Streda, T., Roznovsky, J. (eds): Monitorovani pfirodnich procesu. Lednice 12.-13.9. 2018
ISBN 978-80-7509-570-1, 978-80-87361-86-3. MENDELU, VUMOP, v.v.i. , 2018

Metody pro fenotypizaci koieni rostlin z polnich podminek

Methods for root system phenotyping in field conditions
Tomds Stieda™, Jan Haberle®, Jana KlimeSovd', Pavel Svoboda®, Hana Stitedovd'*
Mendelova univerzita v Brné*, Cesky hydrometeorologicky vistav?, Vyzkumny vistav rostlinné

vyroby, v.v. il

Abstrakt

Cilem ¢lanku je detailni popis metod, vhodnych pro: (i) hodnoceni relativni velikosti
kofenového systému rostlin in situ pomoci méfeni elektrické kapacity kotenti, (ii) odbér
vzorki kofenového systému rostlin pomoci piimé metody soil-core, ktera umoziuje
hodnoceni architektury kofenového systému, (iii) nasledné hodnoceni parametri kofenového
systému pomoci digitalni analyzy obrazu. Popsané metody hodnoceni kofenového systému
rostlin v polnich podminkach jsou vyuzitelné v zemédélském vyzkumu a Slechtitelské praxi
pro fenotypizaci kofenového systému rostlin. Zavazné postupy vSak nebyly doposud
publikovany.
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Abstract

The aim of the paper is to bring a detail description of methods applied for: (i) evaluation of
relative root system size in situ by its electrical capacity, (ii) sampling of roots by soil-core
method which enables evaluation of root system architecture, (iii) subsequent evaluation of
root system parameters with digital image analyses. The methods are applicable in
agricultural research and breeding for phenotypization of root system. Binding procedures
were not published yet.

Keywords: plant roots, electrical capacitance, soil-core, digital image analysis, WinRHIZO

Uvod

Vétsi kofenovy systém umoziuje lepsi vyuziti zivin z pidy, a tudiz mensi kontaminaci
prostfedi nevyuzitymi zivinami, hlavné dusikem a fosforem (Gewin, 2010). K zdmérnému
Slechténi napf. na toleranci k suchu je tfeba precizné identifikovat vhodné fenotypy.
Kvantitativni znaky, charakterizujici kofenovy systém, jako je délka, plocha, hmotnost,

hustota prokotenéni, hloubka pronikani kofenti a primér kotent, jsou genotypové vazany, ale



zaroven ovlivnény prostiedim. Je tak nesnadné predvidat nebo modelovat jejich chovani.
Adaptabilita umoziuje rostlin€ optimalizovat ndklady vynalozené¢ na tvorbu a udrzovani
kofenového systému s piistupem k vod€¢ a zivindm. Otazkou je, na ktery znak by méli
Slechtitelé selektovat, cht&ji-li ziskat k suchu tolerantni material. Naptiklad, hluboce kofenici
odridy mohou byt tspésné v suchych letech na ptidach s vyssi hladinou podzemni vody. Také
topologie kotenového systému, napt. rizné uhly vétveni zarodeénych kotfenti u pSenice
(Manschadi, 2006) maji vztah k ucinnosti pfijmu vody. Fitter (2002) uvadi, ze vySsi
schopnost kofenti ziskavat ziviny naznacuji vysoké hodnoty SRL (specific root length; délka
kotene na jednotku hmotnosti kotene).

Udaje o distribuci kofent byly vyuZity pro vypodet rizika ztrat dusiku vyplavenim nitrata.
S vyuzitim jednoduchého modelu, dat o srazkach a vlastnostech ptdy, které jsou dostupné in
farms, byl zpracovan on-line expertni systém pro predikci rizika vyplaveni v provoznich
podminkach (Haberle et al., 2009, www.nitrat.cz). Udaje o hloubce kofent ziskané pomoci
soil-core metody byly vyuzity i pro zvySeni Gspé$nosti simulace vyplaveni dusiku (napf.
Haberle and Kas, 2012) a modelovani dopada sucha (napt. Svoboda et al., 2014). Na zakladé
udaji o hloubce kofenti byl vytvofen on-line expertni systém pro vypocet bilance vody a
odhad nastupu stresu sucha u hlavnich plodin v provoznich podminkach (Haberle et al., 2015,
Haberle a Svoboda, 2015).

