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Cil metodiky

V souvislosti se vzpominkou na zlaté Casy herbicidi a pifitomnou akcelerujici rezistenci
informace mohou poskytnout potiebny naskok v boji s polnimi plevely. Padni semenna banka
plevelii je mimo jiné indikdtorem kvality regulac¢nich opatfeni. Na druhou stranu je tieba si
uvédomit, ze mezi potenciondlnim a aktudlnim zaplevelenim byva slaba korelace (Cardine et al.,
1996) a data padni semenné banky plevelii slouzi jen letmému vhledu do dynamického sytému

jakym 1 hospodafstvi kulturnich rostlin bezesporu je.

Padni semennou bankou rozumime soubor zivych semen (ve smyslu reproduktivni, tedy
generativni diaspory). Semena se dostavaji do plidni semenné banky nejen z mistni populace, kdy
dojde k jejich dostate¢né produkei, ale také prenosem napf. se statkovymi hnojivy. Semenna banka
uchovava genetickou variabilitu, je ,,evolu¢ni paméti* populace (semena rizného piivodu a stafi).
RozliSujeme piechodnou banku semen, kde diaspory vytrvavaji krat$i dobu nez jeden rok, a trvalou
s delsi dobou zachovéani Zivotaschopnosti. K vyzkumu pldni semenné banky slouzi jednak
extrakéni metody (extraction method), kdy se semena vybiraji z odebranych vzorkti pudy k jejich
nasledné determinaci. Druhym zptsobem jak ziskat ptehled o pltidni semenné bance je kultivacni
metoda (emergence method). Vzorek se umisti do vhodnych podminek ve skleniku, kde obsazena
semena plevelll vzchazeji a jsou ur€ovana. Uziva se téZ kombinace obou postupti, kdy se vzorky
nejprve proplavi ptes sita a vyberou se semena, ktera se kultivuji ve skleniku. VSechny postupy jsou
pomémé pracné, vyzadujici mnoho ¢asu, jsou vSak finanéné relativné nenaroéné. Zadny si
nenarokuje univerzalnost pouziti a pro kazdou studii mize byt ptihodna jind metoda (Forcella et al.,

2003). To plati i o zptisobu odbéru vzorkl pudy.

V prubéhu feSeni projektu CZ.1.07/2.3.00/30,0011 ,,Zkvalitnéni lidskych zdroja v
aplikovaném zemédélském vyzkumu v oblasti udrzitelné produkce obilovin® byla hodnocena ptidni
semenna banka plevelll u dlouhodobych polnich pokust. Na zavér metodiky jsou vysledky studie
predstaveny. Odbér vzorkl pidy a vysledky z nésledné extrakce semen pleveld jsou podkladem pro

dalsi studium, které zahrnuje i informaci o aktudlnim zapleveleni.

Cilem ptedkladané metodiky bylo vypracovat a popsat detailni postup odbéru vzorka pidni
semenné banky plevelll s naslednou extrakci semen a jejich zhodnocenim. Diskutovana jsou témata
jako terminy a zplsob odbéru, pocet sond, uchovavani vzorki, vlastni extrakce vzorkil, ur¢ovani
zivotaschopnosti semen, determinace druhtl, interpretace vysledkl. V neposledni fad¢ je podano

srovnani s dal§imi zptsoby provedeni studia ptidni semenné banky plevelda.



Vlastni popis metodiky

Odbeér vzorku

Terminy odbéru

Odbér vzorka by mél byt uskuteénén s ohledem na mozné srovnani aktudlniho zapleveleni,
tedy po dozrani a opadu semen. V uvahu je tieba brat téZ zpracovani ptudy, kdy naptiklad s orbou
dochdzi k zapracovani semen do vétSich hloubek. Odbér obvykle provadime tésné pred jarnim setim
plodiny. I z organizac¢niho hlediska se jevi ¢asné jaro jako nejvhodnéjsi termin odbéru. Pti ranéjSich
terminech odbéru je tfeba pocitat se ztratou semen béhem zimy. Jestlize planujeme opakovana

meéfeni stejnd doba odbéru je samoziejmosti.

