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ANOTACE

V diserta¢ni praci se pojedndva o problematice vlivu rizné urovné vyZzivy
travnich porosti dusikem na zmény chemické skladby pylového zrna a na zmény
jeho alergenicity.

V soucasné¢ dob¢ otazka péstovani travnich porosti velice aktudlni. Travnich
porostl se péstuje stale vice a vice z riznych diivodd. Napt. v poslednich letech silné
poklesl stav mlé¢ného skotu a naopak siln€ narostl vyznam chovu masnych plemen,
ktera jsou vézana na pastevni programy. Dotacni tituly smétujici do této oblasti vyuziti
zemédelské pudy jsou ekonomicky velmi zajimavé. Navic, kromé béznych ploch, jsou
tedy systematicky zaklddany semenaiské porosty trav pro vyrobu certifikovanych osiv
(ve vétsim rozsahu), kterd se pouzivaji nasledné¢ pro zésev pastevnich a lu€nich porostu.

Soucasné celosvétové zemédélstvi, zejména v marginalnich oblastech (LFA),
hleda nové a alternativni zplsoby vyuziti zeméd€lské produkce. Jednim z nich je i
cilend produkce biomasy trav. Tato je vyznamnou soucasti celkového
potencidlu biomasy, jako obnovitelného ptirodniho zdroje vyuZitelného pro energetické
ticely v podminkach napt. i Ceské republiky. Energetické vyuZiti trav je novym smérem
jejich vyuziti v primyslu a vytvaii nové moznosti pro vyzkum v této oblasti a
praktickou realizaci. V soucCasnosti je vyzkum energetickych trav zaméfen na
realizaci spalovani travni biomasy v technickych zafizenich a vyuzititrav pro
produkci bioplynu.

Soudobym trendem je nejen vyzkum ekonomického piinosu, ale i vyzkum
dopadu novych trendli na Zivotni prostiedi, krajinu a obyvatelstvo. Béhem poslednich
dvou desetileti stoupl vyskyt alergii v nékterych civilizovanych statech na 30 — 40%
populace. Jiz kazdy ¢tvrty az paty ¢lovek trpi alergii.

Disertacni prace je pilotnim projektem, ktery propojuje zemédélstvi se
soucasnymi poznatky farmaceutického primyslu, chape pyl jako sekundarni - findlni
produkt rostliny a hledd odpovédi na otazky dopadu rGzné Grovné vyzivy travnich

porostl na lidské zdravi.
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UvVOD

Kostfava cervend patii mezi rhizomatické travy (s oddenky podzemnimi)
[KOBES 2009]. Roste na vSech pudnich druzich, a to i v subalpinském pasmu.
Vyskytuje se na evropském, asijském, americkém a africkém kontinentu. [HRUBISKO
a kol. 2003]. Z ekologického hlediska je to nase nejskromnéjsi trava, nejvice rozsifena
na mezooligotrofnich ptidach. Pomérné dobte preziva sucho a horko, 1ze ji vyuzit
1 na casteCné zastinénych stanoviStich, mize se uplatnit pfi mirném, docasném
zamokfeni. Picni travy rostou na pidach spH od 5,0 — 7,5. Dusik je nejucinnéj$im
vynosotvornym faktorem; jeho navratnost u trav je mimoiadné vysoka. Kostrava
cervena se vSak spokoji i s nizkou urovni N — hnojeni. VSechny odridy maji vysokou
odolnost k vyzimovani, vysokou vytrvalost a nenarofnost na pudni a klimatické
podminky [CAGAC a kol. 2004].

Dosavadni vyuziti trav a vyzkum rizné Grovné vyzivy sméfoval zejména do
oblasti vyuZiti trav v zemé&dglské praxi pro vyzivu hospodaiskych zvifat [HRABE
a kol. 2004] nebo v ramci péstovéni travniki [HRABE a kol. 2003].

Dal$im trendem jsou vyzkumy (zejména v Polsku), které¢ zkoumaji pyl jako
alternativni potravinu ur¢enou pro lidskou vyzivu s koncentrovanou vysokou nutri¢ni
hodnotou v malém objemu (podobné jako motské fasy); pro sportovce, kosmické
programy, pro rekonvalescenci pacientli apod. Pyl je rovnéZ soucasti kosmetickych
ptipravkl. V 90. letech 20. stol. se zvazovalo i1 o alternativnim vyuZiti travnich ploch
pro vyrobu piirodniho chlorofylu pro potravinaiské ucely [GABORCIK 1988]. Novym
soucasnym (nizkondkladovym) trendem je vyzkum energetickych trav zaméfeny na
realizaci spalovani travni biomasy v technickych zafizenich a vyuziti trav pro
produkci bioplynu [FRYDRYCH a kol. 2005, 2006].

Péstovani trav pro rtizné alternativni vyuZziti ma v soucasné dob¢ vzestupny
trend, a proto byl vyzkum v ramci disertani prace zaméfen na otazky dopadu rGzné
urovné vyZivy travnich porostl na Zivotni prosttedi a lidské zdravi.

Prvni zndma epidemiologicka studie (ze Svycarska z roku 1921) ukazala vyskyt
alergie u 1% populace. Jen za posledni dvé desetileti stoupl vyskyt alergii v n¢kterych
civilizovanych statech na 30 — 40% populace [HRUBISKO a kol. 2003]. Alergicka
onemocnéni jsou problémem zejména civilizovanych stati; kazdy ctvrty az paty ¢lovek

trpi alergii. Vyznamnou roli hraje dédicnost [DIETHAR a kol. 2007, POLLENINFO


http://cs.wikipedia.org/wiki/Tr%C3%A1va
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2009]. Vice neZ tetina lidi v CR v sobé& nosi geny pro alergii. Ctvrtina lidi se opravdu
v pribéhu svého zivota projevi alergickym onemocnénim. Zatimco astmatikd je
v Ceské republice piiblizné 800 tisic, alergickou rymu trpi nejméné 1,3 milionu lidi a
podet exematiki se bliZi jednomu milionu [SPICAK a kol. 2005].

Alergické ptiznaky jsou vyprovokovany pii ur¢itych koncentracich pylovych zrn
pylovymi alergeny oznaCujeme terminem polinéza. Projevuje se jako sennad ryma,
sezonni alergické postizeni spojivek, hornich cest dychacich, kiize a pylové astma.
[MARTINKOVA, HONEK 2004].

Kostrava ¢ervena (Festuca Rubra L.) patii mezi vétrosnubné rostliny, spadajici
do druhého obdobi pylové sezon tj. prvni polovina léta [SPICAK a kol. 2005]; patii
K nejvyznamnéj$im druhiim polindznich trav v Evropé. Pravé proto byl tento travni druh
(odrtida Tagera) vybran pro vyzkum (z hlediska nendro¢nosti a celosvétového rozsiieni
v kontextu na alergologiti).

Imunologie je védni disciplina zabyvajici se obrannymi rekcemi organismu;
klinickd imunologie je jeji Cast, kterda je integrovanou soucasti mediciny.
Neoddélitelnou ¢asti  klinické imunologie je alergologie. Antigeny, indukujici
specifickou protilatkovou odpovéd’ typu IgE se nazyvaji alergeny. Smyslem
standardizace antigend je vyrab¢t antigeny s pfesnym a reprodukovatelnym slozenim a
¢inkem a vyuzit je v alergenové imunoterapii [FERENCIK a kol. 2002, BUC 2001,
NYULASSY 2002].

Pyl trav je soucasnymi trendy chapan nejen jako zarode¢na bunka slouzici
K reprodukci druhu, ale i jako finalni komer¢ni produkt - jako surovina pro
farmaceuticky primysl, kdy lze cilen¢ ziskat kvalitativné i kvantitativné lep$i ¢i horsi
surovinu pro vyrobu extraktll slouzicich pro vyrobu prick testi a nasledné 1éciv
[HOCHOVA 2003].

Vysledky Disertacni prace konfrontuji ekonomicky zajimavé nové alternativni

trendy péstovani trav s moznym néslednym dopadem na zdravi obyvatelstva.



2 CiL PRACE

2.1 HLAVNI CILE

Cilem prace bylo prokézat vliv rtizné urovné vyzivy (N-hnojeni) porostu
kostfavy Cervené (Festuca Rubra L.) na kvalitu produkovaného pylu (tj. vycisténého a

upraveného pylu — jako finalni suroviny pro farmaceuticky primysl) a to:

e zda dochdzi ke zménam chemické skladby pylového zrna (chemické zmény)

e zda je ovlivnén alergenni profil extraktu (biologické zmény)
Dale pak zjistit:

e zda dochézi ke zménam velikosti pylového zrna

e zda sbérem pylu bude ovlivnén semenaisky vynos porostu



3 LITERARNI PREHLED

3.1 TRAVNI POROSTY

Travni biom v CR se rozprostiral jiz v roce 2002 na celkové vyméte 1 412 600
ha, z toho ekosystém luk a pastvin 965 00 ha (22% zeméd¢lské pudy; 2/3 louky a 1/3
pastviny) a ekosystém travnikd na 447 560 ha (10,5% z. p.) (viz Obr. 1) [HRABE
2003]. Zvysovani zatravnénych ploch stale stoupa. Tyto plochy se nachazeji ve vsech
vyrobnich oblastech, zejména vSak v picninafskych. Obvykle maji pozici horSich
pludnich, vodnich a terénnich stanovist’ (kambisoly, podzosoly, stagnosoly). Pfiblizné
25% trvalych travnich porostd lezi v CHKU. Z vysledkd agrochemickych rozbort
UKZUZ vyplyva, ze 38% puad je slabé kyselych a 32% kyselych az extrémné kyselych;
dale pak, Ze maly az velmi maly obsah ptistupného P v ptidé ma 41%, K 24 %, a Mg
pouze 6% ploch. Pida pod trvalymi travnimi porosty ma vyssi obsah organické hmoty,
S vy$§im podilem surového humusu (tedy i SirSim pomérem C : N) nez u orné pudy

(kde je naopak vyssi stupen humifikace) [HOUBA, HOSNEDL 2002].

3.2 KOSTRAVA CERVENA (Festuca Rubra L.)

3.2.1 TAXONOMIE

Kostiava ¢ervena (Festuca rubra L.) je viceleta nizsi trava [REGAL 1953]. Patii
do fise: Rostliny (Plantae), podfise: Cévnaté rostliny (Tracheobionta), oddéleni:
Krytosemenné (Magnoliophyta), tiida: Jednodélozné (Liliopsida), ¢eled: Lipnicovité
(Poaceae — zastarale Travy — Graminae — termin dosud pouzivany v USA), pod¢eled”:
Vlastni lipnicovité (Pooideae). [GABORCIK 1988].

Kostfava cervend patii mezi rhizomatické travy (s oddenky podzemnimi)
[KOBES, VESELA 2009]. Odrady kostfavy &ervené jsou &lenény do tiech
morfologicky odlisnych forem: vybézkata (Festuca rubra rubra), kratce vybézkata

(Festuca rubra trichophylla) a trsnata (Festuca rubra commutata).
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Obr. 1 Travni biom v CR [HOUBA, HOSNEDL, 2002]



3.2.2 VYSKYT

Roste na viech ptidnich druzich, a to i v subalpinském pasmu [VESELA 2009].
Vyskytuje se na evropském, asijském, americkém a africkém kontinentu. [HRUBISKO
2003]. Z ekologického hlediska je to nase nejskromnéj$i trava, nejvice rozsifena na
mezooligotrofnich pidach. Pomérné¢ dobie pieziva sucho a horko, Ize ji vyuzit i na
castecné zastinénych stanovistich, mtize se uplatnit pfi mirném, do¢asném zamokieni. O
moznostech uplatnéni a vynosech jednotlivych druhG trav rozhoduji predevSim
vlhkostni poméry. Pro intenzivni travni porosty jsou vhodné oblasti s roénim Uhrnem
srazek 600 — 700 mm, v zavislosti na pidnich vlastnostech a na mnozstvi piistupnych
zivin. Transpiracni koeficient u trav je variabilnéjs$i nez u jetelovin (300 — 1000) a Ize
ho vyrazné snizit hnojenim az o 30 — 50%. Po intenzivnim hnojeni klesa na 300 — 400

[CAGAS a kol. 1989].

3.2.3 ZAKLADNI VYUZITI

Patii mezi zdkladni travy viceletych picnin, mezi jejichz zakladni funkce patii
produkéni vyroba pice, mimoprodukéni funkce — ochrana piid pied vodni erozi,
V jetelotravni smési piisobi jako vysoce Uc¢inny biologicky filtr kofenového systému —
proti uniku nitratového N do podzemnich vod [CAGAS a kol. 1989]. Je velmi
piizplsobivd a hojné zastoupena v riiznych typech travnich porostil. Slechti se pro
travnikové a picninatské vyuziti. Pro picninafstvi ma nejvétsi vyznam dlouze vybé&zkata
forma. Odridy se uplatiiuji v extenzivné obhospodafovanych lucnich a pastevnich
porostech na extrémngjSich stanoviStich (ve vysSich polohidch a chudsich pldach);
zaplnuji spodni patro porostu a zvySuji stabilitu drnu. Kvalita pice je primérnd; je
vhodna predevS§im do smések s niZs§i aZ sttedni Grovni vyZivy, ptipadné pro docasné
porosty (max. 4 uzitkové roky) [GABORCIK 1988]. Vyhodou trav v extenzivnich
oblastech je pomérné vysoka odolnost viici do¢asnym piisuskiim, chorobam a skiidciim
[IGER ANNUAL REPORT 1995/96]. Picni travy rostou na pudach s pH od 5,0 — 7,5.

Dusik je nejucinnéjSim vynosotvornym faktorem, jeho ndvratnost u trav je
mimotadné vysokd. Kostfava Cervend se vSak spokoji i s nizkou urovni N — hnojeni
[CAGAC a kol. 1989]. V nehnojenych extenzivné vyuzivanych porostech &asto zcela

prevladd. Usmérnénou pastvu snasi dobte, ale pfi nadmérmém seSlapavani ustupuje,
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stejn¢ jako pti vySSich davkach N — hnojeni (nejlépe ji vyhovuje davka N do 100
kg.ha') [KOBES 2009]. Viechny odriidy maji vysokou odolnost k vyzimovani, vysokou
vytrvalost a nenaroénost na pidni a klimatické podminky [VSUP TROUBSKO 1988].
Jedna se o odolnou, otuzilou travu, jeji oddenky obsahuji zna¢né zasoby rezervnich
latek, umozitujicich jeji rychly jarni vyvoj [CAGAC a kol. 1989]. Vybézkata forma se
obvykle pouziva pro fairway a rough golfovych htist’; kratce vybézkata a trsnata forma
se pouziva pro golfové greeny, kde vytvaii jemny a husty travni koberec [HRABE

2003, SANTRUCEK 1993].

3.2.4 ALTERNATIVNI VYUZITI

Jiz kolem roku 1988 se na zékladé vyzkumu uvazovalo o alternativnim vyuziti
travnich ploch pro vyrobu ptirodniho chlorofylu pro potravinaiské ucely [GABORCIK
1988]. Nové lze pouzit také jako biomasa pro energetické vyuziti (spalovani biomasy,

bioplynové stanice) [FRYDRYCH a kol. 2005, MAROUSEK 2013)].

3.25 ODRUDA TAGERA

Odriida Tagera byla vyslechténa na Slechtitelské stanici Cerveny Dvir s.r.o.,
v roce 1996 byla registrovana v CR a v roce 1998 v EU. Ma polovzpiimeny, husty trs
tmav¢ zelené barvy, velmi dobfe olistény, s dlouhymi vybézky. Vytvaii bohaté ptizemni
listy, je intenzivné vybézkata, malo poléhava, vytvaii husty porost a kompaktni drn.
Rychle obrusta, stéblo je stfedné jemné, kvétenstvi stfedné dlouhé. Je odolnd proti
listovym chorobam a proti zasychani Spicek listdi [TAGRO 1999]. Obilky jsou osinaté
[SASKOVA, STOLFA, 1993]. Vyhodou je ekologicka nenaro¢nost a odolnost. Lze
vyuzit od nizin az po horské pasmo, na vSech piidach, dobfe vyrovnava nedostatek i
prebytek vlahy, lze péstovat pii slabé az stiedni zasob¢€ Zivin. Zafazuje se do smési pro
luéni a pastevni vyuziti, pro technické vyuziti do travnika rekreacniho typu, parkovych
a hfistich ploch. Vhodné je 1 vyuziti v protieroznich opatfenich a komunikacnich

porostech [TAGRO 1999].
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3.2.6 SEMENARSKE POROSTY

Celkova plocha travnich porostii na zem&délské ptidé v CR &ini pies 1,4 milion
ha. Plocha mnoZeni se pohybuje okolo 14 — 15 tis. ha [HOUBA, HOSNEDL, 2002].

Pro semenné porosty trav (Obr. 2) jsou pfiznivé castéjsi srazky, zejména
V pribéhu jara a na pocatku léta. Dulezita je v tomto obdobi i vyS$i vzdusnad vlhkost,
zejména v dob¢ kvétu. Naproti tomu v poslednich fazich zrani a pii sklizni je vhodné
slunné bezesrazkové pocasi. Pro semendfstvi trav jsou ptfiznivé pudy stiedné tézkeé,
hlinité, s dobfe nasycenym sorpénim komplexem [SPICAK 2003, SRAMEK, TVRZ
1990]. Po vysevu je vyvoj v prvnim roce pozvolny, plné se uplatiiuje az v dalSich
letech [CAGAC a kol. 1989].

VétSina druhd trav je ozimého charakteru, kde o vynosu semen rozhoduje pocet
odnozi vytvofenych na podzim. Podporu jejich tvorby je nutno zajistit dostateCnou
vyzivou a osvétlenim odnozovacich uzlin (optimalizace dusikatého hnojeni aj.).
Vzhledem k intenzivnimu hospodaieni v minulosti dochazi ¢asto u nékterych druht pad
K deficitu mikroprvki, které mohou byt limitujici pro tvorbu vynosu semen trav
[CAGAS, FRYDRYCH 2005]. Intenzitu podzimniho odnozovéni zvysime pfedevsim
aplikaci dusikatych hnojiv koncem léta [FAIREY, LEFKOVITCH 2000].

Semenaiské porosty se bézné€ oSetiuji vhodnymi pesticidy, ale pro sbér pylu pro
farmaceutické vyuZiti je naprosto vylouceno jakékoliv chemické oSetfeni porostu dle
smérnice [EMEA 2008].

(Z dosavadnich vyzkuma je tieba pii zakladani porosti pobliz lesnich porostd
piihlizet napf. i k alelopatickym u¢inkiim Borovice (Pinus sylvestris L.), kterda ma
vyrazn¢ inhibi¢ni G€inky pfi kliceni trav apod.) [BULUT, DEMIR 2007].
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Obr. 2 Struktura semenaiskych porosti [HOUBA, HOSNEDL, 2002]

3.2.7 OBLIGATNI VEGETATIVNI FAZE, KVETENI

Ptevazna vétsina trav dozrava jiz 3 — 4 tydny po plném kveteni. Kvétenstvim je
nafialovéla vzpiimena lata [VSUP TROUBSKO 1988]. Jedna lata produkuje az 5
milionti pylovych zrn. Pocet kvitkll v klasku je 4 — 6; kvét obsahuje 3 prasniky. Kvitek
zustava otevieny a tim pristupny opyleni velice kratkou dobu (zpravidla jen par hodin).
Vétsina trav v CR kvete zrana (maximum mezi 5,00 — 9,00 hod.); je vSak i mnoho
vyjimek — nékteré travy kvetou v poledne, piipadné i vV noci. Teplota a relativni vlhkost
vzduchu maji nejvetsi vliv na pribéh kveteni. Negativni vliv na pribéh kveteni ma dést’.

Dtfive nez miize nastoupit faze kveteni, vétSina trav musi projit obligatni
vegetativni fazi. U kostfavy ¢ervené mize trvat 1 n¢kolik mésicii (co ur€uje minimalni
délku vegetativni faze - neni znamo) [MIKA 2002]. Délka miize byt méfena bud’ na
Casové ose nebo poctem listi vytvofenych vegetacnim vrcholem pied vytvorenim

kvétniho organu [LANGER 1972]. Hlavnimi faktory, které tidi ptfechod z vegetativniho
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do reprodukéniho rastu trav je fotoperioda a teplota. Indukci 1ze definovat jako vnimani
signalti prostfedi bud pifimo vegetacnimi vrcholy (teplota) nebo listy (fotoperioda)
V piipadé listh musi byt vnimani provazeno syntézou a transportem florigennich signala
do vrcholu na vegetatnim vyhonu [HEIDE, 1994, AAMLID a kol. 1997]. Mnoho
vytrvalych travnich druhit ma dvoji pozadavky na indukci: Rostliny musi projit €inky
zimy (kratkého dne nebo nizkych teplot) — ,,primarni indukce® diive, nez se u nich
objevi odezva na prodlouZeni délky dne a kvetou — ,,sekundarni indukce® [MIKA 2002].
Kostfava cervend patii do skupiny trav s extrémnimi induktivnimi pozadavky
[CALDER 1966]. Priibéh opyleni byva intenzivnéj$i za teplého pocasi a pfi nizké
vlhkosti vzduchu [MIKA 2002].

3.2.8 AGROTECHNIKA

w7

Odrtida Tagera neni naro¢nd na pidni a klimatické podminky. Nejvhodnéjsi jsou
pudy stfedni a leh¢i v bramboréiské oblasti. Doporucuje se vysev na jafe — nejlépe
V dubnu; do kryci plodiny (pSenice jarni, oves sety, jemen jarni - se snizenym
vysevkem kryci plodiny max. 80 — 100 kg . ha™* osiva). Vysevek kostiavy Cervené 16 kg
. ha!, hloubka seti 10 — 15 mm, §ifka fadki 125 — 250 mm. Seti kolmo na tadky kryci
plodiny.

Na ptdach bez pleveli 1ze provadéet 1 piimy vysev (Cistosev) bez kryci plodiny.
Pti vysevu do kryci plodiny po sklizni kryci plodiny provést v zafi 1 x odplevelovaci
se¢ na vyss$i strniSt¢ 70 — 80 mm. Pii vysevu bez kryci plodiny provést az 2
odplevelovaci sefe (koncem cervence a pocatkem zafi), téZ na vysSSi strniSté.
V uzitkovych letech (2. a dalSich letech vegetace) vyhovuji kostiavé Cervené nejlépe 2
seCe (1. v Cervnu a 2. pocatkem zafi); pti vysSSim zapleveleni a na vlh¢ich a trodnéjSich
pudach 3 sece (1. pocatkem cCervna, 2. koncem Cervence a 3. pocatkem zatii) [TAGRO
1999].

3.2.9 VYZIVA A HNOJENI

Nazory na urceni optimalni davky N — hnojeni a zejména jeji rozloZeni nejsou
univerzalni a zcela jednotné; vzdy je tfeba piihliZzet zejména k vyuziti porostu pro dané

Giely. Rtizné davky N ovliviiuji hustotu a tloustku listi. Napt. dle vyzkumu CAGASE
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2004 se nejlépe osvédcila varianta s aplikaci 75 kg . ha™ v prvni dekadg fijna [CAGAS
2005].