Pro experimentalni hodnoceni vlastnosti kofenti je aplikovano Siroké spektrum metod (Smit et
al., 2010). Kazdd metoda ma své vyhody i nedostatky. Pfi vybéru metody musi byt
respektovano Siroké spektrum faktort a hledisek (cil sledovani, charakter zkoumanych znakd,
prostiedi — pole versus laboratof, finan¢ni a technickd naroCnost, Casové a personalni
kapacity). Idealni metoda pro hodnoceni kofenového systému by méla umoznovat ziskani
podrobné charakteristiky Sirokého spektra jeho parametrli pii dostatecné vysokém poctu
meéteni. Bohuzel, univerzalni, levnd, spolehlivd a rychld metoda, kombinujici méteni
morfologickych, fyziologickych, kvantitativnich a kvalitativnich vlastnosti kofenového
systému V polnich experimentech prozatim neni znama.

Obecné se pfi hodnoceni kotfenového systému v S$irSi mife uplatiuje nékolik zakladnich
skupin metod: (i) metody exkavac¢ni, podobné jako v archeologii (metody destruktivni —
méteni na stejné rostling jiz nelze opakovat; povéstné svou ¢asovou narocnosti a pracnosti);
hodnoceni probiha pfimo na misté rastu rostliny, (ii) metody pudnich bloka (metody ex situ;
vyjimani blokt pudy rtzné velikosti z pidniho profilu; ¢asové a pracovné naro¢né; metody
destruktivni — meéfeni na stejné rostliné jiz nelze opakovat; umoziiuji hodnoceni

morfologickych parametri kfenového systému), hodnoceni vzorkd probiha v laborafi, (iii)



metody zobrazovaci (metody in situ, napf. pocitatova tomografiec CT, rentgen RTG,
magneticka rezonance MR, etc.), (iv) metody elektrické — metoda méfeni elektrické kapacity
nebo impedance (metody in situ, podrobngji specifikovano dale v textu), (v) root windows,
rhizoboxy, minirhizotrony and rhizotrony (metody in situ, rizné velké sklenéné nebo plastové

nadoby pro péstovani rostlin, ur¢ené specialné pro vyzkum kofenového systému).

Standardizace nepiimé metody — méreni elektrické kapacity kofenu

Popis metody

Progresivni, technicky, finan¢n€, pracovné a ¢asové nenaro¢nou in situ metodou je méfeni
velikosti kofenového systému prostfednictvim jeho elektrické kapacity (Chloupek, 1972)
nebo méfeni elektrické impedance. Unikatni metoda byla vyvinuta (Chloupek, 1972) a v
posledni dekadé je intenzivné rozvijena (Chloupek et al., 2010; Stieda et al., 2012; Stfeda a
Chloupek, 2013; Svacina et al., 2014; Hefmanska et al., 2015, etc.) na Ustavu péstovani,
Slechténi rostlin a rostlinolékatstvi Mendelovy univerzity v Brn€. Neni znama jind polni
metoda pro opakované hodnoceni stejné rostliny v riiznych vyvojovych stadiich S moznosti
sklizné semen z vybranych rostlin. To je dulezity ptedpoklad pro uspé$né a praktické
Slechténi. Nevyhodou muze byt ovlivnéni métenych vysledkti padnimi vlastnostmi a

nemoznost pfimo hodnotit morfologické parametry kotfenového systému.

Hlavni zasady (standardizace) méreni elektrické kapacity kofreni

Na zaklad¢ dlouholetych zkuSenosti autori vyplyva, ze dosaZeni korektnich vysledku a jejich
interpretace, je mozné pouze pii dodrzeni nize specifikovanych zasad. Technicky popis
ptistrojového vybaveni je uveden v certifikované metodice Stieda a KlimeSova (2016).

1. Bezproblémové je pouze srovnani hodnot namétenych u rostlin téhoz druhu (napf. v ramci
Triticum aestivum L.). Nelze srovnavat rozdily mezi druhy ani uvnitt jedné Celedi (tj. rozdily
napft. Triticum aestivum L. versus Hordeum vulgare L.). Rizné odrudy téhoz druhu je mozné
srovnavat, pokud jsou morfologicky podobné a maji podobnou rychlost vyvoje.

2. Pii méfeni elektrické kapacity kofent by mély byt v den méfeni rostliny v pfiblizné stejné
rastové fazi. Nékolikadenni rozdil v ranosti odrid neni problém. Kofenovy systém roste
intenzivnéji ve vegetativni fazi rustu. Diference v ranosti jsou tak vétSim problémem ve
vegetativni fazi rustu.

3. Povrch stonku métenych rostlin nesmi byt mokry (kapky vody — rosa, dést’), aby méfici
proud nepiechazel i na sousedni rostliny v porostu.

