schopnost půdní mikrobiální bio­
masy využívat přídavek glukózy. První den inkubace se 
obsah mikrobiální biomasy v kontaminovaných orných 
půdách В a C oproti jejímu nárůstu v nekontaminované

VÝSLEDKY A DISKUSE

Ve všech sledovaných orných půdách byly před po­
čátkem inkubace bez ohledu na úroveň kontaminace 
těžkými kovy nalezeny srovnatelné obsahy mikrobiální 
biomasy (tab. II). Významně vyšší obsahy byly pozo­
rovány ve statisticky významné závislosti na vyšším 
obsahu organické hmoty v zatravněných půdách (obr. 1). 
Z této závislosti je patrné, že kontaminace těžkými ko­
vy zde nepředstavovala limitující faktor pro celkové 
obsahy mikrobiální biomasy v půdě a nezávisle na ob­
sahu rizikových prvků v půdách velmi dobře ódpovída- 
la obsahu organické hmoty v půdách. Podobně i respi­
rační aktivita korelovala s obsahem jak mikrobiální 
biomasy, tak i celkového organického uhlíku (obr. 2). 
Naše výsledky získané u těchto půd neodpovídají po­
znatkům z literatury. Baath (1989) např. popisuje vý­
razné snížení respirační aktivity kontaminovaných půd. 
Brookes (1995) naopak uvádí zvýšení půdní respirace, 
které vyplývá z větší energetické potřeby mikrobiální 
biomasy v kontaminovaných půdách.

I. Korelace mezi obsahem celkového organického uhlíku (Ck)t) a 
půdní mikrobiální biomasy - Correlation between content of total 
organic carbon (CkJ[) and soil microbial biomass

osa y: mikrobiální biomasa - у axis: microbial biomass
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a

2a. Korelace mezi obsahem celkového organického uhlíku (Cun) 
a bazální respirací v půdách - Correlation between content of total 
organic carbon (Clol) and basal respiration of soils

b

(W C.g'’ půdy)

3a. Korelace mezi obsahem celkového organického uhlíku (Ctol) 
a specifickou respirací v půdách - Correlation between content of 
total organic carbon (Clol) and specific respiration of soils

2b. Korelace mezi obsahem půdní mikrobiální biomasy a bazální 
respirací v půdách - Correlation between content of soil microbial 
biomass and basal respiration of soils

(ug C.g'1 půdy)

3b. Korelace mezi obsahem půdní mikrobiální biomasy a specifickou 
respirací v půdách - Correlation between content of soil microbial 
biomass and specific respiration of soils

Vysvětlivky к obr. 2 a 3 - Explanations to Figs. 2 and 3: 
osa x: mikrobiální biomasa - x axis: microbial biomass 
osa y: respirace - у axis: respiration

orné půdě A zvýšil pouze о 41,8 а 42,9 % (tab. III). 
Druhý den obsah mikrobiální biomasy u orné půdy A 
poklesl asi o 80 %, zatímco v půdách В a C byl pokles 
pouze třetinový, přičemž významně vyšší obsah mikro­
biální biomasy byl pozorován u nejkontaminovanější 
půdy C. U zatravněných půd byl největší nárůst mikro­
biální biomasy během prvního dne inkubace pozorován 
u půdy D s nejvyšším obsahem organické hmoty, ale po­
dobně jako u ostatních zatravněných půd E a F její ob­
sah vzrostl jen celkem čtyřikrát (tab. III). Jak uvádějí 
Chander, Brookes (1992), může být při větším obsahu 
těžkých kovů v půdách pro syntézu nové mikrobiální 
biomasy využito méně glukózového substrátu. Potvrzu­
jí to výsledky především u kontaminovaných orných

půd, u nichž mohla mikrobiální biomasa část glukózy 
využít ještě druhý den inkubace.