Hnojeni travnich porosti bude v budoucnu orientovano na efektivni vyuzivani
statkovych hnojiv a bude limitovano podle § 33 odst. 2 zakona 254/2001 Sb. v platném
znéni, které je poplatné nitratové smérnici EU [FRYDRYCH a kol. 2006, GILSUM,
BOELT 2009].

Dusik je soucasti bilkovin, mezi které patii i enzymy. Aplikaci N — hnojiv se
jejich koncentrace v asimila¢nich pletivech trav zvySuje. Plati to i pro enzym, podilejici
se na fixaci CO, v procesu fotosyntézy, ta se potom zvysuje, coZ znamena, Ze za stejnou
dobu se v listovych pletivech vyvaze vice CO; nez v rostlinach s nizs$i davkou N. Vyssi
davka N se také kladné odrazi na biosyntéze zakladniho barviva — chlorofylu.
[GABORCIK 1988, ROGERS 1980, FICHTER, SCHULZE 1992 ]. Dusik m4 téZ velky
vyznam na odnozovani trav a urychluje rust listii, dale zasahuje do vodniho rezimu trav,
pricemz pii vy$Sich davkach se snizuje intenzita transpirace a zvysuje se efektivita
vyuziti vody. Na aplikaci N — hnojiv citlivé reaguje i1 proces prerozdéleni vytvorenych
asimilath (suSiny) mezi nadzemni a podzemni €asti porostu (ve vétsing piipadl se vice
asimilatl akumuluje v nadzemni ¢asti rostlin a klesa mnoZstvi akumulované kotenoveé
hmoty [GABORCIK 1988]. Po semenaiské sedi aplikujeme 2. davku N pii vysce
mladych listi 40 — 100 mm pro podporu plodnych odnozi [TAGRO 1999, SRAMEK,
TVRZ 1990].

Kostfava Cervena je stfedné narocny druh na vyzivu a hnojeni. Na loukach a
pastvinach ptevlada na chudSich a suSSich mistech v disledku mensiho konkurenéniho
zalozeny na horské louce v Estonsku. V pribéhu experimentu se meénilo druhové
slozeni porostu v souvislosti sriznou trovni hnojeni N. Kostfava Cervena byla
V hojném vyskytu na vSech stanovistich, v¢etné nehnojenych N viibec) [GALKA a kol.
2005].

Primyslové vyspélé stity maji zpravidla i vyspélé zemedélstvi a to je dédno v
podstaté vyuzitim mechanizace, chemie, energie a védeckych poznatkli. A protoze Slo v
prvé fadé o ekonomiku, byla sice vysledkem vysoka produktivita prace, ale s vice ¢i
méné negativnim dopadem na piirodni zdroje a tim i potraviny a zivotni prostiedi.
Reakci na tuto situaci jsou nyni snahy o trvale udrZitelny rozvoj, respektive setrvalé

zemédélstvi. Ma-li tedy naddle byt setrvalé zemédé€lstvi ekologicky Unosné a také
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ekonomicky pfijatelné a rovnéz socialn¢ spravedlivé i humanni, pak jednim ze zptisobt
dalsiho vyvoje bude ekologicka intenzifikace [FIALA a kol. 2007].

Efektivné vyrabét nelze bez urcité intenzity péstovani. To znamena, ze v lepSich
podminkach by se mélo intenzivné vyuzivat pfedevsim travnich porostli obnovovanych,
pfisévanych a intenzivnich trvalych. Kazdy travni porost se prizpisobuje svému
stanovisti, pokud ho urcitou dodatkovou energii nedonutime zménit strukturu, produkci
a kvalitu. To je ovSem rentabilni pouze v lepSich ptidné — ekologickych podminkach.
V horSich podminkach se travni porosty vyuzivaji extenzivné nebo pii soucasném
nizkém stavu skotu, kdy krmeni neni prosté potieba, se pro pici nevyuzivaji viibec. Tim
se vyznam travnich porosti jeSté vice presouva na jejich mimoprodukéni,
ekologické funkce. Zeméd¢lstvi je rozhodujici soucasti péce o krajinu, zachovani
zivotniho prostfedi a rdzu krajiny. Obhospodatovani travnich porosti, tedy i hnojeni,
musi byt v rovnovaze se stanovistém. Jeho uroven odpovida produkénim schopnostem
dané lokality a ucelu vyuziti pice.

Rozhodujicimi faktory hospodafského vynosu travnich porosti potom jsou:
pfirozend urodnost plidy, trovenl vyZzivy, floristické sloZeni, pocet a termin seci, pribéh
pocasi na jafe a ve vegetatnim obdobi, zvIasté deStovych srazek a slozeni smésky pii
obnové, nebo ptisevu. V souvislosti s hnojenim, nebo obecné oSetfovanim travnich
porosti, je tfeba zminit jesté dalsi tii atributy: kvalitu pice, ekologickou stabilitu porostu
a kvalitu a mnozstvi vody. Kvalita pice je zpravidla nejvice ovlivnéna fenofazi, ve které
je porost sklizen a naslednym uskladnénim. Je rovnéz zavisla na hnojeni a v soucasné
dobé€ rychlého nartistu dojivosti tomuto trendu nestaci, a proto se pouziva velky podil
jadra. Strukturdlni vyvoj a stabilita travniho porostu je déna agroekologickymi
podminkami stanovi$té¢ a hlavné zplisobem obhospodafovani. Pokud je ekosystém
schopen vyrovnavat zmény zpiisobené dodatkovou energii ve formé hnojeni, frekvence
sei, obnovy a p. a dalSimi vnéjSimi Ciniteli a pfitom zachovat své piirozené vlastnosti a
funkce, pak mluvime o jeho ekologické stabilité. Ta roste s poctem slozek spoleCenstva
— biodiverzitou. Variabilni pak jsou vynosy, které jsou ovlivnény hnojenim, poctem seci
a priibéhem pocasi. Zna¢né vykyvy v priubéhu pocasi v jednotlivych letech zptsobuji
rozdily na vynosech travni hmoty celkem i v jednotlivych secich. Dochézi tak k
zévaznému ovlivnéni U¢innosti dodanych hnojiv 1 ostatnich pratotechnickych zésaht.
Hnojeni travnich porostd, zvlast¢ minerdlnim dusikem, ma jist€ vyznamny vliv na

podzemni vody. Proto se pfi ném musi dodrzet podminka, ze davky a zptsob hnojeni
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nenarus$i zivotni prostfedi a voda prochazejici krajinou se co nejdéle zadrzi, vyuzije a

odtece bez Skodlivin [FIALA a kol. 2007].

3.29.1 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Posledni metodika hnojeni travnich porosti vysla v roce 1990, jako soucast
»~Komplexni metodiky vyzivy rostlin“. Zohlediiovaly se ptfedev§im zdkladni
makroprvky N, P, K s ponékud mensi navaznosti na obsahy vapniku a hoiciku a
nizkym diirazem na statkova hnojiva a ekologii.

Vroce 2007 byla vydédna Vyzkumnym ustavem rostlinné vyroby v Praze
Metodika pro praxi - Vyziva a hnojeni travnich a jetelovinotravnich porostl; ktera
shrnuje veskeré nové dosavadni poznatky a v celkové Sifi (dle ucelu a intenzity
pestovani) piinasi doporuceni pro praxi. V soucasné dobé je hlavnim pouzivanym
zdrojem informaci pro management vyzivy travnich porostd v CR; (v kapitole 3.2.9
souhrn dosavadnich poznatkii. Na zaklad€¢ toho byl zvolen nasledné¢ i management
vyzivy a vedeni pokusu).

Soucasnd metodika vychazi z potieby efektivni vyroby pice, coz bez urcité
intenzity péstovani nelze a zvlasté podporuje jeji kvalitativni znaky a produkéni
ucinnost. Obhospodarovani travnich porosti, tedy 1 hnojeni, ale musi byt v rovnovaze se
stanovi§tém. Jeho uroven musi odpovidat produkénim schopnostem dané lokality a
ucelu vyuziti pice. Proto se opiré o ,,ekologickou intenzifikaci®.

Jiz dfivéjsi doporucené zplisoby hnojeni travnich porosti byly v podstaté
bilancnimi metodami. Vychazely ze stanovisté, resp. z jeho produk¢énich moznosti a
snahy vyrovnat vstupy a vystupy Zivin. Jednalo se o diferencovany pfistup podle stupni
intenzity, nebo ekologicko - vyrobnich hladin a tém se pfifadil urity normativ hnojeni.
Normativy se jesté korigovaly podle zasob ptistupného fosforu a drasliku. Preferovaly
se predevSim zakladni makroprvky N, P, K s ponékud mensi ndvaznosti na obsahy
vapniku a hot¢iku a nizkym akcentem na statkova hnojiva a ekologii. Bilan¢ni metody
pouzivame s védomim, Ze nejsou zcela presné, ale z agronomického hlediska jsou
dostacujici. Problém je v kvantifikaci zdroji 1 ztrat zivin z ptdy. Navic, chovani prvka v

pudé ovlivituje pH, vyménna sorpcni kapacita, zrnitost, objemova hmotnost, typ ptdy,
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obsah jilovych minerdlti a oxidi Fe, Al a Mn, obsah a kvalita organické hmoty,

provzdusnéni, redoxpotencial a teplota [FIALA a kol. 2007].

3.2.9.2 VEDECKY ZDUVODNENA VYZIVA TRVALYCH
TRAVNICH POROSTU

Z dlouhodobych pokusti v CR (12 rokt) vyplyva, Ze pii trojseéném vyuZzivani
luéniho porostu v rozhodujicim horizontu 0,0 — 0,2 m neklesa kyselost pudy (pH) ani
na nehnojené variants, ale jen do celkové davky dusiku (ve form& LAV) 150 kg . ha™.
Extrémné vysokd davka 300 kg N . ha’, vysoké vynosy a tim i odCerpani téméf
dvojnasobku vapniku sklizni proti kontrole (z 26 na 44 kg Ca . hal), zpisobuje jiz
mirny pokles pH. Obsah uhliku (Cox) mé naopak u vSech variant mirn¢ sestupnou
tendenci. Koncentrace pfijatelného fosforu v pidé stoupa pii kazdoroénim hnojeni 32
kg P. hat (72,7 kg P20s). S rostoucimi davkami dusiku, tedy vy$$im vynosem, klesa
zasobenost drasliku v ptidé, a to az na uroven 85% ptvodniho stavu pfi ro¢nich davkach
80 kg K . ha™' (96,4 kg K;0). Rovn&z obsah hoi¢iku v piadé klesa pii vysokych
vynosech, tzn. davkach dusiku 150 kg . ha' a vice. Jeho export vynosem je na
nehnojené varianté 15 kg Mg z ha, ale pfi maximalnim hnojeni dvojnasobek — 30 kg .
ha*. Hoi¢ik je Zivina pfi hnojeni zanedbavana a pfitom velmi diileZita jak pro nutriéni
hodnotu pice, tak i v kone¢ném disledku ve vyzivé lidi. Zvlast€ pastevni porosty je
tteba hnojit hot¢ikem, protoze pfi jarnich odbérech, predev§im za chladného pocasi, je
koncentrace Mg nizkd, coz ohroZuje skot travni tetanii (Ca + Mg) : K =1 : max. 2,2 —
tetanicky pomér. Vyjdeme-li ze situace, ze pH 1 zasobenost Zivin je v rovnovaze, pak
dusik exportovany sklizni pfevySuje hodnoty dusiku dodaného hnojenim jen do davky
150 kg N . ha™; pii vyssich davkach se jiz exportuje ménd dusiku, neZ se doda
hnojenim, coZ je ztratové a vznikd nebezpeci vyplaveni nitratd do podzemnich vod

(Tab. 1).

Tab. 1 Dusik dodany hnojenim a jeho export sklizni

Trojsecné vyuziti Pétisecné vyuziti
Davky N (kg . ha™) 50 150 300 50 150 300
Export N% z davek 253,2 1045 60,1 260,8 102,8 67,7
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ZvySovanim davek N klesa jeho produkéni ucinnost, a to v zdvislosti na
produkénim potencialu pudy a prubéhu meteorologickych podminek. Porost kostiavy
Cervené je neekonomické hnojit vy$si davkou nez 80 kg N . ha™. (Naproti tomu
porost trojStétosrhovy je jeste rentabilni hnojit davkou 165 kg N . ha* pii trojsecném a
145 kg . ha™ pii pétiseéném vyuziti). Pii téchto davkach se dlouhodobg dosahovalo
vynosu 6,9 resp. 5,6 t susiny. ha *. K dosaZeni maximalniho vynosu, tj. 7,4 t . ha* bylo
tteba u trojsecného vyuziti davky 270 kg N a u pétisecného porostu k max. vynosu 6,4 t
. hat davky 305 kg N . hat (coz je jiz velice neekonomické).

P¥i kazdoro&nim hnojeni davkou 32 kg P . ha™* se navrati exportem Zivin sklizni

nasledujici podil (%) této davky (Tab. 2).

Tab. 2 Fosfor dodany hnojenim (32 kg P . ha™*) a jeho export sklizni

Trojsecné vyuziti Pétiseéné vyuziti
Davky N (kg . ha™) 50 150 300 50 150 300
Export P 72,6 915 100,3 75,7 89,9 100,2

(% z davky 32 kg P . ha )

To znamend, ze fosfor dodany ve hnojivech neni pti efektivnich davkach kolem
150 kg N . ha™* vyuZit a bude u&elné nehnojit fosforem pausalng, ale zachovat urity
pomeér k dusiku. Ten nebude stély, ale s vy$§imi ddvkami N se bude rozsitovat (Tab. 3).
Vse za ptedpokladu vyhovujici zdsobenosti P v ptidé i poZzadované koncentrace v susiné

pice (0,3%).

Tab. 3 Vyziva travnich porostl, davky a pomér N : P : K

Davky N 50 150 300 kg . ha™
Davky P (P20s) 23 (52) 29 (66) 32 (73)
Davky K (K20) 60 (72) 83 (100) 100 (120)
Pomér N:P:K 1:046:12 1:0,2:055 1:0,11:0,33
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Pii kazdoro¢nim hnojeni davkou 80 kg K . ha™1 (96,4 kg K;0) se vrati ve sklizni
vzdy vice drasla, nez jsme dodali (Tab. 4). Také u nehnojené¢ho porostu exportuje
sklizenn v primeéru 60 kg K z 1 ha. Dochazi také k uvolnovani K z ptdy, které probiha
prakticky celoroéng, i kdyZz neni od&erpavan rostlinami. Cést se vyplavi, ale ¢ast v
jarnim obdobi pastvy ohrozuje zvifata svou vysokou koncentraci v pici 2,5 — 3%.
Potieba zvitat je 0,5% (0,2 — 1,0). Proto je vhodné posunout hnojeni draslem po prvnim

pastevnim cyklu resp. po 1. seci.

Tab. 4 Export drasliku sklizni pfi stupfiovanych davkéach dusiku

Trojsené vyuziti Pétisecné vyuziti
Davky N
(kg . hat) 50 150 300 50 150 300
Export K
(% z davky 80 kg . ha ') 148,6 171,7 160,7 138,3 150,3 154,3

Vzhledem k dostate¢né koncentraci K v pici neni G¢elné zvySovat davky drasla
hnojenim aZ na exportovanou vysi, ktera by byla 123 kg K . ha™* (148 kg K,0) pii
hnojeni 50 kg N, ale az 143 kg K (172 K;0) pfi hnojeni 150 kg N . ha*. Tim by
dochazelo k luxusnimu pfijmu drasla. Na druhé strané¢ ale doSlo, pfi dlouhodobém
hnojeni 80 kg K . ha ™, k poklesu piijatelného K v piidé, bez ohledu na davky dusiku, v
priméru na 95% ptvodniho stavu. Proto bude ucelné hnojit intenzivni plochy davkami
podle trovné dusikatého hnojeni, tedy vynosu suSiny.

Hnojeni trvalych travnich porosti (neobnovenych, nepfisetych, tedy s nizSim
podilem jetelovin do 10 — 20%) mineralnimi hnojivy, vychéazi z produkéniho potencidlu
stanoviste, tj. pH, zdsobenosti zivinami i typu porostu, prumérnych vynost minulych let

a poctu seci (pastevnich cykla) [FIALA a kol. 2007].
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3.2.9.3 SPOLUROZHODUJICI FAKTORY (MAJICI VLIV
NA VYNOS A KVALITU PiCE)

3.29.3.1 PRIROZENA URODNOST PUDY A VLAHOVE
PODMINKY

Urodnost pudy je dana predevim pidnim druhem a typem, mocnosti ornice a
vodnimi poméry. Na vlhkych az cerstvé vlhkych stanovistich rostou nejkvalitngjsi
druhy s nejvy3§imi vynosy. Urodnéji pozemek je také charakterizovan hlinitou az
hlinitojilovitou pidou. Tak naptiklad na hlinitopisCité kambizemi (hnéda ptida kysela
HPa—37) s zulovym geologickym podkladem s pH 4,3, P 10, K 84 a Mg 32 mg . kg %, s
dominanci kostiavy cervené, byl dosazen dlouhodoby (8 let) vynos suSiny na
nehnojeném porostu 1,8 t . ha™. Travni porost je schopen vylepsit pidy svoji kofenovou
soustavou obohacenim o organické latky a humus. Zlepsuje tak strukturu a urodnost

pudy [FIALA a kol. 2007].

3.29.32 FENOFAZE — RUSTOVA FAZE

Pravdépodobné rozhoduje o kvalité pice nejvyznamnéji. U pastevnich porosti je
optimum ve fazi zacatku prodluzovani stébel tj. vyska porostu 100 — 150 mm a u
luénich v zaatku metani rozhodujicich druhli trav. Starnutim rostlin, zvlasté¢ po
vymetani trav, se podstatné snizuje jejich stravitelnost, snizuje obsah dusikatych latek
a vyuzitelna energeticka slozka — to jsou rozhodujici ukazatele kvality [FIALA a kol.
2007].

3.2.9.4 HNOJENI TRAVNICH POROSTU MINERALNIMI
HNOJIVY

3.29.41 KVALIFIKOVANE PREDPOKLADY

BPEJ, zranitelna oblast, agrochemické rozbory, normal srazek a teplot a zplisob

vyuziti. BPEJ (bonitované ptidné ekologické jednotky) vyjadiuji stanovistni podminky,
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jsou digitalizovany pro jednotlivé parcely a zavedeny na katastralnich uradech. Prvni
Cislice pétimistného Ciselného kdédu vyjadiuje klimaticky region, druhd a treti hlavni
pudni jednotku (v podstaté plidni typ a druh), Ctvrta sklonitost a expozici a patd
skeletovitost a hloubku piidy. Zranitelné oblasti (nebezpec¢i znec€isténi povrchovych a
podzemnich vod dusi¢nany a zohlednéni eutrofizace vod) jsou tzemné vymezeny
katastralnimi izemimi, jejichz seznam je uveden v pfiloze nafizeni vlady ¢. 103/2003
Sb. ve znéni nafizeni ¢. 219/2007 Sb. (zména zranitelnych oblasti od 1.9.2007).
Agrochemické rozbory pud se provadi alespon 1x za 6 let na obsah: pH, (Coy),
ptijatelny P, K, Mg, (Nmin.) z pidni vrstvy 0 — 200 mm. Srazkové a teplotni tficetileté
praméry za rok a vegetacni obdobi se ziskaji v nejbliz§i meteorologické stanici. Pro
soudasnou, praktickou potiebu systému obhospodafovani v CR &lenime travni porosty
podle produkéniho potencialu stanovisté a zpasobu vyuziti (Tab. 5). Protoze jsou pudné
klimatické podminky naSich stanovist’ velice rozdilné, 1ze podle konkrétnich podminek
odvodit dalsi ¢lenéni s cilem urcit pfirozenou produkéni schopnost toho kterého

stanovisté [FIALA a kol. 2007].

3.2.9.4.2 HNOJENI-N

Doporucené davky jsou variabilni podle vynosi a zplisobu vyuziti, tedy
stanovist’ (viz Tab. 5, 6, 8, 9, 10). V ramci rozpéti jednotlivych dévek se pouzije uroven
podle mistnich zkuSenosti hospodafe — podle ro¢niku, barvy listl, ekonomiky apod.
SniZeni davek dusiku je rovnéZ mozné na dobrych ptadach se zastoupenim jetelovin v
porostu, které ,,dodavaji* dusik a tak se dosahuji dobré vynosy. Celkové davky dusiku
nad 80 kg . ha* je tieba d&lit k seim. PiihliZi se k zastoupeni jetelovin v porostu, dusik

se pridava s ustupuyjici jetelovinou [FIALA a kol. 2007].
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Tab. 5 Uroven vynosi dle zptisobu vyuZiti a stanovi§té

Zpusob vyuziti dle Primérny vynos v susiné
(t.ha?)

nizky stiedni vysoky
Louka trvala 1 se€ + 1x pastva extenzivni 15 2,0 -
2 sece extenzivni 2,0 3,5 -
3 seCe intenzivni 50 6,0 7,0
piisev 4sece intenzivni — 7,0 8,5
docasna obnova 4 se¢e intenzivni — 7,5 9,0
Pastvina trvala volna pastva extenzivni 2,5 4,0 —
trvala (pfisévana) intenzivni 4,0 5,0 6,0
trvala (1-2 sece, 1-2past.cykly) intenzivni 3,5 4,5 55
Jetelovinotravni smés na o.p.
jetel nad 20% intenzivni 6,0 8,0 10,0
jetel pod 20% intenzivni 50 7,0 9,0

Travni porosty picninaisky nevyuZivané

mimoprodukéni funkce
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Tab. 6 Doporugené davky dusiku (kg . ha™)

Zpusob vyuziti / Primérny vynos v susiné
Doporucené davky N za rok*) (t.ha?)
nizky stiedni vysoky

(kg.ha') (kg.ha') (kg.ha)

Louka trvala 1 se¢ + 1x pastva extenzivni — — —
2 sece extenzivni - 30 -
3 sece intenzivni 60-80 100-120 120-140
ptisev 4 sece (40% jetelovin) intenzivni — 100-120 120-140
docasna, obnova 4 sece intenzivni 120-140 140-160
Pastvina trvala volna pastva extenzivni — — —
trvala (pfisévana jetelotravou) intenzivni 50 60 70
trvala (1-2 sece +1-2 past. cykly) intenzivni 70 80 90
trvala (celodenni pastva) intenzivni 50 60 70
Jetelovinotravni smés na o.p.
jetel nad 20% intenzivni 0-30 0-40 0-40
jetel pod 20% intenzivni 60-80 80-120 140-160
Travni porosty picninaisky nevyuZivané mimoprodukéni funkce
*) do dévky dusfku nenf zapotitan piivod dusiku ve vykalech a moti pasenych zvifat
3.29.43 HNOJENI - P, K, Mg
Tab. 7 pH a obsah zékladnich makroprvkii v padé*(mg . kg ™),

sttedni piidy, Mehlich III)

pH P K Mg

Lu¢ni pada 5-6 51-90 161-250 131-170
Orna ptuda 55-6,5 81-115 171-310 161-265

*Pozn.: uvedené hodnoty — jsou optimalni hodnoty pH a obsah zakladnich makroprvki v pidé
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V pfipad¢, Zze nehnojime statkovymi hnojivy, ale pouze mineralnimi, odviji se
davky P, K a Mg od vynosové urovn¢ — tedy hnojeni dusikem zésobenosti téchto prvkil
v pudé¢. To vse za predpokladu pH 5,0 — 6,0 a vyhovujiciho obsahu téchto makroprvki v
pudé¢ (Tab. 7) Pfi nizSim obsahu, nez jsou hrani¢ni hodnoty, nasobime kazdych
chybéjicich 10 mg koeficientem + 0,1 a pii vyssim obsahu — 0,1. Tedy napf. pii obsahu
fosforu v piids 41 mg . kg ! je tieba povysit zakladni davku ro¢niho hnojeni nasobit ji
koeficientem 1,1. Na lucnich porostech, kde neni piisun dusiku ovlivnén vykaly
pasoucich se zvifat ani vyS§im zastoupenim jetelovin, se zachovava pomér N : P v
mineralnich hnojivech 1 : 0,40 pii davee dusiku 50 — 75 kg . ha*, 1 : 0,22 pfi davce
dusiku 75 — 125 kg . ha ' a 1 : 0,20 pfi davce dusiku nad 125 kg . ha™* [FIALA a kol.
20071].