Rozmisténi odbéru vzorkua

Obecné se semena plevelll nachazeji v nepravidelném rozmisténi s tendenci shlukovat se na
nekolika malo mistech. Pro zachyceni nejvérohodnéjSiho obrazu nepouzivame nihodné, ale
vhodng;jsi systematické (napf. &tvercova sit’) rozmisténi vzorki (Ambrosio et al., 2004). Ctverce by
mély byt umistény v zavislosti na typu studie, tedy nezkoumame-li vliv okolni vegetace, ve stiedu
nahodné rozmisténi. Pii zvazovani po¢tu a velikosti (objem vzorku v ¢cm’, hmotnost) ptidnich sond
bereme v tvahu hustotu semen. Jestlize se semena vyskytuji ziidka, snadnéji dosdhneme piesnosti
pouzitim vétSich sond s méné opakovanim. Pfi vySSich hustotich semen byva pozadovana piesnost

dosazena i s mens$im poctem sond.

Pocet a velikost vzorku

Odebirame dil¢i vzorky ornice (vpichy sondovaci ty¢i) ty pak z jedné sledované plochy
smichédme a z takto vzniklého zakladniho vzorku odebereme prumérné vzorky pro analyzu. Celkova
hmotnost dil¢ich vzorkl na plochu se vétSinou pohybuje kolem 3-4 kg Cerstvé zeminy a pramérné
vzorky (obvykle z 10 dil¢ich) se odebiraji tf1i o hmotnosti zhruba 350 g Cerstvé zeminy. Ze vzorkl
se vytfidi vétsi kameny a plida se rozdrobi. V objemovych jednotkéach je to 500 - 600 cm® na 1 ha
orné¢ pudy pfi stanoveni na velkych plochach. Jiné prameny doporucuji hmotnost jednoho

primérného vzorku (celkem analyzujeme dva) pro analyzy 500 g na vzduchu vyschlé zeminy.



Vysledky piepoéteme pies kruhovou zédkladnu sondy na 1m? nebo pracujeme-li s vyschlou

zeminou, jak uvadi (Smutny et al., 2002), pomoci koeficientu C.
C=10000.2.0v/g

h = hloubka odbéru dil¢ich vzorkt (cm)

O, = objemova hmotnost redukovana (zeminy, g.cm™)

g = hmotnost primérného vzorku

Z praktického hlediska se doporucuje sonda s primérem 5 cm a hloubkou 20 cm nebo s
ohledem na hloubku mozné orby az 30 cm. Pocet sond pak uvadi tabulka, tedy pti pozadované

presnosti (odvozena z piedchozich studii) D = 0,3 a odhadovaném poc¢tu semen 5 000 na m? je to 8

nam tedy udava vyssi pravdépodobnost spravného odhadu skutecnych hodnot poctu semen v ptdé.

Na téz8ich ptidach je vhodnéjsi pouzit vétsiho pruméru sondy.

Tabulka 1 Odhadovany pocet semen ve zkoumané plose a pocet sond s priimérem 5 cm pri ruzné
pozadované presnosti

Pocet semenna 1 me Pozadovana piesnost (D)

0,2 0,3 0,4 0,5
10 716 318 179 115
50 277 123 69 44

100 184 82 46 29
500 71 32 18 11

1000 47 21 12

5000 18 8 5

10000 12 5 3 2

Pocty a velikosti vzorka jsou tedy zavislé na typu studie, pro kazdou mtize byt dostacujici a

z praktického hlediska vhodny jiny pfistup (Mickelson et al., 2003).
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Obr. 1 Pudni sondy ke studiu semenné banky plevelii
Rozbor vzorki

Kultiva¢ni metoda (emergence method)