Ve srovnávacím pokusu, v němž byly půdy fumigo- 
vány chloroformem a poté inkubovány s glukózou, byl 
nárůst mikrobiální biomasy větší v méně kontaminova­
ných půdách A a D (tab. III). Maximální obsahy mik­
robiální biomasy v kontaminovaných půdách dosaho­
valy pouze třetinových obsahů ve srovnání s půdami 
méně kontaminovanými. Tyto výsledky potvrzují, též 
Chander, Brookes (1992) zjištěním, že schopnost syn­
tetizovat novou mikrobiální biomasu nemusí být v zá­
vislosti na původním obsahu mikrobiální biomasy, ale 
může být negativně ovlivněna kontaminací těžkými kovy.

Významně vyšší respirační aktivita byla během prv­
ního dne zaznamenána v kontaminovaných orných i za­
travněných půdách (tab. IV). Respirační aktivita byla 
v zatravněných půdách nižší, její vývoj však byl podob­
ný jako v půdách orných. Během druhého dne inkubace
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III. Obsah mikrobiální biomasy (p.g C.g 1 půdy) během inkubace půd s glukózou - Content of microbial biomass (|ig C.g 1 of soil) during 
incubation of soils with glucose

Den1
Půda2

A В C D E F

0 163,24 c 177,78 с 169,18 c 1 018,41 a 312,59 b 299,38 b

nf 1 1 659,07 b 700,72 d 718,93 d 4 138,30 a 1 218,67 c 1 219,44 c

2 436,24 e 484,59 d 584,64 c 1 908,37 a 707,97 b 711,67 b

10 347,42 e 353,08 e 382,05 d 1 537,71 a 564,24 b 497,73 b

0 4,05 a 2,22 ab 1,47 ab 0,00 c 0,00 c 0,00 c

f 1 158,96 b 106,98 c 17,60 d 261,28 a 138,58 bc 33,87 bc

2 444,41 a 63,02 d 78,23 d 329,23 b 82,31 cd 128,03 c

10 33,29 ab 33,17 ab 36,62 ab 42,11 a 13,44 c 23,13 bc

A, B, C = orné půdy - arable soils
D, E, F = zatravněné půdy - grassland soils 
nf = půdy nefumigované - non-fumigated soils 
f = půdy fumigované - fumigated soils
Hodnoty v řádku, které nejsou označeny stejným písmenem, jsou statisticky významně odlišné podle Duncanova testu analýzy rozptylu 
jednoduchého třídění na hladině významnosti P < 0,05 - Results within a row not followed by the same letters indicate significant differences 
determined by Duncan’s multiplate range test (P < 0.05) •

'day, 2soil

IV. Respirační aktivita půd (pg C.g 1 půdy) během inkubace s glukózou - Respiration activity of soils (pg C.g 1 of soil) during incubation 
with glucose

Den1
Půda2

A В C D E F

0 0,50 c 0,50 c 0,46 d 0,84 a 0,62 b 0,61 b

1 9,41 d 14,69 a 13,68 b 6,76 e 11,00 c 11,24 c
nf 2 6,81 a 3,17 d 3,59 cd 6,12 b 3,77 c 4,03 c

4 2,07 a 1,57 c 1,86 ab 1,86 abc 1,70 bc 1,82 abc

10 0,77 a 0,96 b 1,19 b 1,12 b 0,87 b 0,93 b

0 2,488 c 4,69 b 4,78 b 11,2 a 4,71 b 4,81 b

1 3,5 e 33,64 a 30,73 b 20,81 d 22,18 c 22,42 c
f 2 15,56 a 6,95 b 8,21 b 15,9 a 7,18 b 7,02 b

3 19,97 a 2,36 cd 3,03 c 4,23 b 8,18 d 2,45 cd

10 1,82 a 0,99 b 1,16 b 1,65 a 1,06 b 1,16 b

A, B, C = orné půdy - arable soils
D, E, F = zatravněné půdy - grassland soils 
nf = půdy nefumigované - non-fumigated soils 
f = půdy fumigované - fumigated soils
Hodnoty v řádku, které nejsou označeny stejným písmenem, jsou statisticky významně odlišné podle Duncanova testu analýzy rozptylu 
jednoduchého třídění na hladině významnosti P < 0,05 - Results within a row not followed by the same letters indicate significant differences 
determined by Duncan’s multiplate range test (P < 0.05)