Hot¢ikem je tfeba hnojit na pastvinach vzdy a na loukach pti vynosech vétsich
nez 3,5 t susiny. ha *. Hof¢ik oviem neni dobie vyuzit v kyselych pidach s pH niz§im
nez 5,2. Je-1i v piid& obsah (mg . kg ptdy, Mehlich III) drasliku a hoi¢iku v poméru
do 1,6 pak je vyziva v pofadku; od 1,6 do 3,2 je tfeba hnojeni hlidat a nad 3,2 je nutné
korigovat K, respektive Mg. Minerdlni hnojiva je tfeba aplikovat v terminech, kdy je
rostliny nejlépe vyuziji. Na jafe je to v zaCatku vegetace, kdy travy zacinaji intenzivnéji
rust. To se tykd dusiku, hot¢iku a fosforu. Draslik, pfedevS§im na pastvinach, aplikujeme
po prvnim piepaseni, na loukach po prvni se€i, protoZe na jate, diky uvoliiovani K i ptes
zimu, je obsah K v pici nejvyssi. Vlastni aplikace je zavisld na dobé plisobeni
jednotlivych druht hnojiv a dilezita je pravidelnost a davkovani, coz vyznamné
ovliviiyje pouZité rozmetadlo [FIALA a kol. 2007].

Na luc¢nich porostech je pomér N : K v mineralnich hnojivech 1 : 1,20 pfi davce
dusiku 50-75 kg . ha*, 1 : 0,85 pii davee dusiku 75 — 125 kg.ha* a 1 : 0,80 pii davce
dusiku nad 125 kg . ha™* [FIALA a kol. 2007].
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Tab. 8 Doporugené davky fosforu (kg . ha™)

Zpisob vyuziti / Primérny vynos v su$ing (t . hafl)
Doporucené davky P, (P,Os) za rok nizky stfedni vysoky
P P05 P P,0s P P,Os
Louka trvald 1 se¢ + 1 x pastva extenzivni - — — -
2 sece extenzivni  — - - - -
3 sece intenzivni 23 52 26 59 29 66
ptisev 4 sece (40% jetelovin) intenzivni - - 26 59 29 66
docasna, obnova 4 sece intenzivni - - 29 66 32 73
Pastvina trvala volna pastva extenzivni - - - - - -
trvala (prisévana) intenzivni 10 23 14 32 17 39
trvala (1-2 sece,1-2 past.cykly) intenzivni 16 36 18 41 20 45
trvala (celodenni pastva) intenzivni 4 9 7 16 11 25
Jetelovinotravni smés na o.p.
jetel nad 20% intenzivni 23 52 26 59 32 73
jetel pod 20% intenzivni 23 52 26 59 32 73

Travni porosty picninaisky nevyuzivané

mimoproduk¢éni funkce

*) do davky fosforu neni zapocitan piivod fosforu ve vykalech a moci pasenych zvital

3.2.9.44 VAPNENI TRAVNICH POROSTU

Pokles pH v ptid€ pod travnimi porosty nastava az pii vysokych davkach dusiku

(nad 200 kg . ha™) a vyssich vynosech nez 8 t susiny na ha. Jinak sta¢i doplnéni CaO v

hnojivech (je-1i v nich obsazen), neni-li ov§em puda kysela (pH méné nez 5). Potom je

tieba doplnit CaO v davkach do 1 t CaO . ha™* na stfednich piidach a do 0,8 t . ha* na

lehkych piidach za rok. Pottebné vyssi davky rozdélime na vice rokt. Véapnik zvysuje

mineralizaci a uvolnéni dusiku, proto pfi rozoravce drnu nevapnime, aby nedochazelo

k vyplavovani dusi¢nant [FIALA a kol. 2007].
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Tab. 9 Doporugené davky drasliku (kg . ha™)

Zpusob vyuziti / Priimérny vynos v suSiné(t . hafl)
Doporucené davky K,(K20) za rok*) nizky stiedni vysoky
K K20 K K20 K K20
Louka trvald 1 se¢ + 1x pastva extenzivni - — - - - -
2 sece extenzivni - — 40 48 - -
3 sece intenzivni 84 101 95 114 104 125
ptisev 4 sece (40% jetelovin) intenzivni - - 95 114 104 125
docasna, obnova 4 sece intenzivni - - 104 125 120 145
Pastvina trvala volna pastva extenzivni — - = - =
trvala (prisévana) intenzivni 40 48 50 60 60 72
trvala (1-2 sece,1-2 past.cykly) intenzivni 50 60 60 72 70 84
trvala (celodenni pastva) intenzivni - - 15 18 30 36

Jetelovinotravni smés na o.p.

jetel nad 20% intenzivni 95 114 104 125 120 145
jetel pod 20% intenzivni 84 101 95 114 104 125
Travni porosty picnindisky nevyuzivané mimoproduk¢ni funkce

*) do davky drasliku neni zapocitan piivod drasliku ve vykalech a mo¢i pasenych zvirat

3.2.95 HNOJENI TRAVNICH POROSTU STATKOVYMI
HNOJIVY

Raciondlni vyuzivani statkovych hnojiv je proti minerdlnim levngjsi, ale je 1 v
souladu s filosofii trvale udrzitelného zeméd¢€lstvi. Minimalizuje totiZz vnéjsi vstupy a
vyuziva vnitini, které jsou v zeméd¢lstvi k dispozici v ramci kolob&hu zivin v podniku
(pokud subjekt ma zivocisnou vyrobu). Zvysuje, resp. udrzuje kvalitu pady a vody a

také kvalitu pice (Tab. 11, 12).
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Tab. 10 Doporucené davky hoi¢iku (kg . ha™)

Zpusob vyuziti / Primérny vynos v susing (t . ha ')
Doporucené davky Mg, (MgO)za rok*) nizky stiedni vysoky
Mg MgO Mg MgO Mg MgO
Louka trvald 1 se¢ + 1x pastva extenzivni -  — — — - -
2 sece extenzivni -  — - - - -
3sece intenzivni 22 - 25 — 30 —
ptisev 4 sece (40% jetelovin) intenzivni - - 30 - 32 -
docasna, obnova 4 sece intenzivni - - 32 - 35 -
Pastvina trvala volna pastva extenzivni - - — — - -
trvala (prisévana) intenzivni 25 - 32 — 40 -
trvala (1-2 sece,1-2 past. cykly) intenzivni 25 - 32 — 40 -
trvala (celodenni pastva) intenzivni - - 32 - 40 -

Jetelovinotravni smés na o.p.

jetel nad 20% intenzivni 32 - 36 - 40 -
jetel pod 20% intenzivni 25 - 32 - 36 -
Travni porosty picninaisky nevyuzivané mimoproduk¢éni funkce

*) do davky hoic¢iku neni zapocitan ptivod hoiciku ve vykalech a moci pasenych zvifat

Tab. 11 Vliv mineralnich a statkovych hnojiv na vynos a kvalitu pice

Hodnoceny znak
Varianty hnojeni SuSina NL  vldknina PDIN PDIE NEV NEL
t.ha' g.kg" g.kg® g.kg' g.kgt MJ. kgt MJ.kg*

NPK 6,54 1316 2484 76,7 77,6 498 521
Hnij + Mocivka 5,65 1339 2389 78,2 77,9 506 5,27
Kejda 537 1312 2377 76,5 77,9 513 5,32

Raciondlni vyuziti statkovych hnojiv ke hnojeni travnich porostti predpoklada
ale pouziti spravné technologie jejich skladovani a aplikace. Tzn. hntyj vyzraly, schopny
pravidelné aplikace, bez dlouhé slamy apod. Dostate¢né dlouhou dobu skladovani kejdy

i mocuvky, aby se odstranily, respektive potlacily zdroje infekci (koliformni bakterie,
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salmonely, zarodky parazitl apod.), latky s inhibi¢nim uG¢inkem na rostliny (kyselina

hipurova, mocova, benzoova) a tak, aby doslo ke ztraté klicivosti plevelnych semen.

Dale je nutné dodrzovat pravidla pro aplikaci a skladovani statkovych hnojiv. Primérny

piivod dusiku a dalSich zivin pfi aplikaci mineralnich a statkovych hnojiv a pii pobytu

zvifat na loukach a pastvinach ukazuje Tab. 12 [FIALA a kol. 2007].

Tab. 12 Pramérny piivod Zivin do pidy ve statkovych hnojivech (kg . t7)
Pramérny Dusik  Fosfor Draslik
Statkové hnojivo obsah (N) (P20s) (K20)
susiny (%)
Hniyj skotu 23,0 50 3,1 7,1
Hndyj skotu (z hluboké podestylky) 23,0 6,0 3,1 10,7
Hnyj prasat 23,0 6,2 5,7 51
Hnyj prasat (z hluboké podestylky) 23,0 7,4 57 7,1
Konsky hnij 29,0 5,2 3,2 7,3
Ov¢i hntj (hndj koz) 28,0 7,6 3,7 10,4
Mocuvka skotu a hnojivka 2,4 2,5 0,2 53
Mocuvka prasat a hnojivka 2,0 2,8 0,5 2,5
Kejda skotu 7,8 3,2 1,5 4,8
Kejda prasat 6,8 5,0 3,0 2,3
Kejda ovci (koz) 24,0 6,0 2,1 5,3
Kejda dribeze 11,8 9,6 6,4 3,8
Cerstvy driibezi trus 23,0 18,0 11,9 7,1
Druibezi trus ulezely (ztraty N 35%) 33,0 16,8 17,1 10,2
Suchy dribezi trus (ztraty N 50%) 50,0 19,2 24,3 14,9
Suchy dribezi trus (ztraty N 50%) 73,0 28,0 35,5 21,8
Drubezi podestylka (ztraty N 50%) 50,0 19,2 16,0 11,3
Vykaly a moc¢ skotu (primérna ro¢ni produkce 14,0t/ DJ) 3,3 222 7,1
Vykaly a mo¢ ovci, koz (primérna ro¢ni produkce 9,1t/ DJ) 49 2,6 6,6
Vykaly a mo¢ koni (pramérna ro¢ni produkce 8,6 t / DJ) 2,3 3,5

1) Piivod zivin do pudy ve statkovych hnojivech je uvadén jiz po odeétu ztrat ve stajich, pii skladovani

statkovych hnojiv a pfi pastvé hospodaiskych zvifat nebo jejich pobytu na zemédélské ptidé. Pokud

je k dispozici rozbor obsahu Zivin, nepouziji se hodnoty uvedené v tabulce.

2) Pro mlady skot (do 2 let) se pouzije hodnota 2,6 kg N .t vykalt a moéi.
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Statkova hnojiva neobsahuji jen nejucinnéjsi makroprvek dusik, ale i organické
latky, SirSi spektrum makro a mikroprvki, bakterie a latky stimulujici povahy
(heteroauxiny). Tab. 12 uvadi jiz jen ,,Cisty* pfivod dusiku do plidy vykaly a moci
pasenych zvitat, pficemz s celkového obsahu dusiku se odecitaji ztraty 40%. Pro Gcely
vyzivy travniho porostu pak z tohoto piivodu pocitdme vyuzitelny dusik, coz je v
prvnim roce ohodnoceno koeficientem ucinnosti 0,6. Zbytek (0,4) je zapocitan dalsi rok.

Pokud se tedy pase kazdoro¢né, tak se vlastné kazdym rokem zapocitava cely ptivod

(0,6 + 0,4) [FIALA a kol. 2007].

3.2.9.51 VLIV HNOJENI NA POROST

V horskych a podhorskych oblastech, kde byva az 100% zastoupeni travnich
porostii ze zemédélské pudy, jsou statkova hnojiva vyznamnym a relativné levnym
zdrojem zivin. Hospodafeni s nimi (jejich oSetfovani, forma, davkovani, terminy
pouziti) mad na vyuziti zivin travnim porostem zasadni vliv. Na Spatné¢ zdsobenych
pudach 1épe Cerpaji P a K jeteloviny, pficemz travy a ostatni byliny ziskaji diky nim
dusik hlizkovych bakterii. Na dobfe zasobenych plochach, kde se neptehnojuje
dusikem, je mezi hlavnimi agrobotanickymi skupinami (travy, jeteloviny a ostatni
byliny) rovnovaha. Dusik dodany statkovymi, nebo mineralnimi hnojivy Cerpaji
predev§im travy a byliny tak trochu na ukor jetelovin. Se stoupajicim dusikatym
hnojenim si je tfeba uvédomit dobu vyuziti porostu, protoze tim klesd zastoupeni
jetelovin a nizkych trav, porost fidne a prevladaji vysoké travy a byliny, vcetné
plevelnych. Intenzita vyuZivani musi byt ovSem podpofena intenzivnéj$im hnojenim.
Na jaké stanovisté a porost je vhodné urcité statkové hnojivo uvadi Tab. 13 a 14.

[FIALA a kol. 2007].

Mineralni hnojiva vice podporuji travy, ale potlacuji jeteloviny. Statkova
hnojiva zachovévaji vétsi rovnovahu, porost je vyrovnanéjsi s vyssim podilem jetelovin.
Podil jetelovin je hnojem a moctvkou podporovan az do davky 15 t hnoje a 6 t

mocuvky na hektar. Potom uZ se jejich zastoupeni snizuje ve prospéch ostatnich bylin.
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Tab. 13 Preference pouziti statkovych hnojiv na travnich porostech

Tézsi pudy, hlubsi, intenzivni vyuzivani porostu, kejda,
pievaha trav, louky a pastviny mocuvka
Lehc¢i ptudy, pfevaha trav, extenzivngjsi vyuziti 2 sece, hniij, kompost

eventuelné prepaseni

Svazita stanoviste, zaplevelend, vice srazek, kratkodobé hnij, kompost
zéaplavy
Plochy pozdé secené, nebo spasané hniij, kompost
Porosty s vysokym vynosem a kvalitou pice a tomu kejda,
odpovidajici zhodnoceni hnojiva mocuvka
Jetelovinotravni porosty na orné pudé¢ s vyssim podilem hntij, kompost
jetelovin
Intenzivni smésky s vysokym podilem trav, zvlasté kejda,
jilka mocuvka
Tab. 14 Vliv hnojeni na travni porost (dlouhodoby pokus — 23 roka, vysledky
jsou priméry z poslednich deseti let)

Vynos Ostatni

Hnojivo Prepocet susiny Travy Jeteloviny  byliny
kgN.ha' (t.ha?) (%) (%) (%)

Nehnojeno 2,99 34 13 53
P,K 6,62 32 22 46
Hnij a moc¢ivka + P, K 101 7,83 41 16 43
Kejda + P, K 99 7,81 41 16 43

3.2.952 HNOJENI A HOSPODARSKY VYNOS

Jakakoliv vyziva a hnojeni by méla vychazet ze znalosti zdsobenosti Zivin a pH
pudy. Pfi spravném vyuziti statkovych hnojiv se budou ziviny na travni porosty zase
vracet. Doplnéni mineralnimi hnojivy je potieba jen ziidka, musi se ovSem doplnit

zasoba zivin v pud¢. Export Zivin a mineralnich latek sklizni pfi luénim vyuziti v
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pfepoc¢tu na 1 tunu susiny pice je v pruméru 24 kg N, 4,2 kg P, 20 kg K, 6,5 kg Ca, 4,0
kg Mg a 0,5 kg Na. Pastevni travni porost méa vyssi koncentraci zivin a méné vlakniny
(je straviteln&jsi), protoze je spasan v ran¢jSim stadiu (fenologické fazi), takze na 1 tunu
suSiny obsahuje v priméru 28 kg N, 5,0 kg P, 22 kg K, 6,7 kg Ca, 4,2 kg Mg a 0,5 kg
Na. Neni tfeba dohnojovat cely export, ziviny se doplituji i mineralizaci, hlizkovymi
bakteriemi na kotfenech jetelovin, nebo i destovymi srdzkami. Hoicik je ale dalezity
zvlasté na pastvinach pii zahajeni pastvy (,,travni tetanie*). Hodnotna statkova hnojiva
zvysuji ptdni trodnost a snizuji potiebu nakupu pomérné drahych mineralnich hnojiv.
Je vyhodnéjsi aplikovat mensi davky na mlady porost a Castéji, nez velkou davku
najednou. Lépe se vyuziji Ziviny, snizuje se nebezpeci zapleveleni a je vyrovnangjsi
obsah minerdlii v pici, zvlasté obsah drasliku se udrzi pod 3% v suSiné. Jde tim i o
snizovani kapacit na uskladnéni.

Stupniované davky dusiku vynos susiny zvySuji jen malo. Je to dano zvysenou
frekvenci seci, nebot’ plati pravidlo, ze zvySenym poctem seci klesa vynos, ale stoupa
kvalita. Toto pravidlo neni sice dogma, protoze vynosy zpravidla klesaji az po dvou,
nékdy tfech secich a za stejnych podminek hnojeni a seceni, ale v zdsad¢€ je urcujici.
S ohledem pouze na vynos susiny miiZeme tedy konstatovat, Ze mineralni hnojiva

jsou v tomto ohledu ucinnéjsi, nez statkova [FIALA a kol. 2007].

3.2.9.53 HNOJENI A KVALITA PIiCE

Statkova hnojiva jsou ve vztahu doddni makro 1 mikroelementl pro travni porost
dostatecné ucinna. Napf. prubéh ucinnosti dusiku zavisi na podilu lehce rozpustného
amoniakalniho dusiku (NH4-N) a organicky vazaného dusiku. Déle na ztratach ve formeé
¢pavku do ovzdus$i a na druhé strané rychlé pfeméné v pidé — mineralizaci. Nejvyssi
podil amoniakalniho dusiku ma moctvka, ale 1 prase¢i nebo driibeZi kejda. Dusik rychle
pusobi, ale jsou zde 1 nejveétsi ztraty. Vyssi podil organicky véazaného dusiku ma kejda
skotu a zvlast€ hndj a kompost — zde jsou ztraty N nizsi. Prezvykavci by méli predev§im
vyuzivat objemna krmiva a tedy i pici travnich porosti. Uroven travnich porostéi —
jejich obhospodarovani a ekologicka stabilita je zavisla na Grovni chovu skotu.

Soucasny problém trvalych travnich porosti (TTP) je jednak v tom, Ze jsou
nizké stavy zvifat, zejména v horach, a potom v tom, Zze se nedostatecna kvalita

objemné pice dohani (nahrazuje) koncentraty. Porovname-Ili napiiklad rakousky systém
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Vv alpskych podminkach, kde je zdkladem krmné davky do 5 000 kg mléka bez jadra
pice z travnich porostl a pii uzitkovosti 6 500 —7 000 kg mléka spotieba jadra 600 —700
kg na kravu, pak je rozdil evidentni. V Ceském zeméd¢€lstvi je primernd rocni krmna
davka slozena z 35% viceleté picniny na orné pidé, 30% travni porosty a 35% sildzni
kukufice a k tomu se ptidava 1 620 kg jadra na kravu pti primérné uzitkovosti 6 250 kg
mléka. ReSeni je ve kvalité pice. Ta ma dvoji efekt. Za prve se zvySuje dobrovolny
piijem pice na kus a den z 10,4 az na 15,2 kg suSiny a tim 1 jeji produk¢ni u€innost z
11,4 na 23,0 kg mlé¢ka na kravu a den a za druh¢ se tim padem dosahne stejné produkce
mléka s mensim stddem krav a vyznamné se Setii jadro. Dosazeni kvality je pfedevS§im
zavislé na sklizni ve spravné rastové fazi rostlin — fenofazi.

S postupujicim stafim se méni sloZzeni v neprospéch kvality a stravitelnosti.
PtedevSim prvni ndrlst v roce by nemél prekrocit f4zi metani nejrozsifengjSich trav.
Protoze s vys$sim poctem seci se zkracuje doba nartstu, rostliny se sklizi mladsi a jsou
tedy kvalitnéjsi a stravitelnéj$i — maji nizsi obsah vlakniny.

Racionalni vyuzivani statkovych hnojiv, od skladovani, zrani az po vhodnou
aplikaci, prospiva vyvazené vyZziv€é porostu a kvalité¢ sklizené, nebo pasené pice.
Soucasné je i zarukou posileni mimoprodukénich funkei travnich porosti a
ochrany zivotniho prostiedi. Pii porovnani u¢innosti na vynos lze fici, Ze pouZzitim
mineralnich hnojiv se sice dosahuje vySSich vynosl suSiny, neZ hnojenim statkovymi
hnojivy v pfepoctu stejnymi davkami zakladnich makroprvku, ale jinak tomu je pfi
hodnoceni kvality pice a biodiverzity porostu. Po hnojeni statkovymi hnojivy se zvySuje
energetickd slozka pice NEL 1 NEV a také NL. Naopak se snizuje vldknina. Mineralni
hnojiva vice podporuji travy, ale potlacuji jeteloviny. Statkovd hnojiva zachovavaji
vetsi rovnovahu, porost je vyrovnanéjsi s vysSim podilem jetelovin [FIALA a kol.
2007].

3.2.9.6 PRAVNI PREDPISY UPRAVUJICI HNOJENI
TRAVNICH POROSTU DUSIKEM

Ptedpisy upravujici hnojeni travnich porostii N 1ze rozdé¢lit na predpisy povinné
a dotacni, kde zdlezi na zeméd¢€lci, zda bude uvedeny ptedpis dodrzovat a pobirat

dotace (pokud se takto rozhodne, stane se pro n¢j piedpis zavaznym).
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Mezi povinné pravni predpisy patii nafFizeni vlady ¢. 103/2003 Sb., ve znéni
pozdéjsich predpist, kterym stanovi podminky pro zemédélské hospodafeni ve
zranitelnych oblastech (§ 33 vodniho zdkona), tzv. akcni program. AkcEni program

stanovuje nasledujici podminky pro hnojeni travnich porosti:

1. Uplny zékaz hnojeni travnich porostil v zimnim obdobi, a to podle

nasledujici tabulky.
Plodina nebo kultura Klimaticky Hnojiva s rychle Mineralni dusikata

region uvolnitelnym dusikem hnojiva

Travni (jetelovinotravni) 0-5 15.11. - 31. 1. 1.10.-28. 2.
porosty na orné pude,
trvalé travni porosty 6-9 5.11. —28. 2. 15.9.-15. 2.
2. Zakaz hnojeni travnich porostii N na zamoktfenych puadach (pokud nebyly

meliorovany odvodnénim) a omezena jednordzova davka hnojeni travnich

porostil N na pidach mélkych a pidach s nevyvinutym ptidnim profilem.