Tato metoda vyzaduje oproti ndsledné podrobnéji popsané extrakéni metod¢ daleko vice Casu a je
narocnéjsi 1 z hlediska potfebného prostoru, dosazené vysledky maji vSak vétsi spolehlivost.
(Forcela et al., 2003). Odebrané vzorky se ulozi do chladu a temna. Vzorky se promyji pies sita o
tloustkdch 4 mm — 0,2 mm. Ve skleniku se zbytek ze sit zbaveny vétSich neorganickych casti
rozprostie na vrstvu perlitu (Argex) se substratem a zakryje se vrstvou raseliny o tloust’ce 4 mm (De
Cauwer et al., 2010). K odbourani dormance semen se doporucuje v 1ét¢ po dobu dvou tydni snizit
zavlahu. V zimnim obdobi nechame teplotu klesnout pod bod mrazu, opét z divodu odbourani

dormance. Vyklicené rostliny se urcuji a odebiraji po dobu 12 mésicii.

Priprava vzorku pro extrakéni metodu

Vzorky plidy nechdme proschnout a skladujeme v suchu nebo - jak je vétSinou obvyklé v
praxi - uchovavame s ptuvodni vlhkosti v temnu v chladnicce pifi 4 °C. Pfed zapocetim vlastni

extrakce semen nechame vzorky zeminy vylouhovat v kddince s vodou na 24 hod.

Extrakce semen

Semena jsou oddé€lena od zeminy promyvanim na soustavé sit s nejmensi velikosti ok 0,2
mm nebo se také pouziva floatacni metody (Tsuyuzaki, 1994). K podstatné rychlejSimu rozmélnéni
a promyti zeminy se pouziva tfepaci zafizeni s pfivodem vody napf. Analysette (Smutny et al.,

2002). Vzorky v tomto pfistroji nechame tfepat a promyvat obvykle 30 min. pfi stiednich otaCkach
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v zévislosti na typu zeminy, jilovitéj$i pady zpracovavame déle, tedy do té doby, az se odplavi
vSechny ¢astice mensi nez 0,2 mm (odtékajici voda je naprosto ¢ird). Usazeniny na jednotlivych
sitech uloZime k vyschnuti na filtranim papiru. Kromé zmifiovaného pfistroje lze pouzit i textilie

(Mesgaran et al., 2007).

Vybér a ur€ovani semen z vyplaveného vzorku v nékterych ptipadech ztéZuje obsah pisku.
Specificky leh¢i organické castice (vEetné semen) mizeme oddélit od anorganického podilu pomoci
kapaliny o vétsi specifické hmotnosti. Obvykle se pouziva chlorid uhli¢ity (tetrachlormethan) o
specifické hmotnosti 1,59. Pozor! Je zatfazen do kategorie ,ostatni jedy*“. Vyschld zemina =z
filtracnich papirti se vlozi do roztoku tetrachlormethanu s vodou v poméru 1:1, kde se obsah
promicha. Leh¢i podil, véetné semen, vyplave na hladinu, mineralni ¢astice klesaji ke dnu. Plovouci
¢ast vzorku odlijeme na filtr, pfiddme tetrachlormethan a postup opakujeme. Filtrovany
tetrachlormethan mizeme znovu pouzit. Luschei et al. (1998) vSak upozoriiuji na piipadné

ovlivnéni kli¢ivosti a Zivotaschopnosti semen touto latkou a vlastnim extrakénim procesem.

.

Obr. 2 Pristroj Analysette® k extrahovani semen plevelii ze vzorkii piidy

Vybér a determinace semen

Z proschlych ¢astic na filtraénim papiru se pomoci lupy nebo binokuldru, pinzety a
preparacni jehly vybiraji a urcuji semena jednotlivych druhti. K urovani druhi slouzi obrazové
atlasy (Heinisch et al., 1955, Lhotské et al., 1985 Lhotska 1957) nebo internetové stranky (napf.
http://seeds.eldoc.ub.rug.nl/ ), kde je potteba znat diivéryhodnost zdroje.