4. Povrch plidy nesmi byt mokry (bezprostiedné po desti; kaluze vody), ale mtize byt vlhky.



5. Bezproblémové je srovnavani diferenci jen mezi rostlinami, které rostou Ve stejném
substratu. To znamena, Zze je mozné srovnavat jen rostliny na jednom pozemku (se stejnymi
zavlahami). Heterogenitu pidnich podminek na pozemku je nutné eliminovat dostate¢nym
poctem opakovani (méfeni rostlin na vice pokusnych parcelach ¢i na riznych mistech na
pokusném pozemku). Neni mozné srovnani hodnot elektrické kapacity kotfenli z pozemku
vyrazné¢ od sebe vzdalenych, s riznymi pudnimi, agrochemickymi a pidné-klimatickymi
podminkami. Se zvysujici se vlhkosti se zvySuje i hodnota elektrické kapacity. Obdobn¢ ma
na hodnoty elektrické kapacity vliv také chemismus pidy — obsah iontl v ptadé.

6. V piipadé¢ hodnoceni nddobovych pokusti je mozné srovnavat jen hodnoty z nadob se
stejnym substratem (napf. pisek), ze stejnych vlahovych a zivinnych rezimti. Neni tedy mozné
srovnavat hodnoty napf. z varianty ,stres suchem® shodnotami z varianty ,,optimalni
zavlaha®, nebo hodnoty z varianty ,,nehnojeno* a ,.hnojeno NPK*. Obdobn¢, pfi hodnoceni
dat elektrické kapacity kofenti z hydroponickych pokusi — srovnani mezi rGzné
koncentrovanymi roztoky nebo roztoky s riznym chemickym slozenim by mohlo poskytnout
zavadejici vysledky.

7. Spolehlivé lze srovnavat jen hodnoty, naméfené ,ve stejny den* (nejlépe v odstupu
maximalné¢ nékolika hodin). V radmci jednoho dne mohou v substratu nastat dramatické
zmény, znemoznujici srovnani hodnot (typicky: hodnoty naméiené pied deSt€ém versus
hodnoty po desti).

8. Dilezitou otazkou je volba relevantni ristové faze pro méfeni elektrické kapacity
kotenového systému, zejména pii hodnoceni souvislosti s vynosem nebo kvalitou produkce.
Pro obilniny doporuc¢ujeme méfeni elektrické kapacity kofent pfiblizné v rustovych fazich
BBCH 36 (BBCH dle Meier, 1997), BBCH 55 a BBCH 71 — 73.

9. Vliv na hodnotu naméfené elektrické kapacity ma vzdalenost mezi elektrodami (elektrodou
vpudé a elektrodou umisténou na rostlin€). Pfi umistovani pidni elektrody je nutné
dodrzovat vzdy stejnou vzdalenost od stonkové elektrody (stonku). Idedlni vzdalenost je 5 —
10 cm.

10. Pozice stonkové elektrody (vzdéalenost od povrchu piidy) musi byt konstantni. S rostouci
vzdalenosti od kofenil nariista rezistence a klesé kapacita. Pti pfipeviiovani elektrody je proto
nutné dodrZovat stejnou, co mozna nejmensi vzdalenost od kotfent (Dalton, 1995).

11. Idealni je zalozit porost do pravidelnych vzdalenosti (napi. obilniny 0,125 x 0,05 metru).
Uvedena varianta je komfortnéjs$i a nedochazi pii ni k poskozeni sousednich rostlin. Mozné a

ovétené je vsak 1 méfeni v normalné zaloZenych porostech (fadkovy vysev pii bézné hustoté



porostu). Nicmén¢, v ptipadé opakovaného méfeni, je nutné odlisit (oznacit) méfené rostliny
od ostatnich.

12. Pro méfeni je pouzivdna souprava na meéfeni velikosti kofenového systému pomoci
elektrické kapacity (Stfeda a Chloupek, 2013), ktera sestava z digitalniho LCR multimetru,
bézné pouzivaného napi. pro méfeni kapacity kondenzatora. LCR multimetr je spojen s
elektricky vodivou elektrodou (ptadni elektroda) a s elektricky vodivymi klestémi (stonkova
elektroda). Alternativné muze byt misto klesti jako stonkova elektroda pouzita jehla (napt. pro
méfeni Beta vulgaris, Brassica napus, etc.). Parametry LCR multimetru: méfici frekvence 1
kHz, paralelni rezim zapojeni (C,), méfeni v jednotkach nF (nanofarady). Obecné se
namétené hodnoty pohybuji v rozsahu nékolik desetin az jednotek nanofaradt. Pro uvedené
méteni Ize pouzit komeréni pfistroje, napt. univerzalni LCR multimetr ESCORT ELC-131D,
nebo EXTECH 380193 ¢i VOLTCRAFT LCR 4080.

13. Konstrukce méficich elektrod ma vliv na hodnoty elektrické kapacity kotfenl. Pro
hodnoceni diferenci v rdmci jednoho méfeni je nutné pouzit hodnoty jen z jedné soupravy pro
meéteni kofend.

