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UvoD

Polnohospodarska vyroba je kazdoroc¢ne vystavovana nepriaznivym klimatickym podmienkam, najma
suchu, ktoré ma negativny efekt na drodu polhohospodarskych plodin. Suchom réznej intenzity je
v urcitych obdobiach roka zasiahnutych az 90 % Uzemia Slovenska. Extrémne sucha su pozorované
najma v letnom obdobi, kedy spbésobuju vadnutie a spomaleny vyvin rastlin, predcasné dozrievanie
porastov, opaddvanie plodov, tvorbu prisusku a prasklin v péde. V ostatnych rokoch vsak
polnohospodarom spdsobuje sucho problémy uz na jar. Podla tdajov SHMU bolo v r. 2020 pozorované
extrémne sucho uZ v aprili, kedy nasytenie povrchovej vrstvy pdody kleslo pod 50 % a spdsobilo
problémy pri vzchadzani jarnych plodin, ale i raste ozimin. Podobne tomu bolo v r. 2021, kedy bolo
v jarnom obdobi pozorované sucho najma na prelome marca a aprila. V r. 2022 nastupilo uz na zaciatku
marca velmi vyznamné sucho, pricom vyrazné aZz extrémne podne sucho zasiahlo 18,7 % Uzemia
Slovenska.

Sucasna zmena klimy s opakujucimi sa obdobiami sucha predstavuje pre polnohospodarske plodiny
abioticky stres, ktory znizuje vzchadzavost, rast a vykonnost rastlin. Preto je nutné hladat progresivne
agrotechnické postupy pre zlepSenie dostupnosti vody pre rastliny. Jednym z inovativnych pristupov,
moze byt vyuzivanie superabsorpénych polymérov (SAP). SAP su definované ako hydrogély tvoriace
trojrozmernt polymérnu siet, ktora na zaklade chemickych vazieb absorbuje vodu a v nej rozpustené
latky v objeme 300 az 500-ndsobku svojej hmotnosti a tak zadrziava vodu v pode.

Aplikacia SAP ako hydrogélu do pody sa zacala v 80. rokoch 20. storoc€ia a odvtedy sa testovalo niekolko
typov polymérov (polyakrylamid, polyakrylat, skrob, celuléza, alginat alebo iné polysacharidy) na
zlepsenie schopnosti zadrziavania vody a ich biologickej odburatelnosti. NajcastejSie sa vSak v praxi
zvyknu pouzivat syntetické polyméry vo forme granul alebo r6zne hrubo mletych praskov aplikovanych
vacSinou priamo do pody, kde zlepSuju zadrZiavanie vody, ktord by inak z krajiny odtiekla, a tak
umoznuju vyuzitie vac¢Sieho mnozstva vody rastlinami. Spolu s vodou su polymérom absorbované aj
Ziviny, ktoré su neskor postupne uvolfiované. Efektivita aplikacie SAP do pody je samozrejme zavisla
na jeho type a mnoiZstve, ale najma na fyzikalno-chemickych vlastnostiach pody. Najlepsie vysledky sa
dosahuju na lahkych pieso¢natych pddach.

Inovativne pristupy vyuzivania SAP

Na Slovensku bola firmou PeWas, s.r.o. vyvinutd inovativna technolégia aplikacie SAP priamo na osivo
(Aquaholder®Seed). SAP sa aplikuje pomocou kvapalnej suspenzie, ktora na povrchu semien dokaze
vytvorit velmi tenky a homogénny film. Z hladiska vplyvu na osivo je mnoZstvo takto aplikovaného SAP
optimalne a zaroven aj ekonomicky Unosné. Po styku s pédnou vihkostou vytvori na povrchu semien
hydrogél, ktory sluZi ako mikrorezervoar vody pre kliciace rastliny (obr. 1), z ktorého je voda spatne
uvolfiovana semenu podla jeho potrieb na zéklade rozdielov osmotickych tlakov. Absorpéna schopnost
polyméru maximalizuje vyuZitie prirodnych zrazok, resp. umoziiuje znizovat davkovanie vlahy formou
umelych zavlah.

Aj pri technoldgii obalovania semien sa overovalo vyuzZitie prirodnych polymérov, zatial sa vsak
vyuzivaju syntetické polyméry kvoli ich vyhovujucim chemickym vlastnostiam. K superabsorpénym
polymérom je pri ich aplikacii, ¢i uz na osivo alebo do pddy, moiné pridat dalSie substancie
(biopesticidy, hnojiva, mykorizne huby alebo baktérie) podporujuce zdravie a rast rastlin.
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SAP + voda = hydrogél
Obr. 1: Semena oSetrené Aquaholderom vytvéraju po kontakte s pédnou vihkostou hydrogélovu vrstvu

Na pracovisku NPPC — Vyskumny Ustav rastlinnej vyroby v spolupraci s firmou PeWas, s.r.o. overujeme
moznosti vyuzitia technoldgie obalovania semien SAP ako inovativneho rieSenia dopadov sucha na
klicenie semien a rast juvenilnych rastlin polnohospodarsky vyznamnych plodin. Osivo je oSetrené
superabsorpénym polymérom Aquaholder®Seed, ktory je mozné aplikovat na osivo neosetrené alebo
ako dalsia vrstva na akékolvek moridlo (obr. 2).

Obr. 2: RGzne varianty oSetrenia semien kukurice siatej a pSenice letnej f. ozimna bez moridla/s moridlom a SAP
(dolny rad)

Ucelom obalovania osiv je podpora vyvoja polnohospodarskych plodin v prvych, pre vegetaciu
kritickych, fadzach rastu najma v suchych a polosuchych klimatickych podmienkach a v pddach
neschopnych zadrziavat vlahu, kde mdze SAP slizit ako poistka v pripade neocakavaného sucha po
vyseve. V pripade deficitu vlahy pri kliceni, mbéZe Aquaholder aplikovany na osivo zlepsit klicenie
semien a podporit rast kli¢nych rastlin.

V laboratdrnych experimentoch NPPC je overovany vplyv oSetrovania osiva SAP na klicivost semien
a rast klicnych rastlin v podmienkach stresu zo sucha, ako aj na Géinnost moridiel v ochrane klicnych
rastlin pred hubovymi patogénmi. V poloprevadzkovych a maloparcelovych polnych pokusoch je
sledovany vplyv osetrenia osiva na urodotvorné parametre vyznamnych polnhohospodarskych plodin
a vyuzitim sofistikovanych metdd molekularnej bioldgie jeho vplyv na mikrobidlnu diverzitu v rizosfére,
t.j. v tenkej vrstve pody obklopujlicej korene s najva¢sou mikrobidlnou aktivitou.



1. TESTOVANIE  OSIVA  OSETRENEHO  SUPERABSORPCNYMI POLYMERMI
V KONTROLOVANYCH PODMIENKACH

Prvym krokom pre hodnotenia oSetrenia osiva SAP su testy kli¢ivosti semien a vzchadzavosti rastlin
v laboratérnych podmienkach v standardnych vihkostnych podmienkach a pri nedostatku vody, resp.
navodeni stresu zo sucha. Vypracované pracovné postupy zahriaju laboratérne testy klicivosti semien
na filtratnom papieri a laboratdrne testy vzchddzavosti rastlin v substrate. Jednotlivé popisované
postupy su aplikovatelné pre osivo kapusty repkovej pravej a obilnin — pSenice letnej f. ozimna
a jaémena jarného.