http://seeds.eldoc.ub.rug.nl/

Obr. 3 Binokular slouzici k urcovani semen plevelit

Test Zivotaschopnosti semen

Semena nemusi byt kli¢iva bud’ trvale (embryo je rozruseno) nebo docasné (embryo je ve
stavu klidu tzv. semena dormantni). Pouze semena, kterd se vizualné jevi zdrava a nepoSkozena,
zapocitavame a urcujeme. Mimo toto hodnoceni se obvykle pouziva pinzety k lehkému zmacknuti
tzv. ,,seed crushing test®. Dal§i moZnosti, jak zjistit Zivotaschopnost semen, je tetrazolium testem.
Semena se nafiznou a barvi. Peters ed. (2000) uvadi podrobny postup. Sawma et al. (2002)
srovnavajici tetrazolium test a zmacknuti zjistil lehké nadhodnoceni testu zmacknutim, nebylo vSak
statisticky vyznamné pro vétsi soubor rozdilnych semen . Zuluaga et al. (2004) vSak upozornuje, ze
statisticky vyznamné ¢ast semen hodnocena zmacknutim jako nezivotaschopnd, kli¢ila. Vybrana
semena muzeme samoziejmé nechat naklicit, to se ale z ispornych diivodl neprovadi, jestlize jsme

se uz jednou rozhodli pro extrakéni metodu na zacatku studie.

Obr. 4 Extrahovana semena plevele Silenky nocni (Silene noctiflora)



Interpretace vysledki

Univerzalnim zptsobem, jak 1épe porozumét dynamice pidni semenné banky pleveld, je
opakovat méfeni. Srovnani aktualniho a potencionalniho zapleveleni - tedy sbér dat pokryvnosti a
poctu jednotlivych druhli vzchéazejicich plevelti na mistech odbéru piidnich vzorkli - umozni rovnéz
ptesnéjsi vyklad. Dobrym piikladem, jak vyuzit informace vztahujici se k pidni semenné bance
plevell, je prace Liebmana et al. (2014), kde bylo dokonce pouzito imitace semen k lepSimu
pochopeni osudu téch zivych. Dalsi kapitolou je zkombinovani studia vlivu herbicidd, stiidani
plodin nebo zptsobu hnojeni na spolecenstvo ptidni semenné banky plevelii. Studiem potencialniho
zapleveli zjistime zdsobu semen v pltidni semenné bance. Dostaneme tak jakysi naskok v kontrole
zapleveleni. Musime vSak brat ohled na to, Ze mnoZstvi semen v pidé pak diky dormanci a mnoha
dalSich vlivii nemusi s aktuadlnim zaplevelenim korespondovat. Piesto je informace o potencialnim
zapleveleni uzitecna. Jabbour et al., (2014) uvadi ze informovanéjsi zeméd¢lci maji méné problémd s

kontrolou pleveli.
Pripadova studie

Padni semenna banka plevelti byla hodnocena u dlouhodobych polnich pokusii. Zkouména
byla monokultura jarniho jeCmene (zaloZena r. 1970) a monokultura ozimé pSenice (zal. r. 1972),
ob¢ s variantami hnojeni: zaordvka slamy, zaordvka sldmy + zelené hnojeni, zelené hnojeni a
kontrolou bez organického hnojeni. Studie byla provedena i na norfolském osevnim postupu (zal. r.
1970, sled plodin - jetel lu¢ni, pSenice 0zimd, cukrovka nebo krmna fepa, je€men jarni), ktery slouZzi
obéma monokulturam jako srovnavaci standard. Pidnim typem je ¢ernozem hnédozemni s obsahem

40% jilovitych a 15% piscitych castic s maximalni hloubkou orby 20 cm.