14. Jednu elektrodu (kovové klesté pro obilniny, vojtésku apod.) nebo jehlu (pro vzrostlou
slunec¢nici, kukufici, fepku, mrkev, fepu apod.), je nutné umistit na bazi stonku rostliny (1 — 5
cm nad zemi, bez kontaktu s povrchem pudy). V piipadé obilnin je nezbytné do klesti zachytit
i odnoZe (protoze nebyvaji vzdy vodivé spojeny). Druha elektroda (ptdni elektroda) musi byt
zasunuta do plidy do hloubky asi 10 cm, vzdy do stejné hloubky a stejné vzdalenosti od
métené rostliny. Hloubéji umisténd zemnici elektroda zvysi méfenou kapacitu kofenového
systému, v dasledku vétsi kontaktni plochy mezi elektrodou a ptadou.

15. Je nutné vzdy provést méteni elektrické kapacity kofenového systému nejméné desitek
jedinct (pro zajisténi dostatetné vypovidaci hodnoty vysledku pii vzajemném srovnavani
odrud). Minimalni pocet métenych jedinct zavisi na variabilité¢ ptidnich podminek, variabilité
povrchu pozemku, na biologickych vlastnostech druhu (uniformité). Miru variability je
vhodné stanovit pfipravnym méfenim pied zahajenim samotného hlavniho méfeni. Pro
obilniny ze standardnich maloparcelovych pokust je minimem pro méfeni 30 rostlin jednoho
genotypu (minimalné métici mista v porostu krat 10 rostlin). Je ziejmé, Ze s rostoucim poctem
meétenych rostlin (vice opakovani, vice zmétenych jedinch v opakovani) klesd vliv pokusné
chyby a roste vypovidaci hodnota vysledku.

16. Diference mezi genotypy lze hodnotit (i) zvlast’ v jednotlivych terminech méfeni (mezi

genotypy existuji rozdily v rychlosti nardstu kofenové biomasy), nebo (ii) jako primérnou



hodnotu za vSechna méfeni (primérnd hodnota reprezentuje velikost kofenového systému
genotypu v prib¢hu delsi etapy vegetace).

17. Mnohokrat byly prokdzany a publikovany vazby mezi hodnotou elektrické kapacity
kofent a hmotnosti, délkou, povrchem nebo objemem kotfenového systému. Nicméné, hlavni
vyhodou metody je moznost méfit tisice rostlin denné, a to opakované béhem vegetace. To je
idealni pro porovnani genotypu a pro selekci v prubéhu Slechténi. Odvozovani morfologie

kofenového systému neni mozné (Dietrich et al., 2013).
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Obr. 1: Méfeni elektrické kapacity kofend riiznych plodin — varianta s klestémi

V ramci bilateralni spoluprace AKTION Ceskéa republika — Rakousko, byl na Mendelové
univerzité v Brné a University of Natural Resources and Life Sciences, Vienna feSen projekt
,»Root System as a Factor of Yield Formation and Quality of Barley and Oilseed Rape*. Cilem
projektu byla, mimo jiné, validace dvou pouzivanych metod méfeni velikosti kofenového
systému (nepfima metoda méfeni elektrické kapacity a pfima metoda soil-core). Zjistény byly
statisticky priikazné vztahy mezi hodnotami elektrické kapacity a hmotnosti, plochou a
objemem kotfenového systému. Ob¢ metody byly precizovany a v soucasnosti jsou vyuzivany

pro ucely zemédélského vyzkumu a Slechténi.



Standardizace piimé metody — Odbér a hodnoceni kofenového systému rostlin metodou
soil-core s naslednym hodnocenim digitalni analyzou obrazu

Popis metody

VétSina pracovnich ukont soil-core metody je provadéna ru¢né. Vysledky tak mohou byt
ovlivnény vlivem lidského faktoru. Chyby pii odbéru, prani a ¢isténi vzorkd mohou
znehodnotit vysledky. Proto jsou nize definovany zasady odbéru vzorkid, metody cisténi a
konzervace kotent, méfeni délky a dalSich parametr kotent, véetné vyuziti digitalni analyzy
obrazu.

Princip metody spo¢iva v ziskani pudniho vzorku s vyuzitim sondy, prani vzorku a separaci
pfitomnych kofenid. Pro kvantitativni a kvalitativni hodnoceni kofenti (hmotnost, délka,
pramér, pocet kofenovych Spicek atd.) je pak mozné pouzit vice ndvaznych metod (nejcastéji
skenovani kofeni a digitalni analyza obrazu pomoci software). Pouziva se nejcastéji pro
ziskani zakladnich dat o hustoté prokofenéni, hloubce prokofenéni, hmotnosti, povrchu, délce
a pruméru kotent.