'day, 2soil

byl v méně kontaminovaných půdách pozorován význam­
ně nižší pokles respirace než v půdách kontaminova­
ných. U fumigovaných půd byla zaznamenána respirace 
vyšší než v půdách inkubovaných pouze s přídavkem 
glukózy. Vyšší hodnoty respirační aktivity v půdách, 
naměřené bezprostředně po fumigaci, mohly být způso­
beny např. uvolněným C pocházejícím z mikrobiálních 
buněk rozložených během fumigace půd (Giller et al., 
1998), přesto byla v orných kontaminovaných půdách

zjištěna vyšší respirační aktivita; v zatravněné půdě D 
výsledek ovlivnila vyšší hodnota respirace ihned po fu­
migaci (tab. IV). Výsledky respirační aktivity z inku- 
bačního pokusu tedy souhlasily s poznatky, které pub­
likovali Brookes (1995) a Giller et al. (1998), podle 
nichž respirační aktivita v kontaminovaných půdách 
může být větší, protože mikroorganismy v těchto půdách 
spotřebovávají větší množství energie pro svůj metabo­
lismus.

ROSTLINNÁ VÝROBA, 46, 2000 (2): 87-92 91



ZÁVĚR

V přirozených půdních podmínkách nelze vždy jed­
noznačně určit nejvhodnější metodu pro biologickou in­
dikaci půd kontaminovaných těžkými kovy. Analýzy 
mikrobiální biomasy a respirační aktivity, provedené 
v původních dlouhodobě kontaminovaných i nekonta- 
minovaných půdách, neprokázaly negativní vliv vyso­
kých koncentrací těžkých kovů na půdní mikrobiální 
biomasu. Z tohoto hlediska se jako mnohem vhodnější 
ukázala inkubace půd s glukózou, která především v or­
ných půdách velmi rychle v porovnání s nekontamino- 
vanou půdou zvýraznila negativní účinek těžkých kovů 
na syntézu nové mikrobiální biomasy a zvýšila respi­
rační aktivitu v kontaminovaných půdách.
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VARIABILITY AND CORRELATIONS OF YIELD
COMPONENTS, HARVEST INDEX AND YIELD
OF CHAMOMILE FLOWER HEADS

VARIABILITA A KORELACE VÝNOSOTVORNÝCH PRVKŮ, 
SKLIZŇOVÉHO INDEXU A VÝNOSU KVĚTŮ HEŘMÁNKU

S. Dražíc

Institute for Medicinal Plant Research Dr. Josif Pančič, Belgrade, Yugoslavia

ABSTRACT: The trial with the following four varieties of chamomile VChamomilla recutita (L.) Rausch.] was conducted 
under semiarid conditions of Vojvodina: Banatska, Bona, Ndvbona, and Lutea. The aim of the present study was to observe 
variability of quantitative traits (plant height, number of secondary stems, number and diameter of flower heads, yield and 
harvest index). The highest variability was detected in the number of flower heads. Significant differences, found for both 
flower head diameter and harvest index, affected yield (1.46 and 2.04 t.ha-1 in varieties Banatska and Lutea, resp.). Correlations 

at 0.05 and 0.01 probability levels were detected between plant height and the number of secondary stems, yield and flower 
head diameter, harvest index and flower head diameter, as well as between yield and harvest index.