1.1. Laboratdrne testy kliivosti semien na filtratnom papieri

Pracovné postupy vychadzaju z Metodiky skt$ania osiva a sadiva (UKSUP, 1999). V tomto pripade sa
semend ukladaju medzi dve vrstvy dostatocne vlihkého filtracného papiera a kultivuju v uzavretych
plastikovych vreckach v tme pri teplote 20 °C v poc¢te min. 100 ks semien na variant. Kli¢ivost semien
sa hodnoti na 4. a 7. defi. Aby mozné sledovat kli¢enie na dennej baze a hodnotit aj dalSie sledované
znaky bola metodika modifikovana nasledovnymi sp6sobmi:

1.1.1. Test kli¢ivosti v Standardnych vlihkostnych podmienkach

Semend sa naklicuju v Petriho miskach na vrstve sterilného filtracného papiera navlhéeného vodou.
Pre nakli¢ovanie odporuc¢ame Petriho misky s priemerom 90 mm a vyskou min. 15 mm. Filtraény papier
je navlhéeny sterilnou destilovanou vodou v objeme 4 ml pre obilniny a 3 ml pre kapustu repkovu
pravu. Odporucany pocet nakliCovanych semien na misku je 25 ks pre obilniny a 30 ks pre kapustu
repkovl pravu. Petriho misky si po nalozeni semien uzatvorené parafilmom, aby sa zabranilo
nadmernému odparovaniu vody. Semenad sa kultivuji v tme pri teplote 20 °C. Kli¢ivost semien sa
hodnoti na 4. a 7. den, resp. denne pre hodnotenie rychlosti kli¢enia.

Pri kontrole a oSetrenych variantoch hodnotime:
e pocet vyklicenych rastlin

e pocet abnormalnych rastlin
e pocet nevyklicenych semien

1.1.2. Test kli€ivosti v stresovych podmienkach — navodenie stresu zo sucha
Stres zo sucha mdzeme v laboratérnych podmienkach navodit réznym spésobom:

a) znizenim aplikovaného mnozstva vody

Do Petriho misky sa prida podla druhu semien 4 resp. 3 ml vody ako kontrolny variant a pre stresové
varianty zniZzime obsah vody na 50 a 25 %.

b) pridanim osmotickych cinidiel, ktoré zniZuju prijem vody rastlinnymi pletivami. Ako
osmotické ¢inidla je mozné vyuZit PEG (polyetylénglykol 6000) a manitol. Na zdklade nasich
experimentov odporucame pouZitie 15 %-ného roztoku PEG, alebo alternativne 200 mMol
roztoku manitolu.



Semena kultivujeme ako je uvedené v bode 1.1.1. Kli¢ivost hodnotime na 4. a 7. den, resp. denne pre
hodnotenie rychlosti kli¢enia. Rychlost kli¢enia a rastu klicencov je mozné hodnotit aj na zaklade
merania dizky koreriov avyhonkov kli¢iacich rastlin, kedy je moiné najlepsie vyhodnotit vplyv
osetrenia semien na rychlost kli¢enia a prvej fazy rastu sledovanych rastlin (obr. 3 a 4).

Hodnotené parametre:

e pocet vyklicenych rastlin

e pocet abnormalnych rastlin
e pocet nevyklicenych semien
e priemerna dizka korefiov

e priemerna dizka vyhonkov

60 Neosetrené semena

50 m SAP
40
30

Obr. 3: Ukazka spracovania vysledkov
20 hodnotenia: Rozdiel v dizke korefa
10 a vyhonku [mm] kapusty repkovej pravej
0 pri naklicovani semien na filtratnom

2-100% 7.50% 2.100% 2.50% papieri (7. defl) neosetrenych a osetrenych
0 ° ? ? Aquaholderom  pri  plnej (Z- 100%)
Dizka koreria Dizka vyhonku a polovi¢nej davke vody (Z- 50%).

Obr. 4: Fotodokumentdcia pokusu: Klicenie semien kapusty repkovej pravej pri polovi¢nej davke vody, viavo —
semena neosetrené, vpravo — semena osetrené Aquaholderom.




1.2. Laboratdrne testy vzchadzavosti rastlin v substrate

Tieto postupy hodnotia vzchadzavost semien a rast klicnych rastlin v nadobovych experimentoch
v kontrolovanych podmienkach. Nadoby odporucanej velkosti podla rastlinného druhu su naplnené
zahradnickym substratom (napr. Klasmann TS 3 standard s ilom predhnojeny 1,5 kg.m-3 NPK v pomere
14:16:18), alebo optimalne zmesou zdhradnickeho substratu, ornice a piesku v pomere 2:1:1.

1.2.1. Test vzchddzavosti v Standardnych vihkostnych podmienkach

Pre semend kapusty repkovej pravej odporuc¢ame plastové pohare, resp. iné nddoby s objemom 300 ml
(obr. 5). Do jednej nadoby vysievame po 25 — 30 semien do hibky 12 mm. Pri obilninach odpord¢ame
pouZitie 500 ml plastovych pohérov, pricom do jednej nadoby vysievame po 25 — 40 semien do hibky
15 mm. Odporucéana vlhkost substratu pri vyseve je 23 — 25 %. Nadoby po vysiati semien zakryjeme
bielou netkanou textiliou, aby sa zabranilo nadmernému odparovaniu vody a tym boli udrzané stabilné
vlhkostné pomery. Semena kultivujeme pri 16 h osvetleni a teplote 20°C (noc)/24°C (den). Pocet
vzidenych rastlin hodnotime na 4 a 7 den, resp. denne pre hodnotenie rychlosti kli¢enia.

Hodnotené parametre:

e pocet vyklicenych rastlin
e pocet abnormalnych rastlin
e pocet nevyklicenych semien

1.2.2. Test vzchadzavosti v stresovych podmienkach — navodenie stresu zo sucha

Postupujeme podobne ako v bode 1.2.1., avsak do jednej nadoby vysievame po 25 semien. Za
kontrolny variant je povaZovany substrat s vihkostou 23 %. Pre navodenie stresu zo sucha pouZivame
variant s iniciatnou vlhkostou substratu 13 %. Pocet vzidenych rastlin hodnotime na 4 a 7 den, resp.
denne pre hodnotenie rychlosti kli¢enia.

Hodnotené parametre:

e pocet vyklicenych rastlin

e pocet abnormalnych rastlin
e pocet nevyklicenych semien
e priemerna vyska rastlin

Po ukonceni experimentu mozno dalej hodnotit:

e priemerna dizka korefiového systému
e hmotnost ¢erstvej nadzemnej biomasy
e obsah susiny v pletivach

e obsah vody v pletivach



1.3. Daldie parametre hodnotenia kli&ivosti/vzchaddzavosti semien

Pri hodnoteni kli¢enia/vzchadzania na dennej baze mdzeme z vysledkov experimentov prepocitat
dalSie parametre:

*

MGT — priemerny ¢as klicenia/vzchadzania (den) - ukazovatel rychlosti vzchadzania za
sledovany ¢asovy interval.
MGT = Z(Gt*Dt)/ 2Dt

Rychlost klicenia/vzchadzania (%) — pomer poctu vzidenych rastlin v jednotlivych drioch
k celkovému poctu vzidenych rastlin na konci monitorovaného obdobia.