Odebrany vzorek pudy obsahuje pouze malou ¢ast celkového objemu piidy, ve kterém se
koteny rostliny nachazi. Z tohoto diivodu je nutné odebirat vzorky z vice mist. Se snizujicim
se prumérem sondy je nutné zvysit pocet odbéri. V praxi se pouzivaji pfedev§im sondy o
praméru 5 — 8 cm. Bézné pouzivanym typem je standardni pidni vrtak, v pedologii pouzivany
pro odbér pudnich vzorki, zakonceny valcovitym tubusem s ostrou hranou. Tubus byva 15
cm dlouhy o priméru 7 cm. Pomoci ruéniho vrtdku miiZze byt zaveden aZz do hloubky 1 m a
vice. Tento zakladni typ byl mnohymi autory modifikovan (Obr. 2). Hloubka vzorkovani je
zéavisla na predpokladané hloubce prokofenéni rostliny.

Casové a manualné nejnaroénéjsi ¢asti piimé metody je separace kofent pranim vodou. Prani
vzorkll S vyuzitim sestavy sit mize byt manualni nebo automatické (napt. Klimek-Kopyra a
Rebilas, 2018). S klesajici velikosti ok sita stoupa mnozstvi zachycenych mineralnich ¢astic a
rostlinnych zbytki, které zvySuji naroky na docisténi vzorkd. Pokud piida obsahuje vysoky
podil jilovitych ¢astic a jilu, je mozné pouzit 1 chemikalie pro lepsi disperzi pidnich Castic
(Bohm, 1979; Oliveira et al., 2000). Zbytky zeminy na kofenech a nedostate¢né vycisténi
vzorku od organickych zbytkit mohou nadhodnotit vysledky az o desitky % (Bohm, 1979).



Obr. 2: Souprava na odbér vzorki kofenovéh systému vyvinuta a pouzivana na University of

Natural Resources and Life Sciences, Vienna a na Mendelové univerzité v Brné.

Naslednou fazi je analyza morfologickych parametr kofenového systému. V soucasnosti jsou
tyto charakteristiky (délka kofent, diametr kofenti, plocha kofenti, RLD — root length density
tj. délka kofeni na jednotku objemu pidy v cm.cm™, RSD — root surface density tj. plocha
kofent na jednotku objemu pady v cm?.cm™, SRL — specific root length tj. délka kofenti na
jednotku hmotnosti kotene v m.g™"), hodnoceny pomoci digitalni analyzy obrazu. Celosvétové
nejpouzivanéjsim programem pro hodnoceni parametrii kofenového systému patii
WinRHIZO/MacRHIZO (Régent Instruments Inc., Quebec, Kanada). Pro jednoduchou
digitalni analyzu obrazu byly pfi vyzkumu kofenového systému pouzity i jiné programy, napf.
ROOTEDGE (National Soil Tilth Laboratory, Ames, IA, USA), NIH Image (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) a jiné.

Hlavni zasady (standardizace) pouziti pfimé metody odbéru a hodnoceni koi'enového
systému rostlin

Metoda byla v poslednich dekadach zdokonalovana a modifikovana na University of Natural
Resources and Life Sciences, Vienna a na Mendelové univerzit¢ v Brné. Na zakladé¢
dlouholetych zkusSenosti vyplyva, ze dosazeni korektnich vysledkii a jejich interpretace, je
mozné pouze pii dodrzeni nize specifikovanych zasad. Technicky popis pfistrojového

vybaveni je uveden v certifikované metodice Stieda et al. (2017).



Faze 1 — Odbér vzorku

1. Na University of Natural Resources and Life Sciences, Vienna a Mendelové univerzité v
Brné je pouzivana ocelova valcova sonda o délce 1 m, S vnitinim pramérem 63 mm, silou
stény 5 mm, a s kalenou zkosenou hranou (korunkou) ve spodni ¢asti (pro snadné&jsi pronikani
do pudy). Na hornim konci sondy jsou madla, ktera se pouzivaji pii vytahovani sondy z pudy.
Pted zasunutim sondy do pudy se na horni konec nasadi ocelova hlavice (brani poskozeni stén
sondy kladivem). Pomoci kladiva je sonda zarazena do pozadované hloubky. Pfi vyjimani
sondy z pudy je mozno pouzit pakovy mechanismus. Vzorek je po vytazeni z pudy vytlaen
ze sondy pomoci ty¢e s pruimérem identickym jako vnitini pramér sondy.

2. Hloubka vzorkovani je zavisla na aplikaci vysledkti, morfologickych vlastnostech plodiny a
pudnich podminkach. Obilniny by mély byt hodnoceny minimalné do hloubky 60 cm. VVzorky
pudy s kofenovou biomasou se segmentuji na valce o délce 10 cm. Mozné je tak hodnoceni
vertikdlni distribuce kofenového systému a hodnoceni kvantitativnich a kvalitativnich
parametrt v rizné hloubce ptdniho profilu.