Odbér byl proveden na zacatku dubna v obdélniku 5 x 1 m uprostied kazdé subplochy (35 x
50 m). K odbéru bylo pouzito sondy (primér 3,5 cm) do hloubky 20 cm. Z 10 dil¢ich vzorki z
kazdé plochy se po promiseni, a ve stejny Cas, odebraly tfi primérné vzorky s hmotnosti cerstvé

zeminy 350 g.
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Vzorky plidy byly uchovdny s pivodni vlhkosti v temnu v chladni¢ce pii 4 °C. Pied
zapocetim vlastni extrakce semen se nechaly vzorky zeminy vylouhovat v kadince s vodou po dobu
24 hod. K rozmélnéni a promyti zeminy bylo pouzito tfepaci zafizeni s pfivodem vody — Analysette
3. Vzorky se v pfistroji nechaly tfepat a promyvat 30 min. pii stftednich otd¢kach. Usazeniny na
jednotlivych sitech se ulozily k vyschnuti na filtracnim papiru. Z proschlych ¢astic na filtracnim
papiru se pomoci binokularu, pinzety a preparacni jehly vybraly a urovaly semena jednotlivych
druhti. Byla zapocitdvana jen semena zivotaschopna. Vysledky shrnuje tabulka a graf s

piepocitanymi pocty semen.

Tabulka 2 Pocty semen (na 1 m’) pro nalezeny druh ve tiech zkoumanych agrosystémech;
monokultury jarniho jeCmene a ozimé psSenice s variantami hnojeni: zaoravka slamy (A), zaordavka
slamy + zelené hnojeni (B), zelené hnojeni (C), kontrola bez organického hnojeni (D). Norfolsky
osevni postup s poradim plodin: jetel lucni (A), pSenice ozima (B), cukrovka nebo krmna repa (C),
jecmen jarni (D).

Monokultura je¢mene Monokultura pSenice Norfolk

Druh / Management A B C D A B C D A B C D
Amaranthus retroflexus 518 3453 6130 9238 15626
Capsela bursa pastoris 518 1899
Cirsium arvense 259
Echinochloa crus-galli 432 86 518 259 259 259 259 1813 130
Fallopia convolvulus 432 648 64
Chenopodium album 97
Lamium amplexicaule 345 86 173 389
Polygonum aviculare 173 86 70 64 432 173 86
Polygonum lapathifolium 345 259 173 173 86
Silene noctiflora 389
Thlaspi arvense T T
Veronica hederifolia 86 86 136 432 86 173
Veronica persica 259 432
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Obr. 5 Celkovy pocet semen (Seeds) na 1 m’ ve trech zkoumanych agrosystémech; monokultury
jarniho jecmene (Barley mon.) a ozimé psenice (Wheat mon.) s variantami hnojeni (Management):
zaoravka slamy (A), zaoravka slamy + zelené hnojeni (B), zelené hnojeni (C), kontrola bez
organického hnojeni (D). Norfolsky osevni postup s poradim plodin: jetel lucni (4), pSenice ozima
(B), cukrovka nebo krmna repa (C), jecmen jarni (D). Statisticky vyznamné rozdily mezi variantami
vypocitané pomoci jednocestné ANOVy jsou znaceny na hladinach vyznamnosti 0.05 (*), 0.01 (**) ,
0.001 (***). Pri oznaceni ,,n.s. " neni rozdil statisticky prikazny v danych hladinach vyznamnosti.
Malymi pismeny je znacena rozdilnost variant.

Z vysledkt vyplyva pro Norfolsky osevni postup vysoka hustota semen a to zejména laskavce.
Tento agrosystém je obecné nachylnéjsi k zapleveleni v disledku neuplatiiovani herbicidni ochrany
u krmné fepy. Monokultura ozimé pSenice se ukazala jako nejchudsi, at’ uz vlivem zpiisobu pouziti
herbicidi ¢i vysokymi davkami hnojiv nebo naopak zivinové pfili§ chudou pidou v kontrole.
Podobny trend nebyl u monokultury jarniho je¢mene zaznamenan, naopak prikazné¢ vyssi hustota
semen byla zaznamenana v kontrole a v dilci kde byla aplikovana zaoravka slamy a zelené hnojeni.

Data z odbérti pilotni studie budou pouzita jako podklad pro dalsi sméfovani vyzkumu.
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