SG = G/Gf*100
Relativna rychlost kli¢enia/vzchadzania (%)
RSG = SG/SG:*100

Gl — Index kli¢ivosti/vzchadzavosti — ukazovatel, ktory kombinuje ¢asovu charakteristiku
a zaroven aj pocetnost. VSeobecne plati, Ze ¢im vys$siu ma hodnotu, tym viac rastlin vzchadza
a vzchadzaju rychlejsie.

Gl = 2(Gt/Dt)

Gt — pocet vyklicenych semien (vzidenych rastlin) v dni t
Gf — celkovy pocet vyklicenych semien

SGtr — rychlost klicenia oSetrenych semien

SGc - rychlost klicenia kontrolnej vzorky

Dt — pocet dni (pre den hodnotenia t)

Obr. 5: Testovanie vzchadzavosti réznych variantov oSetrenia SAP pri osive kapusty repkovej pravej



2. TESTOVANIE OSIVA OSETRENEHO SUPERABSORPCNYMI POLYMERMI V POLNYCH
PODMIENKACH

Daldim spdsobom testovania a hodnotenia vplyvu SAP na osivo st polné pokusy v prirodzenych
podmienkach vybranej pokusnej lokality. Podla velkosti aspésobu vedenia sa delia na tzv.
maloparcelové a poloprevadzkové.

2.1. Maloparcelové pokusy

Zakladaju sa na vyskumnych Ustavoch, univerzitach a inych Specializovanych pracoviskach. Vyzaduju
Specidlnu mechanizaciu, odlisnu od beznej polnohospodarskej techniky. Zaroven vyzaduju personal so
skdsenostami a zruénostami pri zakladani, vedeni, osetrovani a hodnoteni pokusov.

2.1.2. Zakladanie a vedenie maloparcelovych pokusov

Zakladnou jednotkou v polnom pokuse je variant. Ku kontrolnému variantu sa porovnavaju testované
varianty. V ramci maloparcelovych pokusov sa vacsinou zaraduje vyssi pocet pokusnych variantov,
ktoré mézu byt zamerané na rdznu problematiku v oblasti SAP — r6zne koncentracie SAP, Ucinok
pridavnych latok k SAPu, obmeny v technoldgii aplikacie SAP na osivo a iné. Bez ohladu na zameranie
variantov odporucame zaradit vidy minimalne $tyri opakovania z kazdého variantu. Tento podet
opakovani je uz dostatocny na pokrytie variability pédno-ekologickych podmienok pokusnej lokality.
Vacsinou postaCuje aj pri vyskyte nepredvidatelnych negativnych okolnosti pocas vegetacného
obdobia. Z nich sa najcastejsSie vyskytuje poskodenie parciel ozimin hlodavcami pocas zimy.

Ak je pozemok vyrovnany, potom usporiadanie pokusu do velkej miery zdvisi od dostupnej
mechanizdcie. V NPPC sa osvedcilo pouZivanie blokovej metddy, ktord je nasledne kompatibilnd so
$tatistickymi metédami (ANOVA) pre vyhodnotenie ziskanych tdajov. ObdiZnikové parcely st v tomto
pripade usporiadané vedla seba v bloku, ktory predstavuje jedno opakovanie. Bloky opakovani su
usporiadané nad sebou a spolu tvoria dizajn pokusu. Vzdialenosti medzi nimi treba volit tak, aby sejba,
oSetrovanie a zber prebehli s minimom prejazdov strojov a bol dostatok miesta na otdcanie a pracu
mechanizacie (obr. 6).

Bez ohladu na zameranie oSetrenia SAP je velmi ddleZité eliminovat okrajovy efekt, ktory by mohol
skreslit vysledky pokusu. Parcely sa preto vramci bloku ukladaju vedla seba ¢o najblizsie. Toto
zabezpecuje uniformitu svetelnych, vlhkostnych, teplotnych ainych podmienok vramci celého
plodinového bloku, resp. pokusu, ktory potom navonok vystupuje ako suvisly porast. Obilniny (pSenica
letna forma ozimna a jacmen jarny) sa oddeluju sa vynechanim jedného riadka, o prestavuje cesticku
Siroku 25 cm. Sirokoriadkové plodiny (kukurica siata, cukrovd repa a slne¢nica ro¢nd) netreba nijako
$pecialne oddelovat, tuto funkciu plni prave Siroky spon pestovania.

Na zaciatok a koniec radu testovacich parciel je potrebné zaradit tzv. izola¢né alebo nulové parcely
rovnakej plodiny (napriklad kontrolu bez oSetrenia). Pravdepodobne budd vykazovat prepad alebo
naopak skokovy prirastok urody a zmenu v morfoldgii ¢i pocetnosti rastlin, nakolko budu vystavené
inym podmienkam ako parcely vo vnutri bloku. Cely maloparcelovy pokus je potrebné dokola obsiat
ochrannym pasom (obsevom) tej istej plodiny v rovnakom termine sejby. Korene vacésiny polnych
plodin rastu do sirky 0,5 — 1,0 m od stebla, preto by Sirka ochranného pdsu tento poznatok mala
reSpektovat. Avsak v praxi sa nam osveddilo vysievat ovela Sirsi ochranny pas najma z hladiska vaésich



zivocisnych skodcov (zajace, diviacia a srncia zver), ktoré dokaze zachytit a eliminovat tak poskodenie

parciel.

Odporucané rozmery zakladnej parcely v reZzime maloparcelovych pokusov:

Kapusta repkovd prava: 1,25 m x 8 m (zberova plocha: 10 m?)
P3enica ozimna f. letnd: 1,25 m x 8 m (zberové plocha: 10 m?)
Jaémeri jarny: 1,25 m x 8 m (zberova plocha: 10 m?)

Kukurica siata: 3 m x 7 m (zberova plocha: 21 m?)

Cukrova repa: 3 m x 10 m (zberové plocha: 30 m?)

Obr. 6: Letecky pohlad na dva maloparcelové pokusy s ozimnou pSenicou v mierke 1:520, Borovce, 2020

Sucastou polného pokusu je prevadzkovy dennik, ktory obsahuje zakladné Udaje o dizajne a prevadzke
pokusu, udaje o pokusnych variantoch a oSetrovani rastlin:

cielova plodina

GPS suradnice pokusnej lokality

usporiadanie pokusu — pocet variantov a ich popis, pocet opakovani, celkovy pocet parciel
velkost pokusu — rozmery parcely, pocet riadkov na parcele

pédny druh a podny typ

spracovanie pddy — druh operéacie, datum, hibka spracovania pddy

predplodina

sejba a zber — datum

vysevok a nazov odrody alebo hybridu

vyziva a hnojenie — datum, nazov a davka aplikovaného hnojiva, prepocet na Cisté Ziviny
ochrana rastlin — datum, nazov a davka aplikovaného prostriedku, Skodlivy Cinitel
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Zakladanie avedenie maloparcelovych pokusov so SAP prebieha vramci NPPC na Vyskumnom
pracovisku VURV v Borovciach vsulade spravidlami GEP a miestnymi podmienkami. Vietky
agrotechnické operacie, ktoré sa na pokuse vykonaju, su vzdy rovnaké na celej pokusnej ploche vratane
obsevu, aby sa zabezpecila homogenita podmienok. Analogicky sa postupuje aj pri aplikacii hnojiv
a pripravkov na ochranu rastlin. Predsejbové hnojenie sa voli na zaklade predchadzajiceho
agrochemického rozboru pody. Vysevok, hibka aj termin sejby je rovnaky pre vietky varianty. Taktiez
odroda musi byt vzdy rovnaka pre kontrolny variant a vietky testovacie varianty.