3. Nutné je odebirat vzorky z reprezentativni ¢asti porostu, ktery je lokalizovan dale od okrajt
pozemkt nebo mistnich terénnich nerovnosti. Kofeny citlivé reaguji na utuzeni pady (vliv
pojezdit mechanizace). Mozny je vliv lokalniho piehnojeni nebo nerovnomérné distribuce
statkovych hnojiv, slamy a jinych poskliziiovych zbytkt. Rostliny indikuji habitem a
zbarvenim lokalni nepfiznivé podminky. Potencialni dopad na kofeny mize mit i napadeni
Skudci a chorobami (Richards, 2008).

4. V ptipadé plodin péstovanych v fadcich je vhodné odebirat vzorky v fadku i mezi nimi
(hustota je vhornich vrstvach rozdilnd). V hlubsich vrstvach pidy je prokofenéni
rovnomérné. Tyto rozdily v hustoté kotfenii musi byt zohlednovany na zalatku vegetace,
zejména v piipad¢é lokalni aplikace hnojiv. U obilnin je zpravidla pouzivan systém s
umisténim vzorkované rostliny do stfedu sondy. V piipad¢ plodin s dfevnatéjicim masivnim
kofenem je odbér vzorkt provadén v mezitadi. Nezbytné je dodrZzeni jednotného metodického
postupu u vSech sond. V pfipad¢ trav a plodin, které nejsou péstovany v tadcich, je nutny
znadhodnény vybér odbérovych mist. To je stejné I u slozitych spolecenstev, jako jsou
agrolesnické systémy nebo ptirozend vegetace. Gregory (2006) uvadi, Ze pti odebrani 15 — 20
vzorkll o pruméru 10 cm z jedné varianty je V priméru dosazeno 90 % Sance zaznamenat
prikazné rozdily.

5. Termin odbérii vzorkil zavisi na cili sledovani. V pfipad¢ hodnoceni vlivu agrotechnickych
opateni (napfiklad odliSnych systémi zpracovani pudy) nebo hodnoceni vlivu lokalizace

hnojiv je nutné sledovat rozvoj kofenti i na pocatku ristu. Nicméné, pro vétSinu cili je



potieba urcit velikost kofeni v dob¢ nejvétsiho rozvoje. U jednoletych druhli se zvétSuje
celkova délka kotend a jejich hloubka ve vegetativni fazi ristu V dob¢é tvorby semen rust
ustava. Optimalni termin je na konci vegetativniho rtstu, v dobé kveteni a na pocatku tvorby
semen (BBCH 50 — 76). V této fazi rastu jsou nejmladsi kofeny turgescentni, vétSinou svétlé,
prostym okem dobie odlisitelné od pidy, organickych zbytkl a kotfenti ptedplodin.

6. Ke ztraté na hmotnosti (5 — 10 %) dochézi diky dychani kotfent jiz v dobé 24 hodin po
odbéru, pokud vzorky nejsou drzeny v chladu (4 °C). Dlouhodobé skladovani vzorkl ptdy je
optimalni pii teploté -20 °C v polyethylenovych saccich. Eliminovan je tak rozklad kofeni.
Dle zamysleného cile analyzy je mozné uloZzit separované kotfeny i v roztoku vody s

alkoholem, nebo vysusit, nebo pii uchovat pii teploté 15 °C ve vodé po dobu nékolika dnd.

Faze 2 — Separace korent

1. Pied pranim musi byt zmrazené vzorky pudy s kofeny rozmrazeny pti laboratorni teploté
nebo ve vodni lazni. Pfed pranim doporucujeme nechat vzorek nékolik desitek minut
namoceny Ve vlazné vodé (dikladné rozplaveni ptidnich agregatl).

2. V prubéhu ru¢niho prani jsou kofeny z pidy vymyvany proudem tekouci vody. Proud vody
musi byt jemny zdivodu rizika ztrdt a poSkozeni kofenové biomasy. Dle dosavadnich
zkuSenosti doporucujeme vyuzit soustavu sit o velikosti ok 1,6 mm a 0,6 mm. To se ukazalo
jako dostatecné ptesné pro vétSinu polnich plodin.

3. Kofeny jsou ze sit nasledné¢ manudlné Separovany s pouZitim pinzety a oplachovany ve
vodé. Velkou péci je nutné vénovat oddéleni kofenil od ostatnich rostlinnych zbytki a kotfent
jinych druhti rostlin. To vyzaduje delsi praxi, zkuSenosti a trpélivost laboranta. Mrtvé (lonskeé)
kofeny jsou tmavé hnédé a pii mechanickém namahani se diive pretrhnou K identifikaci
nejjemnéjsich kofend na sitech je nutné pouzit laboratorni lampu s lupou.