3. Zékaz pouzivani dusikatych hnojivych latek v pasu min. 5 m okolo vodnich
tok.
4. Zakaz pouzivani tekutych statkovych hnojiv s rychle uvolnitelnym N na padach

s vysokou sklonitosti (nad 7°), a to nejméné 25 m od biehové ¢ary vodniho

atvaru.

DalSimi jsou ptfedpisy dota¢niho typu, tj. pravni piedpisy vymezujici podminky
dotacnich opatfeni (agroenvironmentalni opatieni, opateni Natura 2000 na zeméd¢lské
pude€) podle programovych dokumentii Horizontalni plan rozvoje venkova 2004—2006

(HRDP) a Program rozvoje venkova 2007-2013 (PRV).
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Natizeni vlady ¢. 242/2004 Sb., v platném znéni (HRDP) upravuje:
1. aktualni denni intenzitu hospodarskych zvifat v dob¢ 120 denniho pastevniho
obdobi u zakladniho a nadstavbového managementu pastvin, véetné moznosti

aplikace hnojiv a statkovych hnojiv, jak je uvedeno v nasledujici tabulce.

Management  aktualni denni intenzita povolena aplikace

Zékladni 05— 125VDJ.hat  40kgN.ha ' (zékaz aplikace kejdy prasat)
Nadstavbovy 0,4 — 1,05VDJ.ha* _

2. aplikaci hnojiv a statkovych hnojiv u zdkladniho a nadstavbového managementu

luk, jak je uvedeno v nasledujici tabulce.

Management povolena aplikace
Zékladni 40kg N.hat
Nadstavbovy —

Nafrizeni vlady €. 79/2007 Sb. (PRV) upravuje
1. limity ro¢niho pfivodu N u zdkladniho a nadstavbovych managementi pastvin,

jak je uvedeno v nasledujici tabulce.

maximalni limit N min. pfivod N max. piivod N
Management celkem na pastvou na padni pastvou na
management blok/dil management
Zakladni 80 kg N . rok™ 5kg N . rok™ 55 kg N . rok ™
Druhové bohaté pastviny 5kg N . rok™ 40 kg N . rok™
(pouze pastva)
Suché stepni travniky a viesoviste 5kg N . rok™ 30 kg N . rok™

(pouze pastva)
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2. limity ro¢niho ptfivodu N u zakladniho a nadstavbovych managementt luk, jak je

uvedeno v nasledujici tabulce.

Management Maximalni limit N
Zakladni 60 kg N . rok ™ (v&etn& pripadného piepaseni)
Horské a suchomilné louky 60 kg N . rok* (moznost prepaseni stanoveno v Ipis*)

Podmacené a raselinné louky —

Hnizdisté bahnaka a chiastala -

*evidence zemédélské pudy podle uzivatelskych vztaht

Narizeni vlady €. 75/2007 Sb. (PRV) upravuje v ramci podpory oblasti Natura
2000 na zemé&dglské ptidd max. limit piivodu N pastvou do 30 kg N . ha* pasenych
ploch za rok [FIALA a kol. 2007].

3.2.10 CHEMICKE OSETRENI

BéZné se uzivaji registrované herbicidy a insekticidy, avSak pro sklizen pylu
nesmi byt porost chemicky oSetfen [TAGRO 1999, EMEA 2008]. Porost I1ze oSetfovat
pouze mechanicky, kultivaci mezitadki rotaéni ple¢kou [CAGAS a kol 1989].

3.2.11 SKLIZEN

Na semeno se kostfava Cervena sklizi z prvni sece. Nejlepsi podminky ptdni 1
klimatické jsou v bramboraiské vyrobni oblasti; s rovnomérné rozdélenou sumou srazek
700 — 800 mm za rok [SRAMEK, TVRZ 1990]. Porosty kvetou v po¢atku &ervna a
dozravaji v 1. poloviné Cervence. Doporucuje se nechat porost dobie vyzrat [TAGRO
1999]. Po kombajnové sklizni je potfeba semena dosusit; nenechat vice nez 2 hodiny na
voze. Porost obvykle vyuzivame semendisky 2 uzitkové roky. Vynos semen se
pohybuje od 0,3 — 0,8 t. ha™ [TAGRO 1999]; v zahrani¢i mnohdy viak az 1,0 t . ha™
[JANOVSZKY 1986], & dokonce 2,136 kg . ha™ [FAIREY 2008]. Vynosy semene
kostravy ¢ervené Casto zna¢né¢ i mezirocné kolisaji [REGAL 1953]. HTS ¢ini 1,0 — 1,3
g [TAGRO 1999]. Hnojenim semennych porosti dusikem na jafe vede Casto k tvorbé

vétSich obilek (vyssi HTS). Pocet fertilnich odnozi neni v zasad€ ovlivnén vysevkem
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(napf. v poétu fertilnich odnoZi Festuca rubra L. p¥i vysevcich v rozpéti 3 — 24 kg . ha™
nebylo stanoveno vyznamnych rozdild; s vy$$§im vysevkem stoupal celkovy pocet
odnozi, ale podil fertilnich odnozi z celkovych klesal) [MIKA 2001].

Sklizefi zelené hmoty mize dosdhnout az 40 — 50 t . ha™* [JANOVSZKY 1986].
Kostrava cervena je velice citliva k vylezeni porostu, proto je nutno po sklizni vzdy
peclivé vyhrabat a odvézt zbytky hmoty (slamy i listl) a pfihnojit porost dusikem a
fosforem [SS HLADKE ZIVOTICE 2004].

3.3 PYLOVA ALERGIE

Polinéza je multisystémové alergické onemocnéni, jehoz vyskyt ve svété 1 v
Ceské republice od druhé poloviny 20. stoleti vytrvale stoupa. Jde o celkové sezonni
alergick¢ onemocnéni, které je podminéno alergickou reakci prvniho typu (IgE
mediovanou) na alergeny obsazené v pylovych zrnech. Nejcastéjsim klinickym
projevem polindzy je alergicka rinokonjunktivitida, méné Casté jsou astmatické potize,
objevuje se vSak i1 fada dalSich projevii v zdvislosti na postizeném cilovém organu.
Zékladni roli v diagnostice polindzy hraje peclivé odebrand anamnéza, upiesnéni a
konec¢né potvrzeni diagndézy umozZni kozni testy, v nékterych zvlastnich ptipadech
vySetieni specifickych protilatek typu IgE.
alespoii omezeni expozice pylovym alergentiim. Kauzalnim terapeutickym postupem
je peclivé indikovand a spravné provedena specifickd imunoterapie kvalitnimi
standardizovanymi alergeny. Farmakoterapie polindzy ovliviiyje jak alergicky zanét, tak
akutni projevy onemocnéni. Zahrnuje 1écbu celkovou (pfedevS§im s vyuzitim druhé
generace antihistaminik a nové také antihistaminik s imunomodulacnimi uéinky) a
1é¢bu lokélni (kde v 1é¢bé nosnich ptfiznaku polindzy zaujiméd predni misto pouziti
nosnich kortikosteroidii, dale stabilizatorti mastocytli a topickych antihistaminik). V
1é€bé ocfnich projevii dominuje pouziti stabilizatori mastocytdl a topickych
antihistaminik. Pro rychlé zvladnuti akutnich nosnich a oc¢nich projevii jsou vhodné
piipravky s obsahem dekongestiv. Nedilnou soucasti 1éCby je disledna edukace pacienta
a vyuzivani informaci Pylové informaéni sluzby (dale PIS) [RYBNICEK 2004].

Pacienti s pylovou alergii vytrvale piibyvd a celosvétové jsou na lécbu

probléml vyvolavanych alergickymi chorobami vynakladany stale vétSi finan¢ni
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prosttedky. To samoziejmé¢ vede ke zvySenému zdjmu vyzkumnikl i farmaceutickych
spole¢nosti o zkvalitiiovani antialergickych 1ékt a 1écebnych postupi.

Pfestoze ani moderni medicina neumi alergicka onemocnéni jesté zcela vylécit,
zvlada vétSinou velmi dobie alesponi odstranit potize, a to s minimalnimi vedlejSimi
ucinky lécby. V pfistich letech se nebude zkvalitiiovat pouze farmakoterapie, vyrazné
pokroky uz nyni zaznamenala také imunomodulacni 1éc¢ba a Ize ocekavat, ze v blizké
budoucnosti pravé imunomodulaéni postupy pfinesou nejveétsi zkvalitnéni 1écby

alergickych onemocnéni [RYBNICEK 2004].

3.3.1 HISTORIE

Pylova alergie patti k onemocnénim zndmym jiz po staleti — prvni popis alergie
na kvéty rtzi pochazi z Persie uz z 9. stoleti n. 1. [FRANKLAND 1991]. Dlouho se ale
jednalo o onemocnéni velmi vzacné a jeho pficina byla nejasnd. V roce 1819 Angli¢an
John Bostock popsal ,,periodické postizeni o¢i a hrudi® (Case of a periodical affection
of the eyes and chest). Tehdy mu trvalo 9 let, nez nasel 27 dalsich podobnych pacientu,
jejichz potize popsal jako ,,summer catarrh® — letni katar [SIBBALD, STRACHAN
1995]. Obecné minéni v t¢ dobé bylo, Ze popisované potize jsou vyvolavany senem
nebo pobytem ve skleniku. Az dal§i Angli¢an, Charles H. Blackley, fadou pokust
jednoznaéné prokdzal, Ze pti¢inou potiZi jsou pylova zrna. Své vyzkumy shrnul v roce
1873 v publikaci Experimental researches on the causes and nature of Catarrhus
Aestivus [COMTOIS 1995]. Pomérn¢ vzacné bylo toto onemocnéni i v prvni poloviné
20. stoleti [NOON 1911]. Termin alergie pochazi z feckého ,,ALLOS ERGOS* — , jina
rekce* a poprvé ho vroce 1906 pro oznaceni neobvyklé reakce organismu pouzil
vidensky 1ékat Clemens von Pirquet. Prvni znama epidemiologicka studie (ze
Svycarska z roku 1921) ukézala vyskyt alergie 1% [HRUBISKO a kol. 2003]. Teprve v
poslednich desetiletich zacal vyskyt polindzy celosvétoveé prudce nartstat.

Rovnéz 1é€ba polindzy zaznamenala v pribéhu let fadu dileZitych krok: v roce
1911 popsal Noon [NOON 1911] specifickou alergenovou vakcinaci, ktera se nejen
pouziva s jistymi Upravami dosud, ale navic nabyva stile vétStho vyznamu. Ve 40.
letech se objevila prvni generace antihistaminik, 70. léta pfinesla lokalni inhala¢ni
kortikosteroidy, 80. Iéta druhou generaci nesedativnich antihistaminik, 90. I1éta
antileukotrieny a na pfelomu tisicileti se potom objevila antihistaminika s

imunomodula¢nim U¢inkem. Pokrocilo se i v prevenci — v roce 1936 byla zalozena
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prvni monitorovaci pylova stanice v USA, od 60. let se zaCala rozvijet sit’
monitorovacich stanic v Evropé. V roce 1992 zahgjila provoz rovnéz prvni stanice
pylové sluzby (PIS) v Ceskoslovensku, v sou¢asné dobé je v Ceské republice k
dispozici lékaftim 1 pacientim 12 stanic PIS (Obr. 3).

V poslednich letech se za€ina klast stale vétsi diiraz napf. 1 na vhodny vybér a

drzbu parkové zelené i z hlediska jeji vhodnosti pro alergiky [RYBNICEK 2004].

RozlozZeni stanic Pylové informaéni sluzby
v Ceské republice (stav v roce 2004)

Zlaté Hory
Jesenikac

@
()

Obr.3  Rozlozeni stanic PIS [RYBNICEK 2004].

3.3.2 PREVALENCE POLINOZY

Vyskyt polindzy v poslednich desetiletich neustale stoupa. Naptiklad Wiithrich
[WUTHRICH kol. 1989] uvadi vzestup prevalence pylové rymy ve Svycarku z 0,28%
populace v roce 1926 na 10% v roce 1985. V soucasné dobé se prevalence polindzy v
riznych zemich svéta pohybuje u déti i dospélych od méné nez 1% az po vice nez 40%
[MONTGOMERY 1988, WRIGHT a kol 1994]. V Ceské republice udaval Vondra
[VONDRA a kol. 1997] v poloving 90. let prevalenci pylové rymy v Praze 8 u 14- a 15-
letych déti  5,3%, v Teplicich 4,5% a Prachaticich 3,7%. Faierajzlova
[FAIERAJZLOVA, SVANDOVA 1997] uvadi ve stejné dob& primérnou prevalenci v
fadé monitorovanych ¢eskych mést u 5-, 9- a 13- letych déti 5,7%. Podle Centra
hygieny Zivotniho prosttedi SZU Praha (dr. J. Kraténova), kde dlouhodobé probiha

projekt, ktery v 16 méstech CR sleduje prevalence alergickych onemocnéni v bézné
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populaci 17- letych, se polindza v roce 2000 vyskytovala u 11,7% probanda (u 14%
chlapct a 9,5% divek) v této veékové kategorii. V roce 2001 udaval Statni zdravotni
ustav prevalenci polindzy u 5- letych déti 4,1% a u 17- letych adolescentii 16,2%
[KRATENOVA 2003]. V nékterych oblastech Ceské republiky je prevalence polindzy
pravdépodobné jesté vyssi. Velmi vysoka je rovnéz subklinicka senzibilizace zdravé
populace na pylové alergeny. Hrubisko [HRUBISKO, KVASNICKA 1997] uvadi, Ze az
17% zdravych obyvatel Bratislavy je senzibilizovano pylem trav. Udaje z CR
[VONDRA a kol. 1997] i ze zahrani¢i [PEDRSEN, WEEKE 1981] dokladaji, ze ve
méstech je vyskyt polinézy vyssi nez na vesnicich. V pribéhu Zivota je prevalence
pylové alergie nejnizsi v raném détstvi — do 5 let, poté prudce stoupd, maxima dosahuje
v adolescenci a ¢asné dospélosti a dale s vékem opét postupné klesd. V détském véku
jsou castéji postizeni chlapci nez divky, tento rozdil se vyrovnava v ¢asné dospélosti

[SIBBALD, STRACHAN 1995, FAIERAJZLOVA, SVANDOVA 1997] .

3.3.3 RIZIKOVE FAKTORY ROZVOJE POLINOZY

3.33.1 GENETICKA PREPOZICE

Atopici jsou lidé, ktefi maji vrozenou schopnost se snadn&ji alergizovat. Pfi
obvykle opakovaném kontaktu s antigenni latkou (alergenem) se v jejich organismu
vytvafi zvlastni typ protilatek tzv. imunoglobuliny typu IgE (reaginy). Po opakovaném
styku s alergenem se u nich projevuje alergicka reakce prvniho typu: anafylaxie, atopie.
Tento typ piecitlivélosti se rozviji ve dvou fazich. Prvni je klinicky latentni. Nejprve
dochdzi k nadmérné produkci imunoglobulinii typu IgE a k jejich vazbé na membranu
zirnych lymfatickych bunék (pfitomné prakticky ve vSech tkanich) a bazofill
(ptitomnych v krevnim obé&hu). Timto procesem se zirné buiiky tzv. aktivuji a vypusti
do svého okoli obsah drobnych granul (zrnic¢ek), které do t¢ doby skladovaly uvniti sebe
pro pozdéjsi pouziti. Tyto granuly jsou plné latek (obecné — zanétlivé mediatory) a
praveé ucinkem téchto latek vznikaji zndmé piiznaky (svédéni, kychani, vyrazka apod.)
[EKOFF a kol. 2012]; jinak feeno - pfemosténi navazanych protilatek antigenem
(alergenem) vyvola uvnitt téchto bunck specifické reakce, které zpiisobi degranulaci a
uvolnéni tzv. mediatort (histamin, serotonin, leukotrieny, heparin atd.) do okolni tkdné
a krevniho ob&hu. Tyto mediatory pusobi negativné a patofyziologicky na hladké

svalstvo, endotelie cév (bunécnou vystelku) a zldzy. Tim vznikd klinicky se
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manifestujici fdze onemocnéni. Tato faze se projevuje lokalnimi pfiznaky na sliznicich
(pylova ryma se zanétem ocnich spojivek, kopfivkou, akutnim otokem kuze), muze
dojit ke stahu hrtanu, mtize vzniknout astmaticky zachvat, prijem, kiece apod.

Pokud alergen pronikne pfimo do krevniho obé&hu, vznikne Zzivotohrozujici
alergicka reakce — anafylakticky Sok. Vyse uvedené¢ mediatory uvolnéné z bazofyll se
rychle §ifi do celého organismu. Zplisobi Sokovy stav tim, Ze vyvolaji rozsifeni cév,
homokoncentraci s hypovolémii (snizeni celkového mnozstvi krve), které vedou ke
zvysené propustnosti cév. Zpusobi tak duseni z nedostatku vzduchu; tento akutni stav
muze bez 1é¢by koncit 1 smrti.

Déti atopickych rodi¢t jsou jednoznacné predisponovany ke vzniku atopického
onemocnéni. Zatimco u potomkii neatopickych rodict je pravdépodobnost vzniku
atopie kolem 10%, stoupa tato pravdépodobnost az ke 40% pfi jednom rodici s atopii a
az k 60%, jsou-li atopicti oba rodice [MARSH a kol. 1981]. Déti jsou castéji postizeny
stejnou diagndzou jako jejich rodice, méné Casto trpi jinym typem alergie [GERRARD
a kol. 1976]. Je tedy pravdépodobné, ze geneticka predispozice ke specifickému
alergickému onemocnéni mize byt zdédéna nezavisle na celkové nachylnosti k alergii.
Ke vzniku manifestni alergie je ale vedle genetické predispozice nutnd opakovana
expozice alergenim a expozice dalSim (nezndmym) faktorim, které usnadni
imunologickou senzibilizaci.

Casto diskutovanym rizikovym faktorem je mésic narozeni. Rada studii, zvlasté
ze severskych zemi, prokazala, Ze déti narozené v predjarnich ¢i jarnich mésicich mayji
zvySené riziko vzniku alergického onemocnéni [ABERG 1989, BJORKSTEN,
SUONIEMI 1976, BIORKSTEN a kol. 1980, PEARSON a kol. 1977, TROISE a kol.
1989]. Nekteré studie zjistily statistickou vyznamnost mésice narozeni pouze tehdy,
pokud se alergické onemocnéni projevilo v raném véku [ABERG 1989], jiné studie
naopak statistickou vyznamnost nepotvrdily [ ANDERSON a kol. 1981].

Strachan [STRACHAN 1989] pii sledovani britskych déti narozenych v roce
1958 zjistil statisticky vysoce vyznamnou inverzni korelaci mezi poctem starSich
sourozencl v rodin¢ a vznikem pylové alergie. Zda se, Ze tento vztah je vyznamnéjsi
nez pocet mladSich sourozenct nebo celkovy pocet déti v roding.

Strachanova studie dale uvadi vyssi vyskyt pylové alergie u déti z rodin s
pruimémym nebo nadprimérnym piijmem nez z rodin chud$ich. Riziko rozvoje
polindzy je tedy pravdépodobné ovliviiovano také socioekonomickou situaci rodiny, ve
kter¢ dité vyrusta.
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Pti studiu alergickych onemocnéni se v posledni dobé vénuje velka pozornost
moznému ochrannému vlivu kojeni, zvlast€ na rozvoj atopického ekzému. Nékteré
studie [STRACHAN 1989, TAYLOR a kol. 1983] naopak prokazuji vyssi vyskyt

polindzy u déti kojenych nez u déti krmenych umélou vyzivou.

3.3.3.2 ZNECISTENI ZIVOTNIHO PROSTREDI

Vztah zneCiSténi ovzdusi a vzniku polindzy neni zcela jasny. Nékteré studie
ukazuji, ze silnéj$i znecisténi ovzdusi oxidy siry v primyslovych oblastech je sice
pfi¢inou vé&tsi Cetnosti respiracnich onemocnéni, nevede ale k vySSimu vyskytu
alergickych onemocnéni [MUTIUS a kol. 1994]. Na druhou stranu se ukazuje, Ze
znecisténi ovzdusi oxidy dusiku, vyssi koncentrace ozonu a polycyklické aromatické
uhlovodiky z vyfukovych plynt proalergicky ovliviiuji imunitni systém zesilenim Th2
lymfocytové odpovédi, a tim zvySenim produkce IgE [DEVALIA a kol. 1997, DIAZ-
SANCHEZ a kol. 1994]. Tento typ zneCisténi ovzdu$i ale ovliviiuje také rostliny.
Dochazi ke zménam v produkei pylu a pylova zrna maji zménénou strukturu obalovych
vrstev, takZe jsou schopna rychleji se uvolnit. Dal$imi ovliviiujicimi aspekty jsou
predevsim civilizacni faktory a také zmény techniky hospodateni v zemé&délstvi - nartst
ploch monokultur [KOCT 2010]. Ve velkych méstech existuje i jiné dalsi riziko; pylové
alergeny se dokdzou navézat na slouCeniny uhliku z vyfukovych plynt, takze jejich
koncentrace miize vzrist v obdobich zvySené koncentrace smogu v ovzdusi
[FUCIKOVA 1994]. Italsti védci nedavno zjistili, Ze zneistény vzduch v okoli velkych
silnic zvySuje alergenni vlastnosti pylu ambrozie. Pylova zrna se piili§ neliSila ve
srovnani s jinymi z Cistého prostiedi, ale jejich alergenni potencial byl mnohonasobné
vys8i. Znecisténi pfitomné ve vzduchu a nésledné i pid¢ ovliviiuje rlst a rozmnozovani
rostlin — vyssi obsah CO; podporuje celkovou produkci pylu a zvySuje rovnéz obsah
alergent v pylovych zrnech ambrozie. Lze pfedpokladat, Ze toto bude podobné i u trav
[GHIANI a kol. 2012].

3.3.3.3 INTENZITA EXPOZICE PYLOVYM ALERGENUM

K vyvolani alergické reakce je nutnd urcitd minimalni koncentrace pylovych zrn

v ovzdus$i. Pii silné expozici dochazi k senzibilizaci snadnéji. U siln¢ piecitlivélych
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pacientii sta¢i k vyvolani potizi mnohdy jen 5 — 50 zrn . m™ vzduchu [HRUBISKO,
KVASNICKA 1997]. Pfitom vétsina alergizujicich rostlin produkuje pylova zrna v
obrovském mnozstvi — fadove se jedna o miliony az miliardy pylovych zrn vytvoienych
a do ovzdusi uvolnénych jedinou rostlinou v priabéhu pylové sezony. Podminky, které je
tieba splnit, aby pyl senzibilizoval atopického jedince a vyvolal u néj alergické potize,

shrnul velmi jasn€ uz v roce 1931 Thommen [THOMMEN a kol. 1931] a to:

e pyl musi obsahovat antigenni slozku schopnou indukovat senzitivitu

e musi se jednat o anemofilni (vétrosprasnou) rostlinu

e pyl musi byt produkovan ve velkém mnozstvi

e pyl musi byt dostate¢n¢ lehky, aby byl snadno pfendSen vétrem na velké
vzdalenosti

e rostlina, pyl produkujici musi byt v oblasti hojné rozsifena.