Keywords: chamomile; variability; correlation; yield components; yield; harvest index

ABSTRAKT: V semiaridní oblasti Vojvodiny byl realizován pokus se čtyřmi odrůdami heřmánku VChamomilla recutita (L.) 
Rausch.]: Banatska, Bona, Novbona a Lutea. Byla sledována variabilita kvantitativních znaků (výška rostliny, počet vedlejších 
stonků, počet a průměr květních úborů, výnos a sklizňový index). Nejvyšší variabilita byla zjištěna v počtu květních úborů. 
Významné rozdíly, zaznamenané pro průměr květních úborů a sklizňový index, měly vliv na výnos (1,46, resp. 2,04 t.ha-1 

u odrůd Banatska, resp. Lutea). Korelace na hladině pravděpodobnosti 0,05 a 0,01 byly zjištěny mezi výškou rostliny a počtem 
vedlejších stonků, resp. mezi výnosem a průměrem květních úborů, dále mezi sklizňovým indexem a průměrem květních 
úborů, resp. mezi výnosem a sklizňovým indexem.

Klíčová slova: heřmánek; variabilita; korelace; výnosotvorné prvky; výnos; sklizňový index

INTRODUCTION

Genetic improvements of yield, as a complex trait, 
should be aimed at the modifications of phenotypes, 
developmental and growing stages and tolerance to envi­
ronmental stresses (Dražíc, 1997).

It was observed that a high stem was a disadvantage, 
as vegetative parts did not present an economic yield. 
Moreover, plant lodging often occurred. Stem shorten­
ing would mean a redistribution of the total organic 
matter in favour of flower heads, what would alter harvest 
index. Furthermore, greater resistance to lodging would 
be accomplished in thick stand (Dražíc, 1997).

Besides shorter (and strong) stem, the number of 
secondary stems and side branches are also important, 
as they can affect the degree of lodging and the number 
of flower heads. Large and firm flower heads are desir­
able. Uniform growth and development, as well as, uni­
form flowering in the short period of time, are also 
important yield components (Dražíc, 1997).

It is considered that high yields can be obtained in 
thick stand per area unit, but with optimal nutrition and 
protection against weed and pathogens. According to 
data presented by Kišgeci et al. (1982), seed rates, al­
though affect crop density, do not affect the total yield 
of the bitter medicinal principle.

The aim of this study was to observe variability of 
more important quantitative traits (plant height, number 
of secondary stems, number and diameter of flower 
heads, yield and harvest index) and to evaluate their 
interrelationship in genetically divergent genotypes of 
chamomile.

MATERIAL AND METHODS

The trial was set up on marshy black soil in the 
experimental field of the Institute for Medicinal Plants 
Dr. Iosif Pančič under conditions of semiarid climate of 
Vojvodina in the period 1997 to 1998.
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I. Mean values and variability for analysed traits

No. Traits
Varieties

X ± CV (%)

1 9 3 4 1 2 3 4

1 height (cm) 73 ± 2.1 66 ± 4.0 73 ± 0.4 77 ± 0.9 5.6 12.0 1.1 2.2

2 number of secondary stems Cm"2) 596 ± 15.1 701 ± 81.3 582 ± 80.3 511 + 36.8 5.2 23.2 27.6 14.4

3 number of flower heads Cm"2) 6 072 ± 504 5 523 ± 1 016 6 039 ± 1 060 4 330 ± 550 16.6 36.8 35.1 25.4

4 diameter of flower heads (mm) 7.8 ± 0.21 8. Г ± 0.07 7.4 ±0.11 8.9** ±0.29 53 1.8 3.0 6.6

5 yield (tha-1) 1.46 ± 46.7 1.77 ± 91.4 1.54 ± 202.6 2.04 ± 124.5 6.3 10.3 26.3 12.2

6 harvest index (Hi) 0.17 ± 0.006 0.25** ± 0.015 0.17 ± 0.019 0.28** ± 0.021 7.2 11.8 21.8 15.0

and significant at 0.05 and 0.01 probability level, resp.
1 = Banatska, 2 = Bona, 3 = Novbona, 4 = Lutea
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II. ANOVA for analysed traits