4. S ohledem na cil analyzy mohou byt kofeny pro dlouhodobé uskladnéni (i) vysuseny pii 60
— 75 °C, nebo (ii) zmrazeny v plastové nadobé s mensim mnozstvim vody a chloraminu (1 — 3
%), nebo (iii) uchovany v roztoku vody formalinu (5% koncentrace), nebo (iv) v roztoku
alkoholu. Mnozstvi alkoholu v roztoku je nepfimo umérné teploté skladovani. Na zakladé
zkuSenosti doporuc¢ujeme vzorky skladovat v plastovych zkumavkach v roztoku ethanolu a

vody v pomé&ru 1:2.

Faze 3 — Hodnoceni vzorku digitalni analyzou obrazu a naslednymi analyzami
1. Barveni kofenli umozni ziskat ostry kontrast mezi kofeny a pozadim, ktery je pro

zpracovani obrazu vyzadovan. Vyhodou nékterych barviv je, ze prostoupi jen do pletiv zivych



kofent. Je tak mozné odseparovat mrtvé kofeny. Délka barveni trva né¢kolik minut az hodin,
v zavislosti na pouzitém barvivu. Mezi Casto pouzivana barviva patfi methylenova modr.
Doporucena délka barveni methylenovou modii je 10 minut.

2. Pied vlastnim umisténim na skener je nutné barvivo oplachnout z povrchu kotfent. Po
obarveni se tak kotfeny proplachuji pod tekouci vodou.

3. V ramci ptipravy ke skenovani jsou kofeny rozprostreny do mélké nadoby o znamé plose,
ktera je naplnéna 2 — 3 mm vysokou hladinou vody. Nutné je i) eliminovat vzduchové
bubliny, které by znehodnocovaly naskenovany obraz, a b) pohyb kofent a jejich nezddouci
prekryti.

4. Pro hodnoceni kofenového systému je nezbytné pouziti profesionalni skener se svrchnim i
spodnim osvétlenim skenovaci plochy (pro eliminaci stinti). Pfi pouziti skeneru s timto typem
osvétleni neni nutné kotfeny barvit. Kritickym parametrem skeneru je rozliSeni (alespont 1200
x 2400 dpi).

5. Nasleduje skenovani a digitalni analyza obrazu pomoci software s ohledem na pozadované
vystupy.

6. Po ukonceni analyzy je mozné vzorky kofenového systému vysusit do konstantni hmotnosti

a zvazit pro analyzu hmotnosti biomasy kotfent.

Zavér

Ze zkuSenosti autorti vyplyva, ze aplikace in situ metody je idealni u rostlinnych druht s
kofenovym systémem, ktery je jen malo suberinizovany — napft. kofenovy systém obilnin nebo
nékterych zelenin. U obilnin je dosahovano vysoké hodnoty korelace mezi elektrickou
kapacitou kotenti a hmotnosti kofenového systému. Pravdépodobnost uspésné selekce na vétsi
kotfenovy systém podle elektrické kapacity je tak vysoka.

Vysledky sledovani vyuziti vody a dusiku kofeny plodin (pomoci metody soil-core) potvrzuji
vyznam hlubokého a aktivniho kofenového systému, zvlasté v podminkach vyc€erpani zdrojh
v povrchovych vrstvach. S jistou mirou zobecnéni lze fici, ze hluboce kotenici odrady lze
s velkym, mélkym kofenovym systémem, Ize doporucit do susSich oblasti s pravidelnymi,

mén¢ vydatnymi srazkami, kdy je vlhéena jen svrchni vrstva padniho profilu.



Literatura

BOHM, W. Methods of Studying Root Systems. Springer, Berlin, 1979, 188 s.

DALTON, F. N. In-situ root extent measurements by electrical capacitance methods, Plant
and Soil, 1995, 173, 157-165.

DIETRICH, R. C., BENGOUGH, A. G., JONES, H. G., WHITE, P. J. Can root electrical
capacitance be used to predict root mass in soil? Annals of Botany, 2013, 112, 457-464.
FITTER, A. Characteristics and functions of root systems. In: Plant roots: The hidden half.
Marcel Dekker Inc., New York, 2002, 15-32.

GEWIN, V. Food: An underground revolution. Nature, 2010, 466, 7306, 552-553.
GREGORY, P. Plant roots, growth, activity and interaction with soils. Blackwell Publishing,
Oxford, 2006, 318 s.

HABERLE, J., KAS, M. Simulation of nitrogen leaching and nitrate concentration in a long-
term field experiment. Journal of Central European Agriculture, 2012, 13, 416-425.
HABERLE, J., KUSA, H., SVOBODA, P., KLiR, J. The changes of soil mineral nitrogen
observed on farms between autumn and spring and modelled with a simple leaching equation.
Soil and Water Research, 2009, 4, 159-167.