Mg¢sic narozeni, pocet a potadi déti v roding, socioekonomickd situace rodiny,
kojeni a znecisténi ovzdusi jsou rizikové faktory vétSinou davané do souvislosti s
prostiedim, které¢ dité obklopuje v Casnych fazich Zivota. Touto problematikou se v
poslednich letech zabyva predev§im tzv. hygienicka hypotéza [STRACHAN 2000,
WELLIVER, DUFFY 1993]. V souvislosti s faktory prostiedi se rovnéz diskutuje o
ochranném vlivu nékterych bakterialnich, ale i virovych infekci détského véku proti
rozvoji alergie [SIBBALD, STRACHAN 1995]. Na druhou stranu nékteré virové
infekce jsou vyznamnym rizikovym faktorem pro vznik astmatu [ WELLIVER, DUFFY
1993]. Silna zatéz nezralého imunitniho systému pylovymi alergeny muze vést k ¢asné
senzibilizaci. NejvétSimu ataku jsou vystaveni lidé zejména v blizkém sousedstvi
péstovanych porosti alergennich druhta. Doba kveteni trav a obilnin se vzajemné
prekryva, a tak je populace vidy vystavena pusobeni pylu mnoha druhi trav a
obilnin soucasné. Pacienti senzibilizovani na pyly trav maji v 90% pozitivni reakci také
na smeés Ctyf obilnin (pSenice, oves, jeCmen, kukufice). Pacienti jsou tedy
polysenzibilizovani a pravdépodobné také polyalergicti na rizné druhy trav. Zkiizena
reaktivita mezi pyly trav a obilnin byla jiZz podrobné popsana. Pokud studujeme
alergenové slozeni rliznych pyld trav a obilnin na molekularni Grovni, mizeme urcit
spolecné skupiny alergenii, které vykazuji podobné fyzikaln€ - chemické a

imunologické vlastnosti. Zadny alergenovy protein specificky pouze pro travy a pouze
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pro obilniny nebyl dosud identifikovan. Jen kukufice se diky svému tropickému ptivodu

fadi ¢asteéné mimo skupinu ostatnich travin [KOCI 2010].

3.3.4 PYLOVE ZRNO

3.34.1 MORFOLOGIE, ANATOMIE

Pylové zrno vznika v samcich organech kvétu — ty¢inkach — a reprezentuje
sam¢i gamety nahosemennych a krytosemennych rostlin. Je tvofeno plazmatickym
obsahem a nékolikavrstevnou membranou. Ma 1 - 2 jadra [MARTINKOVA, HONEK
2004]. Plazmaticky obsah pfimo obaluje tenka intina. Na ni naseda vicevrstevna, velmi
odolné exina. Vnitini vrstvu exiny tvoii tenk4 hladkd endexina, vngj$i je tvofena slozité
¢lenénou ektexinou (Obr. 4, 5) [FAEGRI, IVERSEN 1989]. Pylova zrna jsou velmi
uniformni, s jednim germina¢nim pérem, velikosti cca 35 um, kulovita, hladka, zluté
barvy, nelepiva, ve vzduchu se dobie vznaseji. (Velikost vétSiny vSech pylovych zrn se

pohybuje od 15 do 200 pm). Forma, velikost a struktura exini jsou hlavnimi

identifika¢énimi znaky pro jednotlivé druhy pyla [MARTINKOVA, HONEK 2004].

Obr. 4 Pylové zrno [HRABE, 2003]

3.34.2 FYZIOLOGIE

Pylové zrno je idealné ptizptisobeno k velmi rychlému uvolnéni ¢asti svého

obsahu navenek pii styku s vlhkym povrchem [SOLOMON, MATHEWS 1988].
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Kostiava Cervena vypousti pyl z prasnikd jako dehydrované mikrospory obsahujici
muzské gametophyte. Ty se §ifi vétrem, naptiklad jako pylovy mrak, ktery se rozpousti
rychle se zvysujici se vzdalenosti [BOELT, STUDER 2010]. Uvolnované latky je
mozné zjednodusené rozdélit na dvé hlavni skupiny. V prvni skupiné jsou druhové
specifické rozpoznavaci ,.klicové® latky, které musi byt samici rostlinou rozpoznany,
aby doslo k proristani pylové lacky do vajicka. Ve druhé skupiné jsou predevsim
enzymy uvoliiované na pocatku oplodnéni, jejichz molekularni struktura je u
ptibuznych druht, rodt, nebo dokonce ¢eledi velmi podobna. Jejich funkce — lyzovat
piekazky na cesté k vajicku — je stejna nezavisle na druhu rostliny. Z téchto dvou typt
rychle uvoliovanych substanci pochazeji i vlastni pylové alergeny [SOLOMON,
MATHEWS 1988].

Schéma struktury pylového zrna

exina

cytoplazma

intina
ektexina

exina {
endexina

* uvolnéni rozpoznavacich latek (druhové specifickych)
* uvolnéni enzyml (podobnych u pfibuznych druht, rodu, ¢eledi)

Obr. 5 Schema struktury pylového zrna [RYBNICEK 2004]
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3.3.4.3 CHEMICKA ANALYZA

Chemicka analyza pylu (pramér ze 7 oblasti v USA) [HERBERT, SHIMANUKI 1978];

vztazeno k suSiné v %.

Parametr Priumér (%)
Obsah vody 24,3
Bilkoviny 24,1
Redukujici cukry 20,7
Neredukujici cukry 2,1
Skrob 1.8
Lipidy 4,9
Mineralni latky 3,2
Hruba vlaknina 1,7
Pektiny 1,6
Ostatni 4.8
Parametr Primér
pH 4,8

Proteiny se skladaji z fady aminokyselin. JiZ v roce 1953 urcil De Groot jejich spektrum

[DE GROOT 1953].

Esencialni aminokyseliny

Aminokyselina Primérny obsah (%)
Threonin 3,0
Valin 4,0
Methionin 1,5
Leucin 4,5
Isoleucin 4,0
Fenylalanin 2,5
Lysin 3,0
Histidin 1,5
Arginin 3,0
Tryptofan 1,0
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Fenolické latky (FN) - nepiesné zvané téz rostlinné fenoly ¢i polyfenoly, tvori
velmi rozsahlou heterogenni skupinu latek, znichz mnohé patii mezi sekundarni
metabolity. V #i8i rostlin jsou vSudypfitomné nebot’ pouze rostliny maji schopnost
syntetizovat aromatické jadro. Fenolické latky jsou povazovany za hlavni inhibitory
traveni bunéénych stén v picninach a ovliviuji vyuziti pice u prezvykavet [MIKA a
kol. 2001].

O slozeni fenolickych latek v rostliné Festuca rubra L. je znamo jen malo.
Stérbova et al. uvadi, Ze v rostling kostfavy &ervené byly identifikovany nésledujici
fenolické kyseliny: protokatechova, p-hydroxybenzoova, chlorogenova, vanillova,
kavova, p-kumarova, ferulova a rosmarinova; dale p-hydroxybenzaldehyd a vanillin
[STERBOVA a kol. 2004]. V rostling kosttavy ¢ervené byly déle popsany kyanidiny,
peonidiny a delfinidiny [FOSSEN a kol. 2002].

My jsme se zabyvali pouze posouzenim obsahu fenolickych latek v pylu

kosttavy Cervené v zavislosti na rizné urovni hnojeni N.
3.34.4 ALERGENY

Alergeny jsou latky s typickou fyzikalné — chemickou skladbou a biologickou
ucinnosti, veétSinou bilkovinné povahy. RozliSujeme alergeny inhala¢ni (vdechované),
potravinové, kontaktni, bakteridlni a virové, 1ékové a hmyzi [MARTINKOVA, HONEK
2004]. Protoze tyto proteiny jsou okamzité rozpustné v H,0, jsou také schopné pronikat
do sliznice a zpusobit specifické reakce na imunitnim systému [POLLENINFO 2009,
HRABINA a kol. 2008]. Pylové zrno se po zachyceni na vlhké sliznici hornich cest
dychacich chova jistou dobu, jako kdyby dopadlo na bliznu. Pfitom se uvoliuji vyse
uvedené enzymy, které rozruSuji povrch sliznice a alergen tak prostupuje hloubéji
[MYGIND a kol. 1992]. Alergeny kostiavy ¢ervené byvaji oznacovany Fes p 1, 4, 5
[ESCH 1999, HRUBISKO 2003]. Pylové alergie vyvolavaji pfevazné mensi zrna
[MARTINKOVA, HONEK 2004].

3.3.5 TRANSPORT PYLU, METEOROLOGICKE ASPEKTY

Pfenos pylového zrna z prasniku na bliznu je nezbytnou podminkou pro
oplodnéni vajicka. Podileji se na ném zvitata (pfedevsim hmyz, ale i ptaci a savci), voda
a u rostlin vétrosprasnych vzdusné proudéni. Ur¢itému typu pienosu je pfizptisoben tvar

vvvvvv
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rostliny vétrospras$né, které maji pylova zrna ptizpisobena pro pfenos vzduchem. Je
tteba ale upozornit na skutecnost, ze do ovzdusi se mohou dostévat i pylova zrna rostlin
hmyzosprasnych ¢i opylovanych jinym zptisobem, kterda se vzduchem na vétsi
vzdalenosti bézn¢ nesiti. Uvolilovani pylu do ovzdusi zavisi vedle vzdusného proudéni
také na zralosti pylu, dosazeni urcité teploty okolniho prostfedi, vlhkosti vzduchu a v
mnoha piipadech rovnéz na denni dob& Mnohé rostlinné druhy vykazuji piimo
matematicky stanovitelnou zavislost mnoZstvi pylu v ovzdusi na denni dob& [KAPYLA
1984].

Prave odlisné meteorologické podminky v jednotlivych letech, predevsim teplota
vzduchu a vlhkost, jsou jednou z hlavnich pficin ¢asovych vykyvl v zahajeni a prabéhu
pylové sezony. Ve stfedni Evropé¢ je mozné rozdélit pylovou sezonu na 3 hlavni obdobi
— jarni, kdy dominuje pyl stromi (pfedevSim bfizovitych a liskovitych); letni, kdy
dominantnimi alergeny jsou travy, a podzimni obdobi s dominanci vysokobylinnych
plevell (ptedev§im pelyfiku a v poslednich letech také ambrozie). V Evropé bylo
vyClenéno 6 zakladnich skupin rostlin produkujicich pylové alergeny, na néz je
precitlivéla vétsina pylovych alergikii [VAN CAUWENBERGE a kol. 2000]. Jsou to:
btfiza (Betula) + ptibuzné druhy, travy (Poaceae) + obiloviny, olivovnik (Olea) + jasan
(Fraxinus), pelynék (Artemisia) + ambrozie (Ambrosia), drnavec (Parietaria) + kopfiva
(Urtica), cyptiSovité (Cupressaceae) + ptibuzné druhy. Jen vyjimecné muize byt ¢loveék
alergicky na jiné pylové alergeny bez souCasné piecitlivélosti na tyto druhy. U vSech
téchto druht jiz byly do soucasné doby biochemicky definovany hlavni alergeny, v

n&kterych ptipadech i fada alergent vedlejsich [RYBNICEK 2004].
3.3.6 ZKRIiZENE REAKCE

Alergicky pacient mize vytvafet protilatky proti alergentim, které jsou 1) vlastni
pouze pylu urcité rostliny nebo 2) jsou spole¢né pro pyly ptibuznych rostlinnych druhi.
Pacient tak miize trpét precitlivélosti omezenou na pyl jednoho konkrétniho (urc¢itého)
druhu rostliny nebo kvuli imunologické zktizené reaktivité strukturdlné blizkych
alergenli mize vykazovat piecitlivélost na pyl pfibuznych rostlinnych druht. Vedle
téchto typt zkiizenych reakci, které jsou dany biochemickou podobnosti alergend,
existuji rovnéz zkiizené reakce zpusobené panalergeny — profiliny, které jsou pfitomny
ve vSech eukaryontnich bunikach. Ty jsou zodpovédné piredevsim za reakce na nékteré

potraviny u pacientii precitlivélych na pylové alergeny a vyvoldvaji predev§im tzv.
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oralni alergicky syndrom. Velmi ¢asto se zkiiZzena reaktivita objevuje mezi piibuznymi
druhy trav a rovnéz mezi piibuznymi druhy Asteraceae (hvézdnicovité). U drevin
existuje pomérné vysoky stupen zkiizené reaktivity mezi druhy (rody) taxonomicky
piibuznych celedi kvetoucimi na jafe. Jedna se piedevSim o zkiiZzenou reaktivitu mezi
jednotlivymi zastupci piibuznych celedi btizovitych — Betulaceae (Betula, Alnus —
btiza, ol$e) a liskovitych — Corylaceae (Corylus, Carpinus — liska, habr). Je ovSem
znama i zkiizena reaktivita alergenti bez jakékoliv taxonomické piibuznosti, napt. mezi
pylovym extraktem z bfizy a nckterymi druhy zeleniny (mrkev, celer, brambory,
melouny), ovoce (jablka, tie$né, hrusky) ¢i jedem blanokiidlého hmyzu [AALBERSE a
kol. 1981, CALKHOVEN 1967, KOCI 2010]. Pylovy extrakt z pelyiiku (Artemisia
vulgaris) zase zktizen¢ reaguje napiiklad s alergeny kofenové zeleniny celeru a mrkve
[NEGRINI 1992] i s alergeny semen mrkvovitych rostlin, ktera se ¢asto pouzivaji jako

kofeni (kmin, koriandr, fenykl..aj.).
3.3.7 PATOFYZIOLOGIE POLINOZY

Antigeny indukujici specifickou protilatkovou odpovéd’ typu IgE se nazyvaji
alergeny [HRUBISKO a kol. 2003]. V prabéhu alergické reakce dochazi ke specifické
interakci alergenti s protilaitkami typu IgE navazanymi na receptory mastocytii a
bazofild. Pfemosténi dvou molekul IgE alergenem vede k modifikaci receptoru pro IgE
na mastocytu, resp. bazofilu. Nasleduje komplexni proces biochemickych pochod,
které vyusti v aktivaci buniky, spusténi metabolické drahy kyseliny arachidonové a v
uvolnéni mediatort [CRETICOS 1995]. Dosud identifikované biochemické mediatory
zahrnuji preformované mediatory, piedev§im histamin, dale rizné enzymy a
chemotaktické faktory (dilezité v nasledné pozdni fazi alergické reakce). Vedle
preformovanych mediatort se v disledku metabolismu kyseliny arachidonové v buiice
rovnéz nékteré¢ medidtory vytvaieji zcela nové. Jsou to piedevSim prostaglandiny
(PGD2), leukotrieny (nejvétSi vyznam pro alergickd onemocnéni maji cysteinylové
leukotrieny LTC4, LTD4, LTE4) a desticky aktivujici faktor (PAF) [WASSERMAN
1983, KALINER, LEUMANSKI 1992, MC MILLAN 2001]. Uvolnéné mediatory jsou
zodpovédné za rozvoj sliznicniho edému, produkci hlenu a zvySeni cévni permeability
[NACLERIO 1991]. Tyto projevy jsou patofyziologickym podkladem klinickych potizi
pacienta. U mnohych pacientl je mozné pozorovat i pozdni fazi alergické reakce. Tato

faze zaCina typicky za 4 — 10 hodin po expozici alergent a vede k nové viné€ klinickych
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potizi. Na podnét chemotaktickych faktort uvolnénych v casné fazi alergické reakce z
mastocytli, makrofagli a lymfocyt jsou totiz postupné do mista zanétu pritahovany
neutrofily, eozinofily a bazofily, které v dusledku aktivace za¢nou rovnéz uvolnovat
zanétlivé mediatory. Klicovou ulohu v pozdni fazi alergické reakce hraji eozinofily
[BASCOM a kol. 1988, ILLIOPOULOS a kol. 1990]. Pozdni faze alergické reakce je
zodpovédna za rozvoj a udrzovani hyperreaktivity sliznic a dychacich cest [NACLERIO
1991]. Vyvolava zvysenou odpovéd’ i na opakovanou expozici specifickému alergenu,
tzv. priming effect, a zvySuje citlivost na nespecifickd drazdidla, jako jsou rtizné
polutanty, ving, chladny vzduch nebo kout [ILLIOPOULOS a kol. 1990, WACHS a
kol. 1989].

3.3.8 KLINICKE PROJEVY POLINOZY

Klinické projevy polindzy jsou velmi rozmanité. Dominantni pfiznaky polindzy
se objevuji tam, kam se pylové zrno s ohledem na svou velikost snadno dostane — na
dobfte pristupné sliznici nosu a ocni spojivce. Nejcastéj$im projevem je tedy alergicka
rinokonjunktivitida. Projevuje se svédénim nosu a o€, slzenim, kychanim, vodnatou ¢i
sklovitou sekreci z nosu, ale také zdufenim nosni sliznice s pocitem ucpaného nosu,
zhorSenim Cichu, otokem oc¢nich vic¢ek, miize se objevit i retrobulbarni bolest. S t€émito
projevy byvaji casto spojeny dalsi potize, jako svédéni v ustech a krku. V souvislosti s
novymi poznatky o vzajemné propojenosti hornich a dolnich cest dychacich se v
posledni dobé opousti zavedené dé€leni alergické rymy na sezonni a celoro¢ni a zavadi
se obdobné d¢€leni jako u astmatu, tedy na alergickou rymu intermitentni a alergickou
rymu perzistujici (mirnou a stfedné silnou aZ silnou). Dokonce se hovoii o chronickém
alergickém syndromu na jednotnych dychacich cestdich — projevy astmatu se totiz
objevuji az u 40% osob s alergickou rymou a naopak u astmatikli je mozné zachytit
projevy alergické rymy az v 80 — 90% [BOUSQUET a kol. 2001, SPICAK 1994].
Nepiekvapi proto, Ze u pylovych alergikli, kde dominuji pravé projevy alergické rymy,
byvaji rovnéz casté projevy bronchidlni hyperreaktivity az manifestniho astmatu.
Protoze pylova zrna vzhledem ke své velikosti nepronikaji az do dolnich dychacich cest,
vysvétlovaly se tyto projevy reflexnimi mechanismy pii podrazdéni nazofaryngeéalnich
receptori  ¢1 hematogennim pfenosem alergen. V posledni dobé se za
nejpravdépodobnéjsi mechanismus vzniku pylového astmatu poklada inhalace alergenii

navazanych na ¢asteCkach mensich, nez je celé pylové zrno, tedy na tillomcich pylovych

50


http://www.remedia.cz/Clanky/Farmakoterapie/Pylova-alergie/6-L-bU.magarticle.aspx#resource-2
http://www.remedia.cz/Clanky/Farmakoterapie/Pylova-alergie/6-L-bU.magarticle.aspx#resource-2
http://www.remedia.cz/Clanky/Farmakoterapie/Pylova-alergie/6-L-bU.magarticle.aspx#resource-2
http://www.remedia.cz/Clanky/Farmakoterapie/Pylova-alergie/6-L-bU.magarticle.aspx#resource-2

zrn nebo na drobnych prachovych ¢asticich do rozméru asi 5 — 10 um [SPIEKSMA a
kol. 1995].

Nasledujici projevy polindzy jsou méné cCasté, piesto nejsou nijak vzacné.
Nejcastéjsim  koznim projevem byva svédéni kiize a vysev exantému nebo
koptivkovych pupenti, u pacienti s ekzémem mulze v pylové sezoné¢ dochazet ke
zhorSeni projevu. Vzéacnéji se objevuje i typicky Quinckeho edém. Gastrointestindlni
potize vznikaji polykanim pylovych zrn zachycenych na sliznici hornich cest dychacich
nebo pozitim potravin, které pylova zrna obsahuji (napt. med). Projevuji se bolestmi az
kfeCemi bficha, nadymanim a prijmy. Jinym mechanismem vznikd jiz zminény oralni
alergicky syndrom, za ktery je zodpovédna zkiizena reakce mezi nékterymi potravinami
a pylovymi alergeny, jez je vyvolavana alergeny s obdobnou chemickou strukturou
nebo panalergeny. Projevuje se predev§im svédénim a lehkymi otoky orofaryngu,
vzacnéji mohou byt pfitomny rovnéz typické pylové projevy jako rinokonjunktivitida ¢i
astmatické potize. Nejcastéji se objevuje po poziti nékterych druhii ovoce a zeleniny.
Jako projevy polindzy jsou rovnéz popsany pseudorevmatické piiznaky — bolesti
kloubti, kosti nebo svalii. U fady polinotikli dochazi v pylové sezoné ke sniZeni celkové
vykonnosti, zvySené unavnosti, porucham soustfedéni, mohou se objevovat 1
subfebrilie. Je zndmo, Ze stejné mnozstvi pylovych zrn ke konci pylové sezony vyvola u
téhoZz pacienta silngj$i potiZze nez na zacatku sezony. ZvySena drazdivost pietrvava az 6
tydnt po odeznéni pylové sezony, potom postupné mizi (tzv. priming effect) [CONNEL
1968]. (Zatim neni zcela jasné, zda je tento jev vazany pouze na stejny pylovy alergen
nebo zda k nému u pacientll s viceCetnou alergizaci dochédzi 1 po expozici jinému
pylovému alergenu v pribéhu sezony; napf. zda po sezoné biizy pacient s precitlivélosti
na bfizu 1 travy bude rovnéZ zvySené reagovat na expozici travnim alergenlim)

[NACLEIRO a kol. 1988].

3.3.9 DIAGNOSTIKA POLINOZY

Stanoveni diagndzy u pylové alergie nebyva vétSinou piili§ obtizné. Zakladnim
diagnostickym néstrojem je v tomto piipad¢ jednoznacné peclivé odebrand anamnéza.
Typické projevy se sezonnim prubéhem, mnohdy s udajem o vyskytu polinézy v
rodinné anamnéze, umoziuji ve vétSine piipadit bezpecné stanovit diagnézu. Navic pii
podrobngjsim zaméfeni na kolisani potizi v posledni sezoné je ¢asto mozné pii znalosti

prubéhu sezony jednotlivych alergizujicich rostlin uz z anamnézy vyclenit nékolik
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nejpravdépodobnéjsich pylovych alergeni. Konecné ovéfeni diagndzy a presné
stanoveni vyvolavajicich alergenti se provadi koznimi testy, v nckterych ptipadech
vysetienim specifického IgE. Ve spornych piipadech miize pomoci Setieni pfimo v
misté¢ bydlisté nebo v jiné lokalit¢ maximalnich potizi pacienta. Ostatni diagnostické
moznosti, jako spojivkové ¢i nosni provokacni testy, jsou vyuzivany jen ziidka a
vétSinou nepiindseji zadné dalsi podstatné upfesnéni diagndézy. Mnohdy byvé vhodné
doplnit ORL a o¢ni vySetfeni. Kozni testy u polinézy se obvykle provadéji metodou
prick. Ta je pii pouziti lancet s Imm hrotem a kvalitnich alergenovych extraktti do jisté
miry standardizovana [INTERNATIONAL RHINITIS MANAGEMENT WORKING
GROUP 1994].