Dolezitou sucastou pokusného dennika s meteorologické Gdaje. Meteorologicka stanica by mala byt
lokalizovana ¢o najblizSie k pokusu. NPPC v ramci svojej pokusnej lokality vyuZiva Udaje z vlastnej
stanice v dennom, pripadne aj hodinovom kroku. Detailnej$i prehlad parametrov odporic¢ame pre
obdobie pred sejbou a mesiac az dva mesiace po sejbe (obr. 7). Toto obdobie je z hladiska testovania
klficové pre vsetky plodiny. V neskorsich fazach vegetacného obdobia postacuje aj denny prehlad
priemernych hodndt (obr. 8).

Zakladné meteorologické parametre:

e minimalna a maximalna teplota vzduchu
e priemerna teplota vzduchu
e Uhrn zrazok

Doplnkové meteorologické parametre:

e vlhkost vzduchu

e rychlost vetra

e intenzita slne¢ného Ziarenia alebo PAR
e teplota pody

e vlhkost pody
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Obr. 7: Ukdzka grafu priemernej teploty vzduchu a Uhrnu zrdzok v hodinovom kroku pre monitoring vzchadzania
kapusty repkovej pravej, Borovce, 2021
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Obr. 8: Ukazka grafu minimalnej a maximalnej teploty vzduchu v dennom kroku, kukurica siata, Borovce, 2021

2.1.2. Hodnotenie maloparcelovych pokusov

Do prevadzkového dennika je potrebné zaznamenavat fenologické pozorovania, ktoré popisuju rast
a vyvoj rastlin. Obzvlast dblezité je obdobie po sejbe a monitoring vzchadzania.

Zakladné fenologické pozorovania:

e zaciatok vzchadzania

e 50% vzidenych rastlin

e koniec vzchadzania

e zaciatok kvitnutia

e koniec kvitnutia

e dlka vegetaéného obdobia

Druhovo 3$pecifické fenologické pozorovania:

e zaciatok odnoZovania — pri obilninach
e steblovanie — pri obilninach

e klasenie — pri obilninach

e butonizacia — pri slnecnici rocnej

Zaver Uvodnej Casti prevadzkového dennika tvori zaznam vsetkych terminov ndvstev a kontrol pokusu
a zaroven prehlad znakov, ktoré sa hodnotia pocas vegetacného obdobia. Na zaklade nasich skisenosti
je prinos oSetrenia SAP najvyraznejsi alahko detekovatelny na rdéznych drovniach rastlinného
organizmu v obdobi klicenia a vzchadzania a podla podmienok pretrvava priblizne do dvoch mesiacov
po sejbe. Pokial su porasty v nasledujucich rastovych fazach osetrované rovnako ako kontrola, prinos
a vyhody SAP velmi ¢asto zanikaju. Finalne prirastky na Grode potom mézu aj nemusia byt pritomné.
Preto aj hodnotenie plodin v pokusoch sa zameriava najma na ranné fazy.
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Zakladné sledované znaky aplikovatelné na vsetky plodiny:

e inventarizacia porastov po vzideni — pocet rastlin na jednotku plochy, polna vzchadzavost

e hmotnost suSiny nadzemnej biomasy, korenov, vyska rastlin a hodnotenie vyvoja 10 dni po
kompletnom vzideni

e hmotnost suSiny nadzemnej biomasy, korerov, vyska rastlin a hodnotenie vyvoja 20 dni po
kompletnom vzideni

e vyska rastlin v ¢ase zberu

e hmotnost tisic semien

e Uroda hlavného produktu

Daldie hodnotené znaky pre kukuricu siatu:

e vyska rastlin na 60. den po sejbe

e pocet rastlin pred zberom na jednotku plochy

e pocet Sulkov pred zberom na jednotku plochy

e pocet sterilnych rastlin pred zberom na jednotku plochy
e pocet radov zrn (ks)

e pocet zfn v rade (ks)

Dalie hodnotené znaky pre obilniny:

e pocet odnoZi na rastline
e pocet klasov na jednotku plochy

Daldie hodnotené znaky pre cukrovt repu a kapustu repkovu pravu:

e pocet listov na rastline 60 dni po sejbe

Doplnkové znaky pre oziminy:

e pocet prezimovanych rastlin na jednotku plochy
e redukcia rastlin vyzimovanim

Inventarizacia porastov a monitoring vzchadzania v Uvode vegetdcie je najdblezitejSie a zaroven
najpracnejsSie obdobie. VyzZaduje si CastejSie navstevy porastov, aby bolo moiné identifikovat
a kvantifikovat ¢o najviac zmien na rastlinach, ktoré aplikacia SAP na osivo spbsobuje. Porasty je
potrebné kontrolovat v pravidelnych intervaloch. Pocet rastlin sa hodnoti v strednej ¢asti parcelky vidy
na rovnakom mieste, ktoré sa oznaci kolikom (zaciatok a koniec). Vacsie plastové koly treba po
ukonceni série hodnoteni vybrat. V praxi sa nam vsak na tento ucel osvedcilo pouzivanie drevenych
lekarskych pali¢iek oznacenych reflexnou farbou. Po ukonéeni monitoringu mozu ostat v péde, pretoze
pocas jedného roka sa v pdde rozloZia. Zarovern svojim malym rozmerom nepritahuji pozornost
zajacov, ktoré si potom zvyknu v okoli kolikov znackovat teritérium a vyZierat vzidené rastliny, ¢im
znehodnocuju vysledky pokusu.
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Vzidené rastliny sa pri Sirokoriadkovych plodinach poéitaju na dizke 2 — 3 m aspofi na dvoch riadkoch.
Pri priaznivych podmienkach tieto obyc¢ajne vzchadzaju v kratSom ¢asovom Useku v jednej kompaktnej
vine a vyZaduju 3 — 4 terminy hodnotenia. Obilniny a kapusta repkova pravd sa pocitaju pomocou
droteného Stvorca s hranou 0,5 m a vyZaduju priblizne 4 — 5 terminov hodnotenia, niekedy dokonca aj
viac (obr. 9).

Obr. 9: Monitoring vzchadzania kapusty repkovej pravej, Borovce, 2017

Vysledky hodnotenia sa skontroluji a odstrania sa pripadné chyby. Na predbeiné spracovanie
a jednoduchd vizualizaciu postacuje program Excel (obr.10). Na dalSie spracovanie udajov
matematicko-Statistickymi metédami (T-test, One way ANOVA, HSD-Tukey test, korelacnu analyzu
a iné) odporucame Statisticky program STATGRAPHICS Centurion XVI.