HABERLE, J., SVOBODA, P. Calculation of available water supply in crop root zone and
water balance of crops. Contributions to Geophysics and Geodesy, 2015, 45, 4, 285-298.
HABERLE, J., VLCEK, V., KOHUT, M., STREDA, T., DOSTAL, J., SVOBODA, P.
Bilance a ur¢eni dostupné zasoby vody v kofenové zoné plodin. Metodika pro praxi, 2015.
Dostupné z: http://svt.pi.gin.cz/vuzt/koreny.php.

HERMANSKA, A., STREDA, T., CHLOUPEK, O. Improved wheat grain yield by a new
method of root selection. Agronomy for Sustainable Development, 2015, 35, 1, 195-202.
CHLOUPEK, O. Evaluation of size of a plants root system using its electrical capacitance.
Plant and Soil, 1977, 48, 525-532.

CHLOUPEK, O. The relationship between electric capacitance and some other parameters of
plant roots. Biologia Plantarum, 1972, 14, 227-230.

CHLOUPEK, O., DOSTAL, V., STREDA, T., PSOTA, V., DVORACKOVA, O. Drought
tolerance of barley varieties in relation to their root system size. Plant Breeding, 2010, 129, 6,
630-636.

KLIMEK-KOPYRA, A., REBILAS, K. Dependence of pea root mass distribution on weather
conditions under varying levels of phosphorus application. International Agrophysics, 2018,
32.



MANSCHADI, A. M., CHRISTOPHER, J., DEVOIL, P., HAMMER, G. L. The role of root
architectural traits in adaptation of wheat to water-limited conditions. Functional Plant
Biology, 2006, 33, 823-837.

MEIER, U. BBCH-Monograph. Growth stages of plants — Entwicklungsstadien von Pflanzen
— Estadios de las plantas — Développement des Plantes. Blackwell Wissenschaftsverlag,
Berlin a Wien, 1997, 622 s.

OLIVEIRA, M., DO R. G., VAN NOORDWIK, M., GAZE, S. R., BROUWER, G., BONA,
S., MOSCA, G., HAIRIAH, K. Auger sampling, ingrowth cores and pinboard methods, 2000,
175-210. In: Root Methods: A Handbook. Springer, Berlin, 587 s.

RICHARDS, R. A. Genetic opportunities to improve cereal root systems for dryland
agriculture. Plant Production Science, 2008, 11, 12-16.

SMIT, A. L., BENGOUGH, A. G., ENGELS, C., VAN NOORDWWK, M., PELLERIN, S.,
GEWN, S. C. VAN DE. Root Methods: A Handbook. Springer Science & Business Media,
2010, 594 s.

STREDA, T., DOSTAL, V., HORAKOVA, V., CHLOUPEK, O. Effective use of water by
wheat varieties with different root system sizes in rain-fed experiments in Central Europe.
Agricultural Water Management, 2012, 104, 2, 203-209.

STREDA, T., CHLOUPEK, O. Kit for measuring size of root system. Patent Number:
CZ201100530-A3. 2013. Derwent Primary Accession Number: 2013-D47711.

STREDA, T., KLIMESOVA, J. Hodnoceni relativni velikosti kofenového systému rostlin v
ptirozeném prostiedi. Certifikovana metodika. Mendelova univerzita v Brn¢, 2016.

STREDA, T., HABERLE, J., KLIMESOVA, J., SVOBODA, P., STREDOVA, H., KHEL, T.
Metodika odbéru a hodnoceni kofenového systému polnich plodin. Certifikovana metodika.
Mendelova univerzita v Brné, Vyzkumny tstav rostlinné vyroby, v.v.i., Vyzkumny ustav
melioraci a ochrany pady, v.v.i., 2017.

SVACINA, P., STREDA, T., CHLOUPEK, O. Uncommon selection by root system size
increases barley yield. Agronomy for Sustainable Development, 2014, 34, 2, 545-551.
SVOBODA, P., HABERLE, J., KURESOVA, G. Root growth and depletion of nitrogen from
root zone of winter wheat under drought and ample water supply. In: 13" Alps-Adria
Scientific Workshop. Villach, Rakousko, 2014, 299-302.



Podékovani
Vysledky byly ziskdny s podporou projektu Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum
(NAZV) QJ1510098 ,,Nové linie psenice pro efektivnéjsi vyuziti vstupti a s vyssi odolnosti ke

stresum".

Kontakt:

Ing. Tomas Stfeda, Ph.D.

Cesky hydrometeorologicky tstav, pobotka Brno
Kroftova 43, 616 67

e-mail: tomas.streda@chmi.cz