Alergenovy extrakt je smési proteinil, oligosacharidd, lipidi, glykoproteind a
glykolipida. Epitop je aktivni sloZzkou extraktu, jehoz konfigurace je charakterizovdna
podle aminokyselinovych sekvenci [SPICAK 2003]. Méné &asto se kozni testy
provadéji intraderméln€. Divodem je vétsi bolestivost, vyssi procento faleSné
pozitivnich vysledkli (antihistaminika prvni i druhé generace, s imunomodula¢nim
ucinkem, ketotifen, imipramin, fenothiaziny, kortikosteroidy) a vétsi riziko
systémovych reakci. V porovnani s vySetfenim specifického IgE maji kozni prick testy
srovnatelnou vypovédni hodnotu, jsou ale podstatné levnéj$i. U koznich prick nebo
intradermalnich testl se u polindzy hodnoti za 15 — 20 minut velikost vzniklého pupenu,
za pozitivni se povazuje pupen o velikosti 3 a vice milimetru [INTERNATIONAL
RHINITIS MANAGEMENT WORKING GROUP 1994]. Vysetieni specifickych IgE
protilatek u podezieni na polindzu je indikovéano jen v téch pifipadech, kdy neni mozné
provést kozni testy. Jednd se pfedevSim o pacienty s n€kterymi koznimi chorobami a
reakcemi, zvlasté¢ ekzémem a vyraznym dermografismem. Déle tehdy, neni-li mozné
vysadit medikaci, kterd ovliviluje kozni reakci, u pacienti s kardiopulmonalni
dekompenzaci nebo s vysokym rizikem anafylaxe pfi koznim testovani. Nékdy je
vysetieni specifickych IgE protilaitek vyhodné u malych déti nebo jinych Spatné
spolupracujicich pacientli a rovnéz pfi zjevné diskrepanci mezi anamnézou a vysledkem

kozZnich testu.
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3.3.9.1 NEFARMAKOLOGICKE MOZNOSTI

PREVENTIVNI OPATRENI:

- KOMUNALNI OPATRENI

Zakladnim predpokladem pro zmenSeni vyskytu pylovych potizi je snizeni
kontaktu pacienta s alergeny. U pylovych alergii v dobé pylové sezony je téméf
nemozné se pylovym alergenim zcela vyhnout, protoze se vyskytuji v ovzdusi
ubikvitarn¢, piesto Ize alergenovou zaté¢z dodrzovanim vhodnych opatieni alespon
¢astecné snizit. V tomto sméru jsou velmi dileZitd nékterd komundlni opatfeni. Pfi
planovani a vystavbé méstskych sidlist’ a vysazovani parkd je nutné zabranit vzniku
vétsich seskupeni rostlin téhoz druhu, tzv. monokultur. Nékteré dieviny nejsou do parku
vibec vhodné — vedle rostlin jedovatych k nim patii ptedevsim biiza, cerny bez a olse.
Opatrnosti je tieba také pii vysazovani platanu. Velmi dilezitd je pecliva udrzba
travniki — ty je nutné vzdy vcas pokosit jest¢ pied zahdjenim kvétniho obdobi a
pokosenou travu ihned odvézt. Pokosené seno mize byt pro polinotika agresivnéjsi nez
Ziva trava, protoze pii schnuti dochdzi ve stejnou dobu k hromadnému uvolnéni pylu z
pokosené travy. Koseni je tfeba pravidelné opakovat béhem celého 1éta. Alergenovou
zatéZ prostredi rovnéZ siln€ zvySuje pyl uvolilovany z agresivnich plevell, kterymi

rychle zartistaji neoSetfené rumistni plochy a skladky.
- REZIM DNE V PYLOVE SEZONE

Béhem vrcholici pylové sezony je dobré podle moznosti omezit vychazky z
domu, zvlasté za slune¢nych a vétrnych dni. Maximum pylu byva v ovzdusi kolem
poledne, nejvhodnéjsi ¢asti dne pro pohyb mimo domov je ¢asné rano. Rovnéz pti desti
a tésné po desti je v ovzdusi minimalni koncentrace pylu. Po névratu domu Ize pyl,
ktery ulpél na Satech a ve vlasech, odstranit osprchovanim a oplachnutim vlast,
prevlecenim odévu. Doma se doporucuje omezit vétrani nebo vétrat alespon pres vlhké
prostéradlo ¢i pres sousedni mistnost. Béhem sezony se osvédCuje vyuzivat v
domaécnosti i na pracovisti Cistice vzduchu. Pfi cestach autem nevétrat oknem, vybaveni
vozu je uzitetné doplnit o pylovy filtr. Pro polinotiky je nevhodnd prace na poli, v
zahradé €1 sbér 1éCivych rostlin a podobné aktivity. Pro dovolenou je dobie vybrat misto

u vodni plochy, radéji s pise€nymi nebo kamenitymi okraji, vyhybat se zatravnénym
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bfehtim. Nejlepsi je podle moznosti vycestovat v kritickém obdobi do klimaticky
vyhodnéjsiho prostiedi — na horach byva pylova sezona o 1 — 3 tydny zpozdénd, naopak
u mote se smérem k jihu Evropy zvétSuje predstih sezony. Pii pobytu v pfirod¢ se
doporucuje vyhybat okraji lesa, ktery funguje jako filtr, v némz se pyl koncentruje,

naopak uvnitf lesa byva pylu velmi malo.
- EDUKACE PACIENTA

Velmi dilezitou soucasti 1écby jakéhokoliv chronického onemocnéni, kam
nepochybné polindza patii, je edukace pacienta. Bohuzel, tato ¢ast 1é€by byva dosud
I¢kati nejCastéji opomijena. Pacientovi je tifeba opakované vysvétlit pficiny
onemocnéni, plan 1écby, mozné nezddouci ucinky jednotlivych 1€kt a léebnych
postupll i moznosti prevence. Nedilnou soucésti edukace pacienta je rovnéz Pylova
informacni sluzba (PIS). Lékai by mél pacienta o tomto zdroji informaci poucit a
vysvétlit moZnosti vyuZivani informaci PIS v prevenci a 1écbé polindzy. Aktudlni
informace o pylové situaci v jednotlivych zemich Evropy milZe zajemce najit na
internetové adrese http://www.polleninfo.org., Ceska PIS ma své internetové stranky na
adrese http://www.pylovasluzba.cz, kde je umistén také atlas hlavnich alergizujicich

rostlin.
3.39.2 SPECIFICKA ALERGENOVA IMUNOTERAPIE (SIT)

SIT je proces, pii némz se do organismu vpravuji stoupajici davky alergenu, na
ktery je pacient precitlivély. Pouziva se jako preventivni 1éCba ptiznakl, jez se u
precitlivélé osoby objevuji po expozici alergenu. Cilem SIT je snizit patologickou
odpovidavost organismu na konkrétni alergen (navozeni imunologické tolerance
organismu), az ji zamezit. A¢koliv Noon [NOON 1911] zavedl SIT do klinické praxe uz
pied vice nez 100 lety, v celosvétovém pohledu zustavala SIT dlouhou dobu do jisté
miry kontroverzni metodou. Divodem bylo piedevSim jisté riziko -celkovych
nezadoucich G¢inkd, velké mnozstvi empiricky pouZzivanych terapeutickych protokolti a
nerovnomérna kvalita podavanych alergenovych ptipravkli. V poslednich letech vSak
doslo diky standardizaci alergenti, zkvalitiovani alergenovych vakcin a vysledktim
kvalitnich klinickych studii ke znaénému prilomu v nahledu na tuto metodu a SIT se
celosvétoveé stdva uznavanou metodou 1écby fady alergickych onemocnéni. U polindzy

byla ucinnost SIT pro fadu pylovych alergenti prokdzana dvojité slepymi pokusy pii
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aplikaci subkutanni i sublingvalni, a to jak pfi 1é¢bé pylové rinokonjunktivitidy
(injekéni SIT i sublingvalni imunoterapie — SLIT), tak pylového astmatu (injekéni SIT,
¢astecné SLIT) [LI a kol. 2003, FREW 2003, CANONICA, PASSALACQUA 2003,
BOUSQUET a kol. 1998].

V soucasné dobé se predpokladd, ze hlavnim mechanismem t¢inku injekéni SIT
je zasah na urovni regulacnich Th lymfocyti — pfesmyk Th2 typu lymfocytové imunitni
odpovédi na Th1 CD4+ odpoveédi [BOUSQUET a kol. 1998, AKDIS, BLASER 2000].
SIT ptitom mize vést jednak k navozeni neodpovidavosti Th2 systému (anergie), ktera
je spojena s pritomnosti IL-10, jednak k podpote protek¢ni aktivity Th2 systému
(imunitni deviace), jehoz produkty, pfedev§im IFN-y, inhibuji syntézu IgE a rozvoj
eozinofilniho zanétu [AKDIS, BLASER 1999 a 2000, AKDIS, BLESKEN 1998].
Experimentalni vysledky zaméfené na srovnani produkce cytokinu v pribéhu alergickeé
reakce s produkci cytokinu béhem SIT a po jejim ukoncéeni svéd¢i spise pro podporu
Th1 systému. Cesty k dosazeni tohoto uc¢inku u SLIT jsou ziejmé odlisné a nejsou zatim
v plné mife prozkoumany. V prib&hu SIT dochazi k ¢etnym zménam v méfitelnych
imunologickych parametrech. Nejvyznamnéjsi se tykaji hladin cirkulujicich alergennich
specifickych protilatek: pocatecni vzestup a pozd¢jsi pokles hladiny IgE a vzestup titru
tzv. blokujicich protilatek IgG4. Imunomodulacni vliv SIT zasahuje komplexné do
celého fetézce alergické reakce od prezentace antigenu pies zdsah do rovnovéhy (¢i
dysbalance) Thl, ThO, Th2 lymfocytu az po sniZeni zastoupeni efektorovych bun&k
zanétu v cilovych organech a zmény v jejich funkci. VSechny uvedené sledovatelné
laboratorni zmény jsou v soucasné dobé povazovany za sekundarni disledek zmény
vlivu regulacnich lymfocyti a pro Zadnou z nich nebyl jednozna¢né prokazan vztah k
ucinnosti a pretrvavani efektu SIT. Heterogenita plisobeni pfi pouziti rtiznych typl a
forem alergenovych vakcin a individudlni odezva u jednotlivych pacientl jsou jednim z
divodu obtizného sjednoceni pii hodnoceni jejich efektivity. Kauzalni ovlivnéni
alergické reakce pomoci SIT nutné€ vede k ivaham o moZném dlouhodobém ,,vyléceni*
polinotika a o pfipadném zabranéni progrese pylové rinokonjunktivitidy do pylového
astmatu.

Dosud neni shody o délce trvani tcinku SIT po ukonceni 1écby, vétSinou se
délka ucinku pocita na roky. Velmi lakava uvaha o ochrané pied rozvojem astmatu u
polinotikii byla dlouhd [éta podpotfena pouze vysledky Johnstoneova 14- letého
sledovani déti s alergickou rinitidou, kdy u déti 1écenych SIT byla ve véku 16 let

zjiSténa podstatné nizsi prevalence astmatu ve srovnani s détmi, jimz bylo podavano
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placebo [JOHNSTONE, DUTTON 1968]. Nedavno publikovana rozsahla studie PAT
dospéla k obdobnym vysledkiim, a tak znovu obnovila zdjem o tuto moznost prevence
astmatu. Indikace a vedeni 1éCby SIT patii pro svou komplexnost a urcité riziko
nezadoucich reakci do rukou specialisti — alergologti. Pro indikaci SIT u polinotika je
nutné splnéni nékolika podminek [INTERNATIONAL RHINITIS MANAGEMENT
WORKING GROUP 1994, Li a kol. 2003, BOUSQUET a kol. 1998] - pftitomnost
polinotickych projevii ve smyslu rinokonjunktivitidy nebo astmatu, — potvrzeni
precitlivélosti 1. typu na konkrétni alergen pomoci koznich testi nebo vySetieni
specifickych IgE protilatek, — tento alergen se v rozhodujici mife podili na klinickych
potizich, pacient je alergicky jen na jeden, maximalné¢ na né¢kolik malo pylovych
alergenti, — alergen neni mozné eliminovat z prostiedi pacienta, — je k dispozici kvalitni
(standardizovany) alergenovy extrakt pro SIT, — nejsou pfitomny kontraindikace SIT
(nestabilni astma, tézky imunodefekt, autoimunitni nebo maligni onemocnéni, pravodni
lécba  B-blokatory, kardiopulmonalni nebo endokrinologicka dekompenzace,
kontraindikace podani adrenalinu ¢i jiny stav znemoznujici 1é¢bu anafylaktické reakce,
nejistad nebo Spatna spoluprace pacienta; SIT se nezahajuje v gravidite).

Z praktického pohledu jednoznacnou indikaci SIT u pacienta s polindzou je
monosenzibilizace na pyl s dostate¢né dlouhou dobou kvétu, kdy obdobi potizi dobie
odpovida vysledkiim koZnich testli (resp. vysledkim vySetfeni specifickych IgE). U
polysenzibilizovanych pacientti, kterych je vétSina, je indikace k zahdjeni SIT tehdy,
pokud se podati zjistit alergeny (maximalné 2 — 3), které jsou v prib¢hu pylové sezony
dominantni pfi¢inou potizi, jsou k dispozici ve standardizované formé a je mozné
vytvofit vhodnou alergenovou smés pro SIT nebo je pacient ochoten podstoupit
soub&znou aplikaci vice (2 — 3) vakcin. Paralelni nebo postupnd (po ukonceni SIT
jednou skupinou alergent se zahdaji SIT dalsi skupinou alergenti) aplikace vice vakcin je
jedinym feSenim, pokud je pacient pfecitlivély na neptibuzné skupiny alergenti, napf.
pyly a roztoCe. Zde navic pifi smichani téchto alergenti do jedné vakciny hrozi
enzymaticka degradace alergent a ztrata Gc¢innosti [Li a kol. 2003, BOUSQUET a kol.
1998].

Zatimco v nékterych zemich stale jesté¢ uvazuji o zahajeni SIT az tehdy, kdyZz
selze veskera ostatni 1é¢ba, v Fadé zemi, mezi nimi i v CR, se naopak doporuduje
zahajit SIT u pacientl s pocinajicimi alergickymi projevy. Pri véasném zahajeni
SIT se miiZe uplatnit vliv preventivniho ¢inku na pribéh onemocnéni; a snad i

zabrzdéni vzniku pozdnich komplikaci. Naopak pii vyckavani se zahajenim SIT az
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do stadia, kdy je ostatni medikace nedostate¢né ucinnd, jiz mnohdy dojde k
ireverzibilnim zménam, které ani SIT neovlivni. Mimoto je riziko nezadoucich uc¢ink
SIT aplikované v leh¢im stadiu onemocnéni podstatné niz§i [BOUSQUET a kol. 1998,
SEBEROVA 1994].

Z divodu vyssi Ucinnosti a bezpecnosti SIT se doporucuje pouzivat kvalitni
standardizované alergenové extrakty [Li a kol. 2003]. V soucasné dob¢ pievlada uzivani
depotnich injekénich forem pied vodnymi roztoky, velmi rychle stoupa obliba
alergenovych extrakt pro sublingvalni podani. Aplikace SIT trva bézn¢ 3 — 5 let [Lia
kol. 2003, BOUSQUET a kol. 1998]. Piedsezonni aplikace s pauzou béhem sezony v
poslednich letech ustoupila aplikaci celoro¢ni.

V poslednich letech byl dosaZen dalSi zasadni pokrok v podavani SIT
zavedenim tabletové formy. Ucinnost této formy podavani SIT je jednoznaéné
prokazana zasluhou dobfe postavenych a dostateéné rozsahlych, nové provedenych

klinickych studii a tento dikaz je vzhledem ke kvalité téchto studii u tablet nejvyssi

mezi v§emi formami podavani SIT [RYBNICEK 2004].

3.3.9.21 SPECIFICKA IMUNOTERAPIE ALERGICKE RYMY
MENI KONCENTRACE TRYPTOFANU V KRVI

Odbornici se domnivaji, ze koncentrace AMK tryptofanu v krvi a 1é¢ba pomoci
SIT spolu souvisi. Jednim z dualezitych faktor pifi vzniku alergické rymy a astmatu je
pfevaha takzvané Th2-imunitni odpovédi nad Thl-imunitni odpovédi. V disledku toho
muze dojit k potlaceni n€kterych biochemickych drah, které jsou aktivovany v pribéhu
Thl-imunitni reakce. Jednou =z takovych drah je 1 biochemickda degradace
aminokyseliny tryptofanu, takze u pacienti s alergickou rymou se miiZeme setkat se
zvySenou hladinou tryptofanu v krvi. Zajimavé je, ze pravé jedinci, ktefi maji
koncentrace tryptofanu v krvi nejvyssi, vétSinou nereaguji na 1écbu specifickou
imunoterapii, ktera je u nich jen malo ucinna. Koncentrace tryptofanu Ize ovlivnit
1écbou. Protoze vysoké Kkoncentrace tryptofanu v krvi jsou spojeny s nizkou
ucinnosti specifické imunoterapie v 16¢bé alergické rymy, zajimali se odbornici o to,
zda a jak lze hladinu tryptofanu ovlivnit — naptiklad pomoci upraveného 1é¢ebného
rezimu specifickou imunoterapii.

Nedavno byly zvetejnény vysledky studie, ve které byly pfiblizn¢ dvaceti

pacientim s pylovou alergii aplikovany po ukonceni bézné specifické imunoterapie a po
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skonceni pylové sezony jesté dalsi 4 injekce specifické imunoterapie. Autofi studie poté
zjistovali, zda tato ,,pfidavnd“ terapie néjak ovlivni hladiny tryptofanu v krvi pacientt.
Ukazalo se, ze dalsi ctyri davky specifické imunoterapie v priiméru vyznamné snizily
koncentraci tryptofanu v krvi pacientu.

Autofi uvedené studie se proto domnivaji, ze metabolismus tryptofanu se
podili na vzniku a pribéhu alergické reakce, a i kdyZ dosud neni jisté, jakym
mechanismem ke zvySeni koncentrace tryptofanu v krvi dochazi, mohou nam jeji

prubézné zmény poslouZit jako ukazatel G¢innosti 1é¢by [KOFLER a kol. 2012].
3.3.10 FARMAKOTERAPIE POLINOZY, CELKOVA LECBA

Farmakoterapie  polindézy vychdzi ze =zasady vhodného ovlivnéni
patofyziologického procesu vzniku onemocnéni. Zamezuje uvoliiovani pusobkll z
nékterych bunék, piedev§im z mastocytii a bazofilll. Sou€asné je zamétena na zastaveni
a zvraceni rozvoje alergického zanétu, ktery nasleduje. Nezbytnou soucasti 1é¢by je
rovnéz zvladnuti akutnich potizi pacienta vyvolanych jiz vyplavenymi pusobky.
Zakladni prvky lécby tedy zahrnuji antihistaminika, kterd predevSim blokuji G¢€inky
histaminu (nov¢jSi antihistaminika ovSem vykazuji i fadu dalSich antialergickych
ucinkll), zavedeni adekvatni protizanétlivé 1éCby lokalnimi kortikosteroidy,
kromoglykatem dvojsodnym (dinatrii cromoglicas — DNCGQG), nedokromilem sodnym
(popft. B-mimetika pii astmatickych potizich) k 1é¢bé akutnich ptiznak. Dekompenzace
astmatu vyzaduje nasazeni komplexni antiastmatické terapie, ostatni projevy je tieba
1é¢it zavedenim vhodné lokalni terapie podle postizen¢ho cilového organu. V
nasledujicim ptfehledu se zaméfime na lécbu nejCastéjSich projevu polindzy, které
vytvéieji obraz alergické rinokonjunktivitidy [RYBNICEK 2004].

K celkovée 1écbé jsou v souCasné dobé pouzivana: Antihistaminika,
Antileukotrieny, Systémové kortikosteroidy, Lokalni 1écba, Topicka antihistaminika,
Inhibitory degranulace mastocytu, Topické kortikosteroidy, Anticholinergika,
Dekongestiva (a-sympatomimetika, vazokonstrikéni latky) [RYBNICEK 2004].

Soucasny vyvoj alergenové imunoterapie spéje k tabletam. V praxi bude jiz
brzy k dispozici zcela novy 1ék — sublingualni tableta se smési péti druhti travin [KOCI

2010]. Védci se zvlasté¢ zajimaji o to, jaké molekuly umoziuji zirnym bunkam
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»heunavitelnost™ a opétovnou aktivaci; budouci léky tady mohou mifit proti zirnym

bunkam [EKOFF a kol. 2012].

3.4 STANDARDIZACE ALERGENU

Surové extrakty obsahuji Siroké spektrum riznych slozek, kde vedle alergennich
latek je téz znacné mnozstvi alergenné neaktivnich komponent. Z téchto divodu je
snaha vyrobcti o stdle presnéjs$i definovani obsahu (standardizace) jimi vyrabénych
alergennich piipravkli. Kone¢nym cilem standardizace je urCeni celkové biologické
aktivity a kvalitativni i kvantitativni ohodnoceni danych ptipravkii vzhledem k hlavnim
alergenim [BURES a kol. 1999]. Uéinnou latkou v alergennim extraktu jsou aktivni
latky — alergeny, které maji schopnost se specificky véazat s lidskymi protilatkami tiidy
IgE. Proto je standardizace zamétena na stanoveni a zjiSténi pfitomnosti pravé téchto
alergenti v alergennim extraktu [HOCHOVA 2002]. Pomoci modernich laboratornich
metod lze sledovat skutecnou biologickou aktivitu reakci se specifickymi IgE latkami.
Doposud neexistuje celosvétoveé zavazna a jednoznacnd harmonizace standardizac¢nich
postupil, proto si vétSina vyrobcll vytvari svilj standardizani program a ohledem na
souCasnou lékafskou a védeckou potfebu a ve shodé s dostupnymi ramcovymi
doporucenimi napt. Nordic Quidelinec nebo smérnice FDA platici v USA.

Pti standardizaci vyrobce nejdiive pfipravi svlij vlastni vnitropodnikovy
standard. Nejprve je zbaven nizkomolekularnich slozek extraktu (balastnich latek), poté
jsou extrakty testovany koznimi testy na souboru alergickych pacientl a ze ziskanych
vysledkli se pomoci regresni piimky urci celkova biologicka aktivita (vyjadiend dle
vyrobce v ruznych jednotkach). Biologicka aktivita 1000 JSK (jednotek standardni
kvality) je definovana pro vnitropodnikovy standard jako aktivita, ktera vyvolava u
osob priecitlivélych na dany alergen pupen o velikosti 5,5 mm. Déle se ur¢i pfitomnost
jednotlivych alergenti napt. pomoci SDS - PAGE. Pii kvantifikaci je uréena in vitro
celkova biologicka aktivita (ELISA test) [BURES a kol. 1999].