Polna vzchadzavost kukurice siatej (%)

100 ————_
90
80
70
60
50
40 =@=Kontrola
30 —@—SAP - Test 2
20
10
0
— — — — — — — — — —
o o o o o o o o o o
o o o o o o o o o o
o~ o o~ o~ o o~ o~ o o~ o~
A [T n [T} [T n [T} i n [T}
o — o~ [42] < wn (s} ~ [ee] [e)}
— — — — — — — — — —

Obr. 10: Spracovanie vysledkov monitoringu vzchadzania kapusty kukurice siatej, Borovce, 2021
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2.1.3. Obrazova analyza kli¢iacich rastlin

Pri niektorych plodinach je na posudenie velkosti korefiovej sustavy kli¢iacich rastlin mozné pouzit
dvojrozmernl obrazovu analyzu pomocou Imagel ajeho pluginu SmartRoot (Lobet, 2011). Tento
nastroj efektivne eliminuje subjektivitu a pripadné chyby manudlneho merania spo6sobené [udskym
faktorom. Pomocou algoritmov a vzorcov pocita aj doplnkové parametre korefiovej sustavy, ktoré by
v praxi nebolo mozné ziskat manualnym meranim. Tato metdda je invazivna, to znamena, Ze vzorka
odobratych rastlin uz nepokracuje dalej v raste. Je vhodnd najma pre jacmen a pSenicu, pretoze ich
korene su pomerne pevné a lahko sa s nimi manipuluje, s malym rizikom, Ze by doslo k stratdm pocas
spracovania a pripravy vzoriek. Hranicné je pouzitie pre kukuricu siatu, ktord ma krehké a lamavé
korene. V tomto pripade je dolezité zvazit aktualne vlastnosti pddy na pokusnej lokalite. V lahsich
pbdach a relativne suchsich podmienkach je pouZitie mozné. V tazsich alebo vo velmi vihkych pédach
vsak nie je mozné ziskat kompletnu a neposkodenu koreriovu sustavu kukurice siatej. Cukrova repa,
sInecnica rocna a kapusta repkova prava maju velmi jemné a krehké korene a preto pre ne tdto metdda
na identifikaciu zmien spdsobenych SAP nie je vhodna.

Hodnotené parametre na Urovni korefiového systému:

e makroskopicka dizka

e makroskopicky povrch

e makroskopicky objem

e priemernd hrubka

e pocet korerov

e architektdra korenového systému
e hmotnost susiny koreriov

Hodnotené parametre na Urovni stebla:

e dizka stebla
e hmotnost susiny stebla

Vzhladom na ¢asovu narocnost spracovania vzoriek sa odber rastlinného materialu realizuje na malych
rastlinach velmi skoro po sejbe. Idedlne, ked'su kli¢iace rastliny edte pod povrchom pody. Cim neskor
sa odber vykona, tym vacsia je Sanca, Ze korenovy systém bude uz prilis prerasteny a nepodari sa ho
extrahovat cely. Toto ¢asové okno zaroven pokryva ranné obdobie, kedy sa este iné znaky nehodnotia
a pritom vplyv SAPu je uz zrejmy.

Odporucané terminy odberu rastlinného materidlu:

e psenica letna f. ozimna: BBCH 09 (max BBCH 10)
e jacmen jarny: BBCH 09 (max BBCH 10)
e  kukurica siata: BBCH 07

Sposob odberu vzoriek: Pomocou lopatky je potrebné vybrat z pédy celd rastlinu, otriast od hliny, ak
je to mozné a vlozit do uzatvoritelného plastového vrecka. Zasypat trochou vlhkej, najemno nadrolenej
pbdy, aby sa ¢o najviac znizilo riziko vyschnutia korerov. Vytlacit prebyto¢ny vzduch, uzavriet a ulozit
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mimo dosah priameho slne¢ného Ziarenia a dopravit do laboratéria. Na tento Ucéel je mimoriadne
vhodna prenosna chladnicka.

Spracovanie vzorky: Co najskor po odbere nad sitkom premyt vlaznou vodou a vy¢istit od zvy$kov hliny
a nedistot. Jemne vysusit papierovou utierkou tak, aby zo vzoriek nekvapkala voda. Korene viak musia
ostat vihké, aby nezadali vysychat.

Skenovanie: Co najrychlejiie od premytia. Je moZné pouzit oby¢ajny kancelarsky skener s reZzimom
farebného obrazka. Odporuc¢ame zvolit asporn 600 DPI. Vystupom spracovania vzorky je obrazok vo
formate ,,.jpg” (obr. 11). Kazdy musi mat mierku, aby neskér bolo mozné spravit kalibraciu pred
rozborom. Ako pozadie je vhodny matny Cierny papier alebo vykres, nakolko korene su svetlé a treba
ich snimat s kontrastnym pozadim pre spravne fungovanie softvéru. Fotografie nie si vhodné. Je
mozné skenovat celé rastliny aj so steblom. Obcasné prekriZenie korenov alebo stebiel nie je problém.
Veko skenera treba priklopit, aby bol rastlinny material vyrovnany a netvoril viny, ¢o by vytvaralo
chybu. Nasledne sa rastliny rozdelia na steblo a koreriovu cast, vysusia v susicke pri teplote 60°C
a odvazia pre informaciu o susine.

Obr. 11: Snimky kliciacich rastlin jarného ja¢mena (vlavo) a kukurice siatej (vpravo)

Obr. 12: Naskenovany obraz.
Spracovanie do odtieriov Sedej v Imagel.
Vyuzitie pluginu SmartRoot
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Na obrazovu analyzu takto ziskanych snimkov odporiéame vyuZit program Imagel ajeho plugin
SmartRoot. Oba softvéry su volne stiahnutelné. Pre korektny postup analyzy je najprv primdarny obraz
invertovany do odtieriov Sedej. Pre oznacené korene algoritmus vypocita zakladné parametre a ak je
to potrebné, tak umoziiuje vytvorit aj ich vzajomnu hierarchiu, pricom farebne rozliSuje jednotlivé rady
(obr.12). Systém je semi-automaticky a dovoluje kontrolu a zmenu uZivatelovi ak nesuhlasi
s automatickym navrhom systému.

2.2. Poloprevadzkové a prevadzkové polné pokusy

Tento typ polnych pokusov predstavuje poslednu fazu testovania SAP. Zakladaju sa priamo na
druzstvach a farmach standardnymi polnohospodarskymi strojmi, ktoré zvoleny podnik bezne pouziva.
V tejto faze testovania je uz pokusnych ¢lenov malo — obycajne sa zakladnému kontrolnému variantu
porovnava len jeden alebo dva testované varianty, ktoré v predchadzajucich etapach vykazovali
najlepsie vysledky. Testované varianty sa vysievaju na Sirku niekolkych prejazdov sejacky.
Uvrate, okraje a zvy$ok parcely sa oseje kontrolnym variantom. Hranice variantov sa oznacia kolmi. Je
vhodné osadit znacku aj na okraji pozemku v suvislosti s nejakym vyznamnym krajinnym prvkom
(stromy, kry, kandl, most a pod.) pre lahSiu orientaciu v teréne ked' rastliny vyrastu.

V poloprevéadzkovych a prevadzkovych pokusoch (obr. 13) je mozné sledovat a hodnotit rovnaké znaky
ako aj v maloparcelovych. Na detailnejSie hodnotenie porastov agrondmom vacsinou nie je velky
priestor z hladiska ¢asu ani personalnych kapacit. V priebehu rokov sa vSak osvedc¢ila spolupraca
vyskumu s praxou. DruZstvd na svojom pozemku zabezpecuju vysev, prevadzku a zber pokusov
s r6znymi plodinami a NPPC sa stard o hodnotenie rastlin a odber vzoriek pocas vegetdcie. Klucom
k Uspechu v tejto faze je najma komunikacia medzi oboma skupinami.