Source of variance df
MS

1 2 3 4 5 6

Replication 3 6.17 3.907 2.107 0.089 0.035 0.002

Variety 3 80.67 2.457 3.074 1.724* 0.269 0.0126**

Error 9 25.5 2.536 4.119 0.274 0.106 0.0012

and significant at 0.05 and 0.01 probability level, resp.
1 = height (cm), 2 = number of secondary stems (.m-2), 3 = number of flower heads (.m-2), 4 = diameter of flower heads (mm), 5 = yield 
(t.ha-1), 6 = harvest index (Hi)

III. Rank correlations (rv) among analysed traits

Trait 6 5 4 3 2 1

Height (cm)
Number of secondary stems (.m-2)
Number of flower heads (m-2)

Diameter of flower heads (mm)
Yield (tha"1)

Harvest index (Hi)

-0.188
-0.262
-0.124

0.503*
0.659**

-0.306
-0.159

-0.409
0.585*

-0.232

-0.062
-0.309

-0.082

0.192
0.500*

and significant at 0.05 and 0.01 probability level, resp.

The variety Lutea had relatively the lowest number 
of flower heads (4330.m--), but they were significantly 
larger than flower heads of other genotypes. Furthermore, 
the variety Bone had flower heads significantly larger 
than Banatska and Novbona, but the latter had a rela­
tively greater number of flower heads.

Studies on the contribution of genetic and non-ge- 
netic factors to the development of phenotypic variabil­
ity of chamomile yield, point out to a significant effect 
of genetic variance on this trait expression (Dražíc, 1990).

However, results on rank correlation showed that yield 
could depend on effects of a year (Dražíc, Sudan, 1991).

Although it is difficult to distinguish impacts of cli­
matic conditions, cropping practices and genotypes, 
there is an opinion that the variety has a leading role 
(Dražič, 1997).

The highest yield (x = 2.04 t.ha-1) was detected in 
the tetrapioid variety Lutea (other varieties were dip­
loid), while the lowest yield (x = 1.46 t.ha-1) was de­
termined in the variety Banatska. However, the lowest 
variations (7.2%) were found, as expected, in the variety 
Banatska. On the other hand, the greatest variations 
(26.3%) were detected in the variety Novbona.

Besides mentioned traits, the chamomile harvest index 
was also observed. Although this trait is important, little 
work has been done to study it in medicinal plants in 
contrast to other plant species, especially major field 
crops (Kraljevič-Balalič, Borojevič, 1988; Singh, Sharma, 
1994; Balalič, Kobiljski, 1996, and others).

Interrelationship of studied traits

Results on rank correlation point out that a negative 
and low correlation prevails among investigated traits 
(Tab. III).

As it was logical and expected, the correlation between 
plant height and the number of secondary stems was 
significantly positive (rv = 0.500 ). Likewise, a signifi­
cantly positive correlation, detected between yield of 
flower heads and their size (rv = 0.585 ) is in accordance 
with results obtained by Adamovič et al. (1982). Further­
more, a significantly positive correlation (r, = 0.503 ) 
was detected between the size of flower heads and har­
vest index, indicating the possibility that higher yield 
could be obtained by the enlargement of flower head 
size, which should be an important task in chamomile 
breeding. Statistically significant positive correlation 
was detected for yield and harvest index (rT = 0.659 ).

CONCLUSION

According to investigations carried out with four 
chamomile varieties, the following conclusions can be 
drawn:

Variability for several traits was detected among ob­
served varieties. Of six quantitative traits, the greatest 
variability was determined for the number of flower 
heads (CV = 16.6-36.8%).

Statistically significant differences estimated for 
flower head diameter (MS = 1.724 ) and harvest index 
(MS = 0.0126* ), affected yield and it varied from 1.46 to 
2.04 t.ha-1 in varieties Banatska and Lutea, resp.

Correlations at 0.05 and 0.01 probability levels were 
detected between plant height and the number of sec­
ondary stems, yield and flower head diameter, harvest 
index and flower head diameter, as well as, between 
yield and harvest index. Weak and negative correlations 
were established for other traits.

Determined variability and interrelationship of quan­
titative traits can be used in chamomile breeding.
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