3.5 SBER A VYROBA PYLU

Historie sbéru pylt v CR jako suroviny pro farmaceuticky primysl ma pomérmné
mladou historii. Prvni pokusy v CSSR byly provedeny v roce 1988. Po roce 1989

pokracovala tato ¢innost jako privatni aktivita. Soucasné piisobi na trhu nékolik firem,
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postupné odstépenych od primarniho zakladatele (ktery osobné spolupracoval na tomto
projektu). Technika sbéru riznych druhti pyl, manipulace s nimi, jejich ¢isténi, suSeni
a piiprava k expedici je chranénym duSevnim vlastnictvim kazdé firmy. Do roku 2001
byl zndm pouze jediny nedokonaly zpiisob ¢iSténi pylu, a to prosévani pies sita. Na
zaklad¢ empirickych zjisténi a vyzkumu vynalezl zakladatel pievratnou technologii a
v letech 2002 - 2007 se stal pivodcem i majitelem dvou patentovych spist v CR a
zarovenn Mezinarodniho patentu v 34 zemich celého svéta. Zafizeni je zalozeno na
pusobeni elektrostatického pole. Pylové zrmo mé kladny naboj, zatimco vétSina
cizorodych ¢astic ma zaporny. Touto metodou Ize dosahnut biologické Cistoty 99 —
100%. Cisty pyl neobsahuje zadné daldi pfimési cizich pyld, neobsahuje plisng,
bakterie; je z hlediska standardnich laboratornich narokd sterilni. Pyl zlstava pii
spravném uskladnéni aktivni (,,zivy*) vice nez 1,5 roku. [TOMEK 2004, 2006, 2007].
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 ZALOZENI POKUSU
4.1.1 LOKALITA
Nézev: TAGRO Cerveny Dviir, spol. s r.0.

Tabor — MéSice

Nadmoiska vyska: 420 m

Primérna ro¢ni teplota: 7,9 °C

Primérny ro¢ni Gthrn srazek: 590 mm

Podlozi: geologicko-petrograficky substrat (Gps.) — migmatitizované biotické az

dvojslidné pararuly

Pidni typ: kambizem kysela

Pidni druh: hlinitopiscita

Rozbor pidy: PHcaciz 5,15, CEC stredni (180 mmol*. kg™), Cox 14,6 g . kg™,
Nnne 4,9 mg . kg, Nnos 21,3 mg . kg, P 154 mg . kg™, K 407
mg . kg, Mg 125 mg . kg™, Ca 1385 mg . kg™ (Melich 111)

Sorp¢ni kapacita pady: stiedni; v rozmezi 13 — 24 mval/100 g pidy

Barevny kvocient:
Datum zaloZeni pokusu:
Predplodina:

Ptedsetova ptiprava:

Que=41

4.4. 2009

jecmen jarni
po sklizni je€mene jarniho podmitka radlickovym
podmita¢em a na podzim zimni orba. V roce zasevu:
pfiprava  pozemku  rotaénimi  branami,  vysev
malopracelnim secim strojem ,,Ojord* a nasledné uvéleni
,Cambridge*“valci. V roce zasevu: 3 x odplevelovaci se¢

maloparcelnim sklizeem zelené hmoty MPZ 115.
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4.1.2 SCHEMA POKUSU

Porost byl zalozen jako maloparcelkovy pokus s kostfavou cervenou (Festuca
rubra ssp. rubra L.) odriida Tagera, st. C1. Plocha parcelky 10 m? kazd4 varianta v 5
opakovanich. Zpiisob a vedeni pokusu (znahodnéni ¢iselného oznaceni parcelek) bylo
provadéno v souladu z metodikou Statnich odriidovych zkousek UKZUZ viz Obr. 6
[BENES 1982].

Velikost parcelky: I1mx10m
Mezera mezi Ax B x C: 5m

Celkova vymeéra pokusu: 15mx40m

Sudé¢ parcelky: sklizeni pylu
Lich¢ parcelky bez sklizné pylu
413 ZASEV

Vysevek: 15 kg . ha™ — ¢istosev; bez kryci plodiny

Sitka fadkt: 200 mm; 6 fadkt na 1 parcelce (+ 5 mezer)

4.2 AGROCHEMICKE ANALYZY PUDY

Zakladni rozbory (anorganické) provedla certifikovand laborator AGRO — LA,
spol. sr.0., J. Hradec (Mehlich Ill) — viz ptilohy ¢. 4, 5, 6. Dalsi rozbory (organické)
provedla laboratot JCU, ZF, Katedry aplikovanych rostlinnych biotechnologii. Na
pocatku pokusu byl odebran primérny homogenizovany vzorek z pokusného pozemku

(byl rozdélen na 2 ¢asti pro oba typy rozbori).
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¢. parcelky varianta ddvka N
1 3 [BaN 5 [E6N 7 10 A nehnojeno
9 10/6|8|3]1 4 B 1/2N
8 1kd KB 6 B plna davka N
Obr. 6 Schema pokusu
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421

STANOVENI SORPCNI KAPACITY

Do vysoké 250 ml kadinky odvazit (ptesné€ na 0,01 g) 10 g pudy, pfidat cca 100
ml 0,1M HCI a dat na topnou desku na 30 minut, max. 50 stupna teplé.

Poté se obsah kadinky kvantitativné pfevede na filtr (filtraéni zafizeni se sklada z
nasypky a Sirokohrdlé¢ Erlenmeyerovy baiky). Zeminu na fitru promyvat
destilovanou vodou tak dlouho, az ve filtratu neni dokazatelny Cl™ (roztok

AgNO3).

Potom ji splachneme pomoci stiicky a protrzeni filtru zpét do ptivodni kadinky
(vys. 250 ml), doplnime destilovanou vodou na cca 150 ml a za stalého michani

titrujeme Ba(OH); (se stanovenym faktorem roztoku).

Hydroxid ptiddvame po 1 ml po 1 minuté, vzdy tésn¢ pred dalsim ptidavkem
odecteme vodivost. To provadime tak dlouho, dokud neni pfirustek vodivosti

tiikrat za sebou staly.

Hydroxid - stanovit faktor roztoku pomoci kyseliny $tavelové. Do baiky dame

5 ml Ba(OH);, fenolftalein.

T=s.n.f.100/N (mval 100" g™

T = maximalni sorp¢ni kapacita

s = spotieba roztoku Ba(OH), v bodé ekvivalence 6 ml

f= maximalni sorp¢ni kapacita

n = normalita Ba(OH), = 0,2 N

N =navazka ptdy v g

4.2.2

FRAKCIONACE HUMUSOVYCH LATEK (HL)

Pivodni metodika: skripta Pedologie (Navody pro cvifeni specializované¢ho studia

pedobiotechnologie) - Ledvina, Vachal, Hora¢ek, Drbal - 1988
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Chemikalie:
1. extrakéni roztok = 0,1 M NaOH + pyrofosfore¢nan sodny
8 g NaOH + 44,6 g NasP,0; . 10 H,O rozpustit v destilované vodé do objemu 2000

ml

2. nasyceny roztok Na;SO4

3. chromsirova smés 0,4 N (CHS); 39,23 g K,Cr,07 rozpustit v 900 ml destilované
vody, pomalu pfidavat za stdlého chlazeni 1000 ml konc. H,SO4 a po vychladnuti
doplnit destilovanou vodou do 2000 ml

4. Mohrova sul 0,2 M (MS); 160 g FeSO4.(NH4)2SO04.6 H,O rozpustit v cca 600 ml
destilované vody, ptidat 40 ml konc. H,SO,4 a doplnit do 2 | destilovanou vodou,
piefiltrovat. Faktor se stanovi na 0,034 M K,Cr,0O; (10 g do 1 litru)

5. H,SO4 1 M, 56 ml konc. H,SO,4 doplnit do 1000 ml

6. NaOH 0,05 M, 2 g do 1000 ml

Postup:
4221 STANOVENI CELKOVEHO C,,:

0,1 - 0,3 g (pfesn¢ na 4 deset. mista) jemnozemé II (0,25 mm prosev) navazit do
kadinky ¢i titraéniho kelimku. Pfidat 10 ml chromsirové smési (velmi ptesné),
promichat a vloZit na 45 minut do suSarny pti 125°C zarovei s tiemi slepymi pokusy.
Poté vyndat, ochladit, zfedit cca 20 ml destilované vody a titrovat za stalého michani

0,2 M Mohrovou soli znamého faktoru na titratoru DL 50.
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Vypocet:
Mohr. sil: Fe"' »Fe''  /-1e
CHS: cr"—>cn" /+6e
vzorek: c’—cV /-4e  dohoda: uhlik se vyskytuje v pudé
v praméru jako C°
U
6 mol MS =1 mol CHS
2mol CHS= 3mol C = 12 mol MS =3 mol C = 1 mol MS = 3/12 mol C=
=12*3/12gC=3gC

1molMS =z3gC 0,2 M MS obsahuje 0,2 moluv 11=0,2 mmoluv 1 ml
0,2mmolMS = 0,6 mgC

. V.-V )f.0,6 B
mg celk.Cox / g pudy = % % celk.Coy = (Vs V). £.0,6
m.10

Vs = spotfeba Mohrovy soli na slepy vzorek v ml
V= - - vzorek v ml
f = titracni faktor Mohrovy soli (kolem 1)

m = navazka piudy v g

Frakcionace:

2,5 g jemnozemé II (pfesné na 0,001 g) + 50 ml extrakéniho roztoku navaZovat do

Erlenmeyerovych ban¢k 100 ml, uzavfit zatkou a nechat stat dva dny za obcasného

michani. Pak pfidat 4 ml nasyceného roztoku Na,SO,, promichat a suspenzi odstfedit

15 minut pfi 4 000 ot/min. Supernatant opatrné slit do odmérmé banky 100 ml. Ke

zbytku zeminy v kyveté pridat 10 ml extrakéniho Cinidla + 1 ml nasyceného roztoku

Na,SO,, rozmichat a znovu odstfedit 15 minut pii 4 000 ot./min. Supernatant opét

opatrn¢ piidat do 100 ml odmérky, doplnit destilovanou vodou do 100 ml a uzavtit PE

zatkou. Ziskali jsme zasobni roztok HL.
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4222 STANOVENI C,, HL:

10 ml zasobniho roztoku v kadince (100 ml) nebo ve sklenéném titracnim kelimku
nechat odpafit do sucha v sugarné pii 60°C, ptidat 10 ml (velmi piesn&) chromsirové
smési a vlozit do susarny 125°C teplé na dobu 45 minut. Zaroveti dat do susarny 3 slepé

vzorky (10 ml CHS). Poté vyndat, ochladit, ziedit a titrovat.

4223  STANOVENI C,, FULVOKYSELIN (FK)
A HUMINOVYCH KYSELIN (HK):

40 ml zasobniho roztoku HL do kadinky 100 - 150 ml, pfidat 3,5 ml 1 M H,SO, (aby
bylo pH roztoku pod 2) a nechat sbalit srazeninu HK v susarné pti 60°C 1 hodinu. Za
tepla filtrovat pfedem ovlhcenym filtrem (destilovanou vodou) nejlépe do Erlenek 50ml.
20 ml filtratu nechat odpaftit do sucha a déale zpracovavat stejné jako stanoveni Cox HL.

Pridavat 5 ml CHS.

pfepocitavaci faktor pro vypocet FK: 100/40 * 43,5/20 = 5,4375

% Cox FK=(Vs-V).f.0,6.544/10. m

Srazenina HK na filtru se rozpusti horkym 0,1 M NaOH do 50 ml odmérné banky a
doplni po znacku destilovanou vodou. 20 ml tohoto roztoku nechdme odpafit a

pokracujeme opét stejné jako pii stanoveni HL (ml CHS).

prepocitavaci faktor pro vypocet HK: 100/40 * 50/20 = 6,25

% Cox HK = (V4-V).f.0,6.6,25/10. m

67



4.2.3 ROZPUSTNY UHLIK V HORKE VODE Cjs

Chemikalie:

1. chromsirovd smés 0,4 N (CHS); 39,23 g K,Cr,07 rozpustit v 900 ml destilované
vody, pomalu pfidavat za stalého chlazeni 1000 ml konc. H,SO,4 a po vychladnuti
doplnit destilovanou vodou do 2000 ml

2. Mohrova sil 0,2 M (MS); 160 g FeSO4.(NH4)2S04.6 H,O rozpustit v cca 600 mli
destilované vody, pfidat 40 ml konc. H,SO,4 a doplnit do 2 | destilovanou vodou,

prefiltrovat. Faktor se stanovi na K,Cr,07 (10gv 11)

3. CacCl; 0,01 M; 2,94 g CaCl; .2 H,0 do 2000 ml

4. MgSO, 1 M; 24,6 g MgSQO, doplnit do 100 ml

Postup:

10 g jemnozem¢ II (0,25 mm prosev) do 200 ml zabr. Erlenmeyerovy baiky + 50 ml
0,01 M CacCl,. Vatit mirné€ na topném panelu 1 hodinu od pocatku varu pod vzdusnym
chladicem. Poté Erlenky uzavfit, ochladit, pfidat 4 kapky 1 M MgSO, - pfelit do
centrifuga¢nich kyvet a 15 minut odstiedit pti 4000 ot./min.

Ke stanoveni 25 ml supernatantu odpafit, pidat 10 ml CHS, nechat v susarné pii 125°C
po dobu 45 minut zarovei s ttemi slepymi pokusy. Poté vyndat, ochladit, zfedit cca 20
ml destilované vody a titrovat za stalého michani 0,2 M Mohrovou soli zndmého

faktoru na titratoru DL 50.

Vypolet: % Chus = (V5-V) * f* 0,6 *2/10m

V; = spotteba Mohrovy soli na slepy vzorek v ml
V= -, - vzorek v ml
f = titracni faktor Mohrovy soli (kolem 1)

m =navazka pudy v g
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4.2.4 STANOVENI Cpy (BLAIR, 1995)

Pfipravi se neutralni 33 mM roztok KMnQy (5,2 g v 1 1). Uchovava se v temnu, stabilni

asi 1 mésic.

Stanoveni faktoru: pomoci Mohrovy soli:

princip:

5Fe? +MnO, +8H" 5Fe* +Mn% +4H,0

Titrace v kyselém prostiedi za p¥itomnosti HsPO,, kterd vaze vznikajici ionty Fe** do

bezbarvého komplexu a tim umoziuje postichnuti konce titrace.

Postup:

Do titra¢ni bailky navazime 0,4 — 0,5 g Mohrovy soli (siran Zeleznato amonny)
S pfesnosti na desetiny mg, rozpustime v cca 100 ml destilované vody, okyselime 10 ml
ziedéné H,SO,4 1:1, ptidame 1,5 ml konc. H3PO, a titrujeme piipravenym roztokem

KMnO;, do trvalého rizového zbarveni

1mol1M KMnO, ~ 5mol 1 M MS MS = 392,13

1ml1M KMnOy ~ 5ml1MMS 1mIMS=0,392¢
~ 5.0,392¢g

Teoreticka spotieba x:

1 ml 0,033 M KMnO, ~ 0,033.5.0,392=0,0647¢g

x ml KMnQ, = 1 . m (navazka MS)/0,0647

Skutec¢na spotieba: V
Titra¢ni faktor: f=x/V=m/ (0,0647 . V)
Skute¢na koncentrace KMnO,4=0,033.f=0,033.m/(0,0647.V)=051m/V
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Kalibracni kfivka: Alikvotni mnozstvi: 0,6 ml KMnO4
1,0 mi
1,4 mi
1,8 mi
2,0ml

se napipetuje do 100 ml odmérek, doplni destilovanou vodou a méfi se absorbance pfi

565 nm na spektrofotometru. Z vysledki se sestavi kalibra¢ni graf — koncentrace = fce

absorbance
koncentrace = alikvot * exaktni koncentrace KMnQO4
100
koncentrace
absorbance
Stanoveni:

- navazi se mnoZzstvi odpovidajici asi 15 mg Cyx (stanovené chromsirovou smeési)
ze vzorku na vzduchu ususeného (nikoli ze suSiny) do 2 ban&k

- vzorek se zalije 25 ml 33 mM KMnOy a tfepe se 5 minut na rota¢ni tfepacce
nebo obcas rukou

- stejné se piipravi nulovy — slepy vzorek, opét do dvou banék

- jedna banka vzorku a jedna baiika slepého pokusu se zpracuje po 1 hoding,

druhé banky (vzorek + slepy pokus) po 24 hodinach
Zpracovani:

Baiiky se centrifuguji 5 minut silou 1030 g. Z ban¢k vzorkt i slepych pokusii se pipetuji

2 ml roztoku KMnO,4 do 100 ml odmérek, doplni vodou a zméti se absorbance.
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Vypocet:

{(mmol KMnO, ve sl.pokusu) — (mmol KMnQO, ve vzorku)} * 50 * 25 *9

Cem (Mmg.g) = 1 000 * hmotnost vzorku v g

425 STANOVENI MINERALIZOVATELNEHO DUSIKU
I\Iminer

Chemikalie:

1. K3SO4 1%, 20 g K,SO4 doplnit do 2000 ml

2. NH4,Cl 1 M, 5,35 g NH4Cl do 100 ml, pak postupné fedit a pfipravit roztoky o
koncentraci 10™, 10%, 10%, 10, 10°M

3. NaOH 10 M, 40 g do 100 ml

4. NaNO310™ M, 0,85 g NaNOs do 100 ml, pak postupné fedit aZ na roztok 10™* M

5. KNOg, 0,712 g KNO3 rozpustit do 1000 ml 1% roztoku K,SO,, pak 200 ml tohoto
roztoku opét doplnit do 1 litru 1% K,SO4, ziskdme zakladni roztok obsahujici v 1 ml
0,02 mg N. Dal§im fedénim ziskdme vhodné standardy pro méteni kalibra¢ni kiivky

Postup:

Zemina (50 g) na vzduchu vyschla, prosev 2 mm sitem, fedéna piskem 1 : 1,
zavlh¢ena na 60% RVK (Pocitat na hmotnost pidy a ne smési). 7 dni inkubace
pii 28°C (tizena vlhkost).

Poté 1 hodinu tfepano s 1% K,SO,; (16 g smési a 50 ml roztoku), zfiltrovat.
Zaroven se navazi vzorek smési (10 g) pro stanoveni susiny.

V tom stanovit nejprve NO3™ a poté NH," a prepocitat na susinu. Pfedem zméfit
ob¢ kalibra¢ni kiivky.

Stejné zpracovat 1 neinkubované vzorky (8 g pidy + 8 g pisku + 50 ml roztoku).
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Vypocty:
- Npin (minerélni) je soucet N-NO3z + N-NH,4 u neinkubovanych vzorki
- Nminer (mineralizovatelny) = Nminer — NO3 + Nminer — NH4

Nminer — NO3 = N-NOj ink. vzorku pfepocteny na susinu - N-NOs neinkub.vzorku

4.3 AGROTECHNIKA, METODIKA VYZIVY A HNOJENI

Kostrava ¢ervend TAGERA, stupen mnoZeni: Cl; Cistosev; hloubka seti 15 mm,
Sitka fadku 200 mm (na 1 parcelce je 6 osetych fadkt + 5 mezer); pred zasevem byl
proveden chemicky rozbor ptidy v akreditované pedologické laboratofi.

V roce zasevu (2009) 3 x odplevelovaci se¢ maloparcelnim sklizeCem zelené
hmoty MPZ 115: I. odplevelovaci se¢ 15.7.2009; II. se¢ 10.8.2009; III. se¢ zlom IX./X.

2009 (= pted zimou; provadi se cca 6 tydnl pied ukoncenim vegetace).

Varianty vyZivy a hnojeni (mineralni hnojiva):

Varianta A): nulova, kontrolni porost nebude vibec hnojen po celou dobu pokusu

(ani P, K).

Varianta B): niZsi droveii vyZivy (polovi¢ni davka hnojeni N): aplikace 70 kg . ha * N
(na jafe 30 kg . ha " N pii vysce porostu max. do 100 mm; 40 kg . ha "N
po semenaiské seci tj. cca 2 VIII. — %2 IX. pfi vySce porostu 40 - 100
mm) + [40 kg .ha'P; 60 kg . ha*K] za rok.

Varianta C): vys$8i uroven vyzivy (plna davka hnojeni N = 2x B): aplikace 140 kg .
ha ' N (na jafe 60 kg . ha * N pfi vysce porostu max. do 100 mm; 80 kg .
ha* N po semenafské seéi tj. cca 14 VIIL — Y% IX. pii vysce porostu 40 -
100 mm) + [40 kg . ha™ P; 60 kg . ha* K] za rok.

U variant B a C se provadi prvni hnojeni pied setim; v dalSich uzitkovych
letech se davky aplikuji ve stejné vysi. Uroven vyzivy N (P,K) pro pokusné ucely
volime v redlné davce a pfitom dostatecné (pii 2x nasobku N) pro posouzeni vlivu na

zkoumané parametry pylu. Davky hnojeni jsme zvolili na zdklad¢ vSech dostupnych
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doporuceni (véetné doporuceni Slechtitelt TAGRO) a s ohledem na slozeni jiz hotovych

vyrobenych mineralnich hnojiv (vice viz diskuse).

Aplikace N na jafe — na pocatku vegetace (obruistani porostu); pii vySce mladych

zelenych listl max. do vysky 100 mm, aby se podpofila tvorba fertilnich odnozi.

Aplikace druh¢ davky N — brzy po semenarské seci (tj. cca /2 VIIL. — Y5 [X.) — pii vySce
novych mladych listd 40 — 100 mm pro tvorbu plodnych odnoZi.

Sklizen vSech variant (vSech parcelek — lichych i sudych) byla provedena piesné
— maloparcelnim kombajnem. Z kazdé parcelky zvlast’ byla zvdZena a zaznamenéana
hmotnost (kg) a vyhodnocen hektarovy vynos. Vysledky byly vyhodnoceny (vliv
urovné hnojeni a vliv sbéru pylu) na semenaisky vynos.

Pokus nebyl po celou dobu vyzkumu chemicky oSetrovan.

4.4 METODIKA SBERU PYLU

Rostlina produkuje znacné mnoZstvi pylu, ktery je za optimalnich podminek
uvolnovan postupné (béhem nékolika dnll) do ovzdusi v zéavislosti na klimatickych
podminkach. Uvolnéné pylové zrno je velmi hydroskopické; pokud ma moznost —
nasaje vodu, a tim je znehodnoceno). Proto neni pfedmétem vyzkumu absolutni
produkce pylu (z hlediska botanického) z jednotlivych variant a parcelek, ale pouze ta
¢ast pylu, kterou lze popsanou konstantni niZe popsanou metodou z rostliny
mechanicky sklidit. Cilem jsou analyzy vy¢iSteného a ususeného pylu - tj. finalni
suroviny pro farmaceuticky prumysl. Na kazdé z variant byl proveden sbér pylu
z kazdé sudé parcelky (tzn. bylo sledovano 5 opakovani z kazdé varianty po dobu 3
let). Kostfava Cervend kvete obvykle po dobu 5 dni; kulminace kveteni nastdva
V priméru v terminu kolem 8.6. (zacatek kveteni - 2 dny pfed a 1 den po terminu)
prasniky se oteviraji kazdy den jen po dobu nékolika hodin v zavislosti na klimatickych
podminkach (v nizinach vzdy od 11,00 — 13,00; ve vysSich polohach cca od 14,00 —
17,00 hodin). V ptipad¢€ neptiznivych podminek se rostlina brani a prasniky zavira. Sbér
byl proveden mechanickym neagresivnim sbérem (pomoci 5 elektrickych vysavacu

svykonem 8 kPA). Kazdy pracovnik pouziva pro kazdy sbér vlastni vysavac; se
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sterilizovanymi jednotlivymi dily: hadici (primér 26 mm), hubici (primér 50 mm) a
pfedfazenym sitkem (oka 90 pm). Velikost pylového zrna kostfavy cervené je
vV pruméru 35 pum (zjisténé extrémy 32 a 40um). Pyl je podtlakem zachycovan do
specialnich papirovych sacku (lisovany filtra¢ni papir bez miizky s max. otvory 25um);
(vSe se prevazi ve sterilnich obalech. Pracovnik se pohybuje pomalymi pohyby
Vv mezerach; rostlin se dotykd pouze pii sbéru z konkrétni laty. Pyl vysdva ze
vzdalenosti 30 mm od laty; pohybuje hubici ve sméru vertikalnim (pouze na vysku
laty!). Rostliny se hubici nedotyka; ergonomie paze umoziiuje bezproblémovou obsluhu
z kazdé strany parcelky 0,5 m.