Obr. 13: Poloprevadzkové pokusy s kukuricou siatou a kapustou repkovou pravou
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3. TESTOVANIE VPLYVU APLIKACIE SAP NA PODNY MIKROBIOM

KedZe v sucasnosti je nevyhnutné, aby akakolvek aplikacia superabsorpénych polymérov do pody, prip.
na osivo, bola z biologického hladiska nezavadna, je potrebné venovat aj tejto €asti naleziti pozornost.
Na studium dopadu aplikacie SAP do pddy na zivotné prostredie je mozné vyuzit metédy molekularne;j
biolégie detegujuce zmeny v spolocenstve rizosférnych mikroorganizmov.

Na rychly skrining mikrobialnej diverzity sa Casto vyuzZiva metdda ARISA (Automated ribosomal
intergenic spacer analysis) s pouZitim univerzalnych primerov pre baktérie a huby (obr. 14). Principom
metddy ARISA je uréenie dizky ITS (Internal transcribed spacer) oblasti, ktora je amplifikovana
pomocou PCR. Ako templat v PCR je pouzita extrahovana DNA z evironmentalnych vzoriek. PouZité
primery su fluorescenéne znacené a amplifikuju vysoko variabilné sekvencie, ktoré sa vyskytuju pri
baktériach aj hubach. Pomocou metddy ARISA je mozné charakterizovat bakteridlne spolocenstva,
kedy je pomocou PCR amplifikovana ITS oblast medzi génmi 16S rDNA a 23S rDNA (B-ARISA). Pri
identifikacii hubovych spolocenstiev (F-ARISA) si amplifikované dve ITS oblasti medzi génmi 18S rDNA—
5,85 rDNA (ITS1) a medzi 5,85 rDNA- 28S rDNA (ITS2) ¢ize tato oblast obsahuje dve ITS oblasti a 5.8S
rDNA gén (ITS1-5,85-ITS2). Data ziskané metddou ARISA umoziuju odhadnut zloZenie spolocenstva,
kde kazdy pik predstavuje jednu OTU jednotku (Operational taxonomic unit) a mézZe reprezentovat
Specificky druh alebo taxdn.
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Obr. 14: Schematicky zaznam jednotlivych krokov ARISA analyzy pouzitim fluorescencne znacenych primerov.
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3.1. Odber rizosférnych vzoriek

Na testovanie Ucinku SAP v pdde je najvhodnejSie analyzovat mikrobialnu diverzitu v rizosfére, ¢o je
tenka vrstva pody na korenoch rastlin s najvacsou mikrobialnou aktivitou v porovnani s okolitou pédou
niekolko centimetrov od koreriov.

Materidl (obr. 15):

e 50 ml skimavky alebo uzatvaratelné vrecka,
e etanol,

e papierové utierky,

e odberova mala lopatka/lyzica, prip. pinzeta
e laboratérne rukavice (volitelné),

e fixka na popisovanie

Obr. 15: Pomdcky potrebné k odberu rizosférnych vzoriek.

Poznamky k samotnému odberu:

e Jeden variant vo viacerych opakovaniach je mozné odoberat kontinuélne bez potreby premytia
nastrojov etanolom.

e Pri prechode z jedného variantu do druhého je potrebné odberovu lopatku/lyZicu a ruky
premyt etanolom a utriet papierovou vreckovkou do sucha.

e Vidy sa odoberd kontrolny variant bez oSetrenia ako prvy.

e Vzorky po odbere je potrebné uchovavat v chladni¢ke v tmavom obale a zabezpedit izolaciu
DNA ¢o najskor

e Oznacenie skumaviek je lubovolné, len je potrebné si zapisat vysvetlenie, ktoré vzorky k akému
variantu a opakovaniu prislichaju.
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Postup (obr. 16):

Z jednej odberovej parcelky (1 variant/1 opakovanie) sa odoberaju 3 nezavislé vzorky nahodne
rozmiestnené, ktoré sa vloZia do 1 skimavky a premiesaju. Za 1 variant bude tolko
samostatnych skimaviek, kolko je opakovani.

Vzorky sa odoberaju do hibky korefiov, pricom sa lopatkou vyhibi jamka a rastlina sa vyberie
z pody. Hlina z koreriov sa strasie do skimavky spolu s ¢astou korefiového systému.

Z jednej parcelky je potrebné odobrat aspori polovicu 50 ml skimavky, t.j. sihrnne z troch
nezavislych odberov v rdmci 1 parcelky.

Pri prechode zjedného variantu do druhého je potrebné odberovu lopatku/lyZicu a ruky
premyt etanolom a utriet papierovou vreckovkou do sucha.
Po odbere vzorky uloZit na +4°C na tmavé miesto a izolovat DNA ¢o najskor.

Obr. 16: Fotografie zachytavajuce odber rizosférnych vzoriek v polnych podmienkach.
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3.2. Izoldcia metagenomickej DNA

Metagenomickd DNA (mgDNA) predstavuje vSetku DNA, ktord sa podarilo vyextrahovat
z environmentalnych vzoriek (v nasom pripade rizosféra). Pri izolacii DNA z pbdy/rizosféry je
najvhodnejsie pouzit niektory komerény kit vzhlfadom na pritomnost kontaminujucich latok v pbde,
ktoré sa pri beznej izolacii tazko odstraruju. Najlepsie skisenosti mame s komerénym kitom DNeasy
PowerSoil Pro Kit od firmy Qiagen. Je délezité sa drzat postupu izolacie podla prilozeného protokolu,
ktory je vidy sucastou kitu. Schematicky zaznam postupu izoldcie mgDNA pomocou tohto kitu je
zndzorneny na obr. 17.
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Obr. 17: Grafickad schéma postupu izolacie mgDNA pomocou kitu DNeasy PowerSoil Pro Kit od firmy Qiagen.

3.3. Polymerazova retazova reakcia (PCR)

Pri ARISA metdde dochadza k amplifikacii ribozomalnej intergénovej oblasti (internal transcribed
spacer, ITS), ktord sa nachadza pri baktéridch medzi génmi kddujicimi 16S rRNA a 23S rRNA. Pri hubach
medzi génmi kédujicimi 185 rRNA a 28S rRNA sa nachadzaju 2 ITS oblasti, ktoré su vzajomne oddelené
5,8S rRNA génom. Tu dochadza k amplifikacii ITS1-5,85-ITS2 oblasti.

Sekvencie a pozicia primerov (obr. 18) amplifikujucich ITS oblast pri baktériach (Cardinale et al., 2004):
e forward primer ITSF: 5'-GTCGTAACAAGGTAGCCGTA-3'
e reverse primer ITSReub: 5'-GCCAAGGCATCCACC-3', primer je na 5° konci fluorescencne
znaceny pomocou FAM
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Obr. 18: Pozicia paru primerov (Cervené sipky) amplifikujicich ITS oblast pri baktériach. Reverse primer je
fluorescenéne znaceny. Velkost rRNA génov pre 16S a 23S zodpoveda velkosti pri E. coli. Primery su
komplementarne k pozicii 1423 az 1443 na 16S rRNA a 36 az 23 na 23S rRNA pri E. coli.

Sekvencie a pozicia primerov (obr. 19) amplifikujucich 1TS1-5,85S-ITS2 oblast pri hubach (Sequerra et
al., 1997):
o forward primer 2234C: 5'-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3', primer je na 5‘ konci fluorescenéne
znaceny pomocou FAM
e reverse primer 3126T: 5'-ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT -3'

Obr. 19: Pozicia paru primerov (Eervené Sipky) amplifikujucich ITS1-5,85-ITS2 oblast pri hubach. Forward primer
je fluorescencne znaceny. Primery pouZité k amplifikacii tejto oblasti predstavuju ,consensus” sekvencie
nachadzajuce sa na 3‘ konci 18S génu a na 5‘ konci 28S génu pri réznych organizmoch.

ZloZenie reakcnej zmesi na PCR (findlny objem 25 pl):

1 x PCR pufor

1,5 mM Mg?

0,25 uM forward primer

0,25 uM reverse primer

0,2 mM dNTP

1 U Tag DNA polymeraza

1 ul DNA extraktu z pody (cca 20 ng/ul)

PCR program:

Pociato¢na denaturacia 95°C 3 min

Denaturacia 94°C 455

Anelacia 60°C 1 min } 35 cyklov
Polymerizacia 72°C 2 min

Konecna polymerizacia 72°C 10 min

Chladenie 4°C -
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3.4. Agardzova elektroforéza

Na vizualizaciu PCR produktu (obr. 20) je vhodné poufZit 1 % agardzovy gél v 0,5 x TBE timivom roztoku
(90 mmol/dm3 Tris — HCI, pH 8,0; 90 mmol/dm?3 HsBOs; 2 mmol/dm?3 EDTA; pH 8,0). Vzorku DNA (5 —
10 pl) zmieSat s 2 pl nanasacieho pufru a naniest do gélu, do ktorého bol pridany ako interkalac¢né
¢inidlo etidium bromid (0,5 pg/ml) pripadne GoldView (4 pl/100 ml gélu). Separacia vzoriek prebieha
v horizontélnej aparatire GNA — 200 (Pharmacia Biotech) pri 2 — 4 V/cm dizky gélu. DNA fragmenty su
detegované na UV lampe pri 254 nm.

1000 bp
800 bp

600 bp

400 bp

200 bp

Obr. 20: Agarézova elektroforéza zobrazujlca variabilnd dizku ITS1-5,85-ITS2 oblasti pri 5 rozliénych hubach
amplifikovanych pomocou primerov 2234C a 3126T. Draha s oznacenim L - ladder, 1 - Ramularia collo-cygni,
2 - Drechslera tritici-repentis, 3 - Cochliobolus sativus, 4 - Pyrenophora teres, 5 - Fusarium graminearum,
NK - egativna kontrola.

3.5. Purifikacia PCR produktov

Na precistenie PCR produktu sa k reakénej zmesi prida 1/10 objemu PCR zmesi 3M octanu sodného
(pH 5,2) a 3 x objem 96% etanolu. Zmes je potrebné silno vortexovat a uloZit na 20 min pri -80°C.
Nasleduje centrifugacia 20 min pri 13 500 rpm. Odstranit supernatant a k peletu pridat 70% etanol
o objeme 250 pl. Centrifugacia vzorky 5 min pri maximalnych otdckach. Po centrifugacii opatrne
odstanit supernatant a po ususeni peletu DNA rozpustit v sterilnej vode.

3.6. Kapilarna elektroforéza

PCR produkty st analyzované pomocou kapilarnej elektroforézy pouzitim automatického sekvenatora
ABI 3100 Prism Avant (Applied Biosystem). Separacia fragmentov prebieha v polyakrylamidovom géli
za denaturacnych podmienok. Velkosti operacnych taxonomickych jednotiek (operational taxonomic
unit, OTU) su determinované pouzitim GeneMapper (Applied Biosystem). ZloZenie zmesi na
fragmentovu analyzu: 9 pl HiDi Formamidu; 0,1 ul Standardu LIZ 1200 a 1 pl DNA. Vysledkom kapildrnej
elektroforézy je elektroforegram (obr. 21).
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Obr. 21: Styri rozne ARISA profily bakteridlnych (A) a hubovych (B) spolocenstiev pochéadzajtcich z rizosférnych
vzoriek.

3.7. Statistické vyhodnotenie vysledkov

Vyhodnotenie vysledkov patri medzi najdolezitejSie kroky ARISA analyzy. Pri zhodnoteni podobnosti
jednotlivych mikrobialnych spoloéenstiev, vznikaju rozsiahle sibory dat a musia byt pouZité rozne
Statistické metddy na ich vyhodnotenie. Jednou z ¢asto pouzivanych Statistickych metdd pri analyzach
mikrobidlnych spolocenstiev je Principal Component Analysis (PCA). PCA, Cize analyza hlavnych
komponentov patri medzi metddy analyzy skrytych vztahov. Metdda sa pouziva vtedy, ked premenné
nemozno logicky rozdelit do dvoch skupin na zavislé a nezavislé. Ciefom je pochopit alebo identifikovat
preco a ako su premenné vzdjomne korelované, Cize ako sa navzdjom ovplyvnuju. Ak si premenné
navzajom korelované, mozno rovnaky objem informacii vystihnit mensim po¢tom premennych —
znizenie dimenzie. Tieto nové premenné su linedrnou kombinaciou povodnych premennych a nazyvaju
sa hlavné komponenty (Principal Component). Vysledkom analyzy je graf, kde hodnoty na osi x a 'y
udavaju percentudlny podiel z celkovej variability. Kazda mikrobidlna komunita je reprezentovana
symbolom (Cislom). Vzdialenost medzi symbolmi udava mieru podobnosti. Z toho vyplyva, Ze symboly
leZiace pri sebe maju podobnu Strukturu spolocenstva ako symboly leZiace dalej od seba. Je potrebné
zdo6raznit, Ze os x udava vyssie percento z celkovej variancie ako os y ¢o znamen4, Ze horizontélna
vzdialenost medzi symbolmi je ovela dbleZitejsia ako vertikalna (obr. 22).
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Obr. 22: Analyza hlavnych komponentov rizosférnych vzoriek bakteridlnych (A) a hubovych (B) spolocenstiev
odoberanych v rokoch 2019 a 2020 z rizosféry kukurice v 2 Stadiach — stadium listov a Stadium zrelosti. Symbol
a farba vyjadruju typ vzorky, pricom kazdé oSetrenie je v troch opakovaniach.
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Daldim spdsobom ako zobrazit podobnosti medzi jednotlivymi mikrobidlnymi spolocenstvami je
klastrova analyza (Cluster analysis, CA) a grafické zobrazenie je vo forme dendrogramu. VSeobecne
pouzivanou metddou je hierarchicka klastrova analyza, v ktorej su klastre formované grupovanim
objektov do vacsich a vacsich klastrov az pokial vsetky objekty nie su ¢lenmi jedného klastru.
Klastrovanie prebieha na zaklade vypoctu genetickej podobnosti. V prevaznej miere sa ako metdda
kombinacie klastrov pouziva UPGMA metdda (Unweighted Pair — Group Method using arithmetic
Averages), ktora definuje vzdialenost medzi dvoma klastrami ako priemer vzdialenosti medzi vsetkymi
parmi objektov, z ktorych 1 objekt paru patri do oboch klastrov. Medzi iné viacrozmerné analyzy, ktoré
sa sice v mensej miere, ale takisto pouZivaju na zobrazenie vzajomnej podobnosti mikrobidlnych
spolocenstiev patria: Factor Analysis (FA, Faktorova analyza), Canonical Correlation Analysis (CCA),
Correspondence Analysis (CA), a i. Aby vSak bolo mozné vykonat tieto viacrozmerné Statistické analyzy,
data musia byt najskor prevedené do tabulky, ktora zobrazuje rézne vzorky (ARISA profily) v zavislosti
na druhu (OTU), ktory v tomto pripade zodpoveda vyske fluorescencie.