Pti sklizni (v dany den) pracuje soubézné 5 pracovnikii v identickych
podminkach dle metodiky - 5 parcelek u kazdé varianty); vzdy je zaznamendn: datum,
¢as od - do; teplota vzduchu, relativni vlhkost vzduchu, smér a sila vétru, atmosfericky
tlak. Sbéra¢ porost pozoruje denné pied zaatkem prvnich signalii kveteni (mechanicky
rozbor zralosti; stav prasnikti — prasnik méni barvu na Cerveno — hnédy). U kazdé
varianty: 1. den kveteni (otevie prasniky odhadem 10% rostlin); 2. den kveteni se toto
opakuje; 3. den kveteni se otevira cca 60% prasniki — probiha sbér pylu.

Pyl ze ttetiho dne kveteni byl po Upravach rozdélen na 2 dily (kazdy o min.
hmotnosti 1g; pokud bude mozno toto mnozstvi sebrat) — 1. ¢ast Cistého pylu byla
analyzovana ve firmé: SEVAPHARMA a.s. (Praha); 2. ¢ast byla analyzovana v:
Centrum vyzkumu globalni zmény AV CR, v. v. i. Po sbéru musi byt sebrany pyl
uzavieny v prodySném sterilnim sacku ulozen do ptfepravky a do 2 hodin (v priméru)
dopraven do mista zpracovani. Nesmi byt vystaven sluneCnimu zéfeni; teplotdm vysSim
nez 35°C a kolisani teplot + 10°C; (jinak nutno zajistit prepravu v termoboxech).

Cilem sbéru pylu nebyl sbér maxima vSeho pylu véetné mnoha necistot a
znehodnocenych pylovych zrn. Proto metodika a technika sbéru piesné stanovuje
podminky, jak ptesné byl sbér provadén. Informativné zjistime udaje o ptirodnim pylu
(sebraném sbérem), ale pfedev§Sim hmotnost vycisténého pylu (upraveného pro

farmaceuticky primysl) s pouzitim maximalng efektivnich technologii upravy pylu.
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4.5 METODIKA UPRAVY PYLU, MERENI VELIKOSTI
PYLOVEHO ZRNA

Uprava nasbiraného pylu je dale provadéna okamzité, dle standardni metodiky
pro piijem pylu, zpracovani pylu pied vlastnim ¢isténim a ulozenim (pfipadné adjustaci
a expedici) — podrobny popis technologického postupu je chranénym firemnim
tajemstvim vcetné teploty a zplisobli manipulace v jednotlivych fazich vyroby.
Komplexni Giprava probiha v laboratornim prostiedi na sterilizovanych pfistrojich.

Sebrany pyl (jednotlivé vzorky) se oddélené¢ dosousi na topnych deskach 72
hodin pfi teploté 32°C. Poté se vycisti a (s vlhkosti 6%) rozdéli na dvé poloviny. Jedna
Z polovin bude pouzita na rozbory chemické; druha na rozbory alergologické.

Soubézné bude zméfena velikost pylovych zrn zjednotlivych variant a
opakovani na rastrovém mikroskopu. Z kazdé parcelky bude méteno vzdy 5 zrn.

Takto upraveny pyl Ize se zarukou skladovat min. 1,5 roku (avSak v praxi i vice
nez 2 roky) v hermeticky uzavienych obalech (specialnich vialkach), ulozenych ve tmé
a za dané teploty (- 18°C).

Sbér a upravu pylu z pokusu provede firma BONAPOL a.s. (pod pfimym

dohledem majitele patentu, jehoz technologie a znalosti pouZivd firma na zakladé

mandatu).
4.6 CHEMICKE ANALYZY
4.6.1 EXTRAKCE FENOLICKYCH LATEK

Z UPRAVENEHO PYLU

Extrakce 1.  Hexanem:
1. pyl je nejprve extrahovan hexanem - zbaven nepoléarnich latek, 0,2 g

pylu + 3 ml hexanu, extrakce 30 min

2. hexanova frakce se odstrani a sediment se vysusi

Extrakce 2. Sediment je dale nasledné extrahovan pomoci 70% MeOH:
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1. sediment + 2 ml 70% MeOH, 30 min, lab. teplota, intenzivni

protiepavani
2. centrifugace pfi 3 500 otackach /min, 10 min
3. odebrani supernatantu; sediment je jes$té¢ jednou extrahovan 1 ml 70%

MeOH, 15 min, lab. teplota, intenzivni protfepavani

4. po druhé centrifugaci se oba supernatanty spoji, je zjiStén presny objem a

extrakty se uchovavaji pii teploté -18°C (pro nésledné analyzy)

4.6.2 HPLC ANALYZA

Analyzy byly provedeny pomoci kapalinové chromatografie na HPLC systému
Hewlett Packard model 1050, s detektorem diodového pole Agilent model G1315B, s
pouzitim kolony Luna Phenomenex C18 (2) (150 mm x 2 mm, 3 um). Objem smycky
byl 5 pl.

Mobilni faze: voda + acetonitril + kyselina o-fosfore¢na

Mobilni faze A: 5% acetonitril + 0,1% kyselina o-fosfore¢na

Mobilni faze B: 80% acetonitril + 0,1% kyselina o-fosfore¢na

Gradient: 0% - 45% mobilni faze B v 55 min., 45% - 100% B 10 min.;

s prutokovou rychlosti 0,25 ml/min., pii teploté 25°C.

Fenolické slouCeniny byly detekovany pii 220 nm a koncentrace vybranych

latek byla vypoctena z kalibra¢nich kiivek.

4.6.3 LC - MS ANALYZA

Analyzy byly provedeny na LC-MS LCQ Accela Fleet (Thermo Fisher
Scientific), ktery je vybaven APCI (zdrojem chemické ionizace pii atmosférickém
tlaku) a s pouzitim detektoru s diodovym polem a kolony Hypersil Gold (2,1 x 50 mm,
1,9 um).
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Mobilni faze: voda + acetonitril + kyselina mravenci
Mobilni faze A: 5% acetonitril + 0,1% kyselina mravenci
Mobilni faze B: 80% acetonitril + 0,1% kyselina mravenci

Gradient se zvysil z 0% B na 45% B béhem 10 minut, pritok byl 0,400 ml / min.

4.7 ALERGOLOGICKE ROZBORY

4.7.1 EXTRAKCE ALERGENU

Ze vsech dodanych vzorkll pyli byly provedeny 10% extrakty v extrakéni
tekutin¢ ET IIIF (bikarbonatovy pufr s pfidavkem fenolu, pH 7,8 — 8,4). Extrakce
probihala 24 hodin v lednici pii teploté¢ +2 az +8°C. Po této dobé byly extrakty
podrobeny filtraci. Nejdiive prefiltr Millipore pro odstranéni pylovych ¢astic a poté
mikrofiltr o porozité¢ 1,2 a nakonec 0,45 um. Vysledkem je ciry roztok. Takto
ptipravené roztoky byly pouzity jak pro zjisténi biologické aktivity - ELISA, tak pro
SDS-elfo.

4.7.2 ELISA TEST

Principem metody inhibi¢niho titracniho ELISA testu je vazba specifického
IgE preinkubovaného se zkoumanym alergenem, na alergen pevné vdzany na
podklad. Koncentrace specifického IgE, (nevysyceného zkoumanym alergenem) je
detekovdna pomoci znaceného anti-IgE. Jeho koncentrace je nepfimo umérna
koncentraci zkoumaného alergenu.

Test se provadi na mikrotitratnich 96-jamkovych (s plochym dnem)
polystyrenovych destickach. Pro inkubaci fedénych fad vzorka se sérem se uzivaji

zkumavky Eppendorf.
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POUZITE ROZTOKY A CHEMIKALIE:

VAZEBNY ROZTOK (déle VR):

1,59 g NapCO3 2,93 g NaHCO3 0,20 g NaN3 g rozpusti v destilované vod¢ a
doplni na 1000 ml. PH =9,6. Roztok se skladuje v lednici pii teploté +2 az

+8°C. Redi se pred pouzitim na 1/10.
PROMYVACI ROZTOK (dale PR):
9,0 g NaCl, 0,5 ml Tween 20 se rozpusti v 1000 ml destilované vody. pH = 7,4

Roztok se skladuje v lednici pii +2 az +8°C (trvanlivost 2 roky). Redi se pred

pouzitim na 1/20.
REDICI ROZTOK I (dale RR I):

8,0 g NaCl, 0,29 KHpPO4 2,9 g NagHPOy4 . 12 H70, 0,2 g KCl, 10,0 g BSA

(hovézi sérovy albumin), 0,1 g Merthiolat, 0,5 ml Tween 20 se rozpusti v

1000 ml destilované vody.
Roztok se skladuje v lednici pfi teploté +2 az +8°C.
REDICI ROZTOK II (dale RR II):

8,0 g NaCl, 0,29 KHpPO4 2,9 g NagHPOy4 .12 H70, 0,2 g KCl, 10,0 g BSA

(hovézi sérovy albumin), 0,1 g Merthiolat se rozpusti v 1000 ml destilované
vody.
Roztok se skladuje v lednici pfi teploté +2 az +8°C.

ZASTAVOVACI ROZTOK (dale ZR) - 1 M HpSOy:
55,5 ml 96% H2SOy4 (p.a. Cistoty), 944,5 ml destilované vody

Roztok je mozno skladovat pii pokojové teploté v dobte uzaviené lahvi.

TMB-COMPLETE - chromogenni  substratovy roztok obsahuje 3355-
tetramethylbenzidin a peroxid vodiku

SWAHU/IgE Px  (prase¢i imunoglobulin proti lidskému IgE znaceny
peroxidazou)
- Standardni  lyofilizovand smeés pfisluSnych alergenii pro koutovani

desticek (dale ,Koutovaci smés,,
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- Lyofilizovany standard pylovych alergenti (Festuca sp.)

- IgE-hyperimunni (proti zkouSenym druhtim alergenii - smés trav) lidské sérum,

ziskané od vhodnych darct.

2. POSTUP:

2.1. Potahovani jamek
Lyofilizovana smés pro potahovani jamek se rozpusti (pfimo v lahvicce) ve VR
na pfisluSnou koncentraci (500 PNU). Do jamek B - B11 ..... G1 - G11 mikrotitra¢ni
desticky se napipetuje po 100 pl vySe uvedené nafedéné smési pro potahovani jamek.
Poté se desticka piikryje vickem a umisti na 24 hodin do lednice pii teploté
+2°C az +8°C.

2.2.  Zablokovani (,,vysycovani®) volnych vazebnych mist
Po této dobé se obsah jamek odsaje a do vSech jamek se napipetuje po
300 pl RRII a desticka se piikryje vickem. Vysycovani desti¢ky probih4 pfi pokojové
teploté 24 hodin.

2.3. Priprava koncentracnich rad
Zaroven se piipravi dvé titra¢ni fady (standard resp. testované vzorky):
a)  pro kazdou fadu se piipravi 11 zkumavek Eppendorf

b)  do kazdé zkumavky se napipetuje 400 pl RR I,
¢) lyofilizovany standard Festuca sp. se rozpusti v RR II na koncentraci 40 PNU.
d) na stejnou hodnotu PNU se pomoci RR II nafedi i vzorky - extrakty pylu*.

*(Vzhledem k nemoznosti stanoveni PNU - malé mnozstvi pylu, byly pfipraveny 10% extrakty  standardnim postupem a

odhadnuto PNU (z dlouhodobé zkusenosti na 30000 PNU)).

e) z takto nafedénych vychozich vzorkt se odebere po 400 pul a toto mnozstvi se
pfenese do prvni zkumavky piislusné titraéni fady, dale se postupuje u
koncentracni fady pro standard i pro zkousené vzorky stejné:

f)  obsah zkumavky se dukladn¢ promicha a 400 ul roztoku se pifenese do druhé

zkumavky prislusné titracni rady
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9)

h)

obsah €. 2 se opét ditkkladn¢ promichd a 400 ul se ptenese do tieti zkumavky
pfislusné titracni fady

takto se pokracuje az do desaté¢ zkumavky ptislusné fady. 400 ul z ni debranych
se odstrani - tak vznikne koncentra¢ni fada, kde koncentrace alergenu klesa

geometricky se zakladem 2. Obsah jedenacté zkumavky simuluje nekonecné

nafedéni alergenu.

do vSech zkumavek se napipetuje po 100 ul hyperimunniho séra, obsah
zkumavek se promicha opatrnym protiepanim a necha se inkubovat pii

pokojové teploté 18 hodin

2.4. Inkubace s koncentra¢nimi radami

Jamky desticky se diikladné odsaji a 2x promyji 300 pl natedéného PR.

a)

b)

c)

Do jamek Ap - Dy (n = 1....11) se napipetuje po 100 pl titraéni smési standardu

(nebo vzorku 1) ze  zkumavkyn.

Do jamek Ep, - Hy (n = 1....11) se napipetuje po 100 pl titraéni smési vzorku ze

zkumavky n.

Do jamek A12 - H12 se napipetuje po 100 ul RRII.

Desticka se zakryje vickem a necha inkubovat pii laboratorni teploté 2,5 hodiny.

2.5. Inkubace se znacenou protilatkou

Jamky se diikladné odsaji a 3x promyji 200 pl nafedéného PR. Do kazdé z

jamek desti¢ky se napipetuje 100 pl roztoku SWAHuW/IEE Px natedéného pomoci RRI

(obvyklé¢ fedéni je 250x). Desticka se zakryje vickem a necha se inkubovat pii pokojové

teploté 2 hodiny.

2.6. Reakce peroxidazy se substratem (TMB)

Dukladné odsaté jamky se promyji 5x 300 pl nafedénym PR. Chromogenni

substratovy roztok (TMB-Complete) se napipetuje do vSech jamek po 100 ul. Desticka

se zakryje vickem a umisti do temna pii pokojové teploté na dobu cca 20 minut.
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2.7. Ukonceni reakce a proméreni intenzity zabarveni

Poté se reakce ukonc¢i napipetovanim 100 ul ZR do kazdé jamky. Intenzita
vzniklého zabarveni (barva se zméni z modré na Zlutou) se promé&ii na readeru pfi
vlnové délce 450 nm. Pracovni nula (blank) se nastavi na nékterou jamku s negativni

kontrolou.

3. VYHODNOCENI TESTU A POSOUZENI KVALITY EXTRAKTU
3.1. Vyznam a hodnoty jednotlivych skupin jamek:

Jednotlivé jamky mikrotitra¢ni desticky maji pro vyhodnocovani nésledujici vyznam:
A12 - Hp2  Negativni kontrola.

Je kontrolou, zda v priitb¢hu testu nedoslo k hrubé technické chybé. Néktera z jamek je

vzdy vybirana, jako referen¢ni bod pfi proméfovani na readeru.

A1 -A11 . Pozitivni kontrola pro uZity standard.

Je kontrolou, zda nedochézi ve vétsi mife k nespecifické sorpci alergenového standardu

¢i IgE na vysyceny povrch jamky.

Hp - H11 . Pozitivni kontrola pro testovany vzorek.

Plati pro ni to samé, jako pro standard.

B1 - D1...B11 - D11 Koncentra¢ni fada pro standard (resp. vzorek 1).

Bn - Dp je triplet pro stanoveni pii dané koncentraci.

E1-G1..E11 - G11 Koncentracni fada pro vzorek 2.

Ep - Gy Je triplet pro stanoveni pti dané koncentraci.

B11-D11. E11-Gjp1 Tyto jamky simuluji nekonecné tedéni standardu

resp. testovaného vzorku.
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D - Negativni kontrola
. - Pozitivni kontrola

. - Standard (nebo vzorek 1)

. - Vzorek 2
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Biologicka aktivita (BA) alergenového standardu v jednotlivych zkumavkach titracni

fady, vyjadiend v Jednotkach Standardni Kvality (dale JSK) je nasledujici:

BAp = K * k * 2(1-n)
[1]
Kde:
N .... poradi zkumavky v titracni fadé
Kk .... koncentrace proteinového dusiku (PNU) alergenového standardu v 1.
zkumavce resp. jamce =20 PNU
K ... pomér mezi biologickou aktivitou (JSK) a koncentraci proteinového dusiku
(PNU) pro dany standard. Tato hodnota je ziskana z vysledki koznich testl na
skuping alergickych pacientii a je vyjadiena dle definice takto: 1000 JSK je
takova biologicka aktivita, ktera v prick testu na sérii alergickych pacientit
vyvolda v priméru velikost pupenu 55 mm. Tato aktivita odpovida jisté,

obecné pro kazdy standard jiné koncentraci Cggp v PNU.

Tento vztah je formalné vyjadien jako:

1000 JSK ~ Cssn PNU  (,,odpovida")
[2]

(Toto hodnoceni nebylo u ziskanych vzorkd pyli moZzno provést z diivodii malého

mnozstvi vzorki)

3.2. Vyhodnoceni koncentraéni zavislosti aktivity

Pro kazdy triplet (B - Dy resp. Ep - Gp, kde n=1...11) se vypocte primérna
hodnota absorbance: (Agn+ Acn+Apn)/3 resp. (Agn+ Apn+ Agp)/3. Tyto
primérné hodnoty se ozna¢i Agp (pro standard) resp. AT (pro testovany vzorek) a
pouziji se pro vypocet optimalni kiivky (sigmoidy) témito body prolozené. Kiivka
vyjadiuje zavislost absorbance na potadovém cisle jamky. Pro dals$i vyhodnoceni se

postupuje, jak naznaceno dale.
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3.2.1. Vypocet parametriu krivky zavislosti a inflexniho bodu
Grafem sledované zdvislosti (absorbance na pofadovém c¢isle jamky) v daném

uspotadani je sinoida vyjadiena rovnici:

Y =c+(d-c)/(1+exp(-2* (o + B * X))
[3]

Tato kiivka se zkonstruuje tak, aby nejlépe korespondovala s experimentalnimi body.

Tak se ziskaji parametry (c, d, o, B) pro dosazeni do analytického vyjadieni kiivky

[3].

Hodnotu absorbance v inflexnim bod¢ sigmoidy Y5 lze vyjadfit vztahem:

Y50 = (c+d)/2
[4]

Dosazenim do rovnice [3] a Gpravou se ziska vyraz pro polohu inflexniho bodu na ose
X:

X50 = -0/f
[5]

Pokud bychom znali koncentraci PNU zkouSenych vzorkii, mohli bychom
porovnanim polohy inflexnich bodi pro standard a vzorek vypocist hodnotu biologické
aktivity zkouseného vzorku. Cim vice se posunuje inflexni bod vzorku vii¢i témuz bodu
standardu nalevo (k niz§im ¢islim jamek), tim je biologicka aktivita vzorku nizs§i nez
biologicka aktivita standardu a naopak. Tim, ze nezndme PNU vzorkl (viz vyse),
muzeme pouze odhadovat vzajemnou biologickou aktivitu z polohy inflexnich bodi
vzorkii mezi sebou (za predpokladu standardni extrakce).

Z ¢iselnych dat v tabulce se pro jednotlivé vzorky sestroji sigmoida a z

parametrii vypocita poloha inflexniho bodu.
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4.7.3 SDS-ELFO

1. Piiprava polyakrylamidového gelu:

1.1.  Roztoky na pripravu gelu:

Délici pufr :
56,93 g Tris se rozpusti v cca 200 ml redestilované vody. pH se 1,88 M Tris / HCI, pH

8,8 upravi koncentrovanou HCI na 8,8. Roztok se doplni v odmérné barice do 250 ml

redestilovanou vodou.

Zaostrovaci pufr:

18,93 g Tris se rozpusti v cca 200 ml redestilované vody. pH se 0,625 M Tris / HCI,
pH 6,8  upravi koncentrovanou HCI na 6,8. Roztok se doplni v odmérné baiice na
250 ml redestilovanou vodou.

Oba roztoky se uchovavaji v lednici pfi +2°C az +8°C po dobu max. 4 mésic.

30% Akrylamid :

29,2 g Akrylamidu a 0,8 g Bis se rozpusti v redestilovan¢ vodé¢ do objemu 100 ml na

magnetickém michadle. Rozpustény a odméteny roztok se pak zfiltruje ptes obycejnou
obvazovou vatu.
Roztok se uchovava v lednici pfi +2°C a7z +8°C po dobu max. 4 mésich. Pri

vyvlockovani je nutné ptipravit novy.

0,5% SDS:

0,05 g SDS se navazi tésn¢ pied piipravou gelu a rozpusti se v 10 ml redestilované
vody.

Roztok se nepfipravuje do zasoby. Nerozpustény SDS nesmi navlhnout.

10% Amonium persulfat:

1 g Amonium persulfatu se rozpusti v 10 ml redestilovanévody tésné pied nalévanim
gelu

Roztok je nutné pouzivat vzdy Cerstvy.
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TEMED: Pouziva se koncentrovany.

1.2. Smés pro pripravu gelu:

Délici gel (16% Akrylamid)

30% Akrylamid ... 10,0ml
Délicipufr.......coovviviiiiiiiin 3,75 ml
0,5% SDS..eiii 3,75 ml
Redestilovanavoda....................ooe.l. 0,9 ml
TEMED.....cooiiiiiiiiiiiii 16,0 ul
10% Amonium persulfat ................ ... 90,0 ul

Smés se pripravi tésné pred nalitim.

Zaosttovaci gel (5% Akrylamid)

30% Akrylamid ... 2,00 ml
Zaostfovaci puft.............oooeiinl. 2,40 ml
0,5% SDS ..o 2,40 ml
Redest. voda .........ccoooiiiiiiiiiii, 5,20 ml
TEMED ..o, 12,0 pl
10% Amonium persulfat..................... 60,0 pl

Sm¢és se piipravi tésné pred nalitim.

1.3 Nalévani smési do formy:

Mezi skla se vlozi silikonové tésnéni a skla se stahnou klipsnami. Fixem se na

sklo ozna¢i rozhrani déliciho a zaostfovaciho gelu (1/4 celkové vysky gelu - 37 mm

od horniho okraje skla). Skla se postavi do svislé polohy a vyrovnaji podle

vodovéahy. Smés pro délici gel se ihned nalije mezi skla do do vyznacené vysky. Nalita

smés se opatrné pievrstvi izopropylalkoholem sycenym vodou. Smés polymeruje asi 1

hod. Po ztuhnuti gelu se vylije izopropylalkohol, povrch gelu se oplachne destilovanou

vodou. Nalije se smés na zaostfovaci gel a ihned se nasadi forma pro aplikacni jamky.

Po ztuhnuti se gel ihned pouzije na elektroforézu nebo se mize uchovat do dalsiho

pouziti v lednici v uzavieném igelitovém sacku ve vlhku