Genetickd diverzitu mézeme hodnotit este aj pouzitim réznych indexov diverzity, ako napr. Gini-

Simpson index (Jost, 2006):
1-21= Z(p?)

kde A je Simpsonov index diverzity a p je pomer individualnej vysky piku k suctu vSetkych vySok piku.
Hodnoty tohto indexu sa pohybuju medzi 0 a 1. Cim blizie si hodnoty k &islu 1, tak je velkd
pravdepodobnost, Zze dva ndhodne vybrané jedince prezentuju rozdielny typ skupiny.

Shannonov index diverzity (Shannon, 1948):

H'==) () (np)

Tento index sa beZne pouZiva na charakterizaciu druhovej rozmanitosti v spolo€enstve. Shannon index
diverzity hovori o pravdepodobnosti druhovej identity ndhodne vybraného jedinca.

Pielou evenness index (Pielou, 1966), ktory bol odvodeny od Shannonovho indexu diverzity:
] =H'/H max

kde H'max = In(S), kde S predstavuje celkovy pocet druhov. Hodnoty sa pohybuji medzi 0 a 1, ¢im
blizsie su k 1, tym je vyssia pravdepodobnost vyrovnanosti spolocenstva.
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4. ZAVER

Metodicka prirucka popisuje postupy hodnotenia osiva oSetreného SAP v laboratérnych a polnych
podmienkach s nazornymi ukazkami vysledkov hodnotenia.

Prvym krokom hodnotenia osiva oSetreného SAP su testy kliivosti semien a vzchadzavosti rastlin
v laboratérnych podmienkach v Standardnych vlhkostnych pomeroch a pri navodeni stresu zo sucha.
Ten moéze byt indukovany aplikidciou zniZzenej davky vody alebo pridavkom osmotickych cinidiel
v zalievke, ako su PEG (polyetylénglykol) alebo manitol. Porovnanie osetreného osiva s kontrolnym
variantom (neoSetrenym osivom) umozZriuje analyzovat potencidlny vplyv oSetrenia osiva
superabsorpénym polymérom na kli¢ivost semien/vzchadzavost rastlin v podmienkach stresu, rychlost
klicenia/vzchadzania, priemerny Cas klicenia/vzchadzania, index klic¢ivosti/vzchadzavosti, ako aj dalsie
parametre, napr. dizka vyhonkov (klickov) a korefiov, hmotnost biomasy, podiel vody a susiny
v pletivach. Na laboratérne hodnotenia nadvazuje testovanie osiva v realnych polnych podmienkach,
¢i uz vmaloparcelovych alebo prevadzkovych a poloprevadzkovych pokusoch so zapojenim
pestovatelov z praxe. Popri parametroch hodnotenych v laboratérnych experimentoch, v polnych
podmienkach je mozné hodnotit dalSie parametre, ako st zakladné alebo druhovo S$pecifické
fenologické parametre a kvantitativne a kvalitativhe parametre Urody. Zaujimavé vysledky moéze
priniest i obrazova analyza rastlin v ¢ase ich vzchadzania, ktord umoznuje objektivne posudit velkost
korenovej sustavy kli¢iacich rastlin, na ktord méze mat aplikacia SAP na osivo zasadny vplyv. Pretoze
podmienky kultivacie rastlin v polnych pokusoch nevieme regulovat, vyznamnou sucastou polnych
pokusov je monitorovanie klimatickych podmienok pred a pocas sezény pestovania, ktoré vyznamnou
mierou vplyvaju na prejavy rastlin.

Aplikacia akychkolvek syntetickych latok, akou je aj uvedeny SAP, do pddy vyZaduje posudenie ich
vplyvu na Zivotné prostredie. Na studium dopadu aplikacie SAP do pdody je mozné vyuzit metddy
molekularnej bioldgie detegujice zmeny v spolocenstve mikroorganizmov (baktérii a hab) v rizosfére,
t.j tenkej vrstve pddy, ktorad je v uzkom kontakte s korerimi rastlin. Na rychly skrining mikrobidlnej
diverzity sa ¢asto vyuziva metdda ARISA. Vyhodou tejto metddy je schopnost pomerne lahko ziskat
velké mnoiZstvo dat. Pomocou automatického systému, ktory je dostupny v mnohych laboratériach je
moznost ziskat stovky OTU v priebehu jedného tyzdna. V sicasnosti uz existuju rézne softvéry na
fragmentovd analyzu, ktoré automaticky generuju vystup z elektroforézy do Standardného
Statistického suboru. Kombindcia rychlo ziskanych dat, automatického spracovania informdcii
a Statistickej analyzy robia z tejto metddy UGcinny ndstroj na monitorovanie mikrobidlneho
spoloCenstva v priestore a Case. Tak ako kazda ina metdda, aj ARISA ma niekolko nevyhod. DNA
extrakcia, PCR a elektroforéza, ak nie su spravne prevedené, maju schopnost zanechavat artefakty
a skresluju vysledné OTU. Tieto nevyhody, ale neplatia iba pre ARISA metddu, ale pre vSetky ostatné
metddy, ktoré vyuZivaju izolaciu DNA, PCR aj elektroforézu.
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5. UPLATNENIE METODIKY

Aplikacia SAP na osivo je inovativnou metdédou osetrenia osiva, ktorej ciefom je podporit vzchadzanie
rastlin v obdobiach s nedostatkom vlahy. Vypracované pracovné postupy hodnotenia osiva oSetreného
SAP zahfnaju laboratdorne testy kliivosti semien na filtraénom papieri a vzchadzavosti rastlin
v substrdte, ako ajmetodiku polného hodnotenia v maloparcelovych, poloprevadzkovych
a prevadzkovych pokusoch. Jednotlivé popisované postupy su aplikovatelné pre osivo kapusty
repkovej pravej a obilnin. Metodika tiez popisuje moznosti Studia vplyvu aplikacie SAP na pbédny
ekosystém vyuzitim molekuldarnej metddy ARISA, ktora dokaze identifikovat zmeny v spoloéenstve
baktérii a hub v rizosfére.

Metodicka prirucka je uréend pre firmy zaoberajlce sa pripravou a oSetrenim osiva, stredné Skoly
a univerzity s polnohospodarskym zameranim. Vykonanie laboratérnych experimentov pre
hodnotenie kli¢enia semien/vzchadzania rastlin vyzaduje len zakladnud laboratornu infrastruktiru
a skusenosti. Molekuldrne analyzy mikrobidlneho spolocenstva viak moéZu byt realizované len
v laboratdridch s potrebnym Specializovanym vybavenim. Realizadcia maloparcelovych pokusov
vyzaduje Specidlnu mechanizdciu, odliSnu od beznej pouzivanej polnohospodarskej techniky a personal
so skisenostami a zru¢nostami pri zakladani, vedeni, oSetrovani a hodnoteni pokusov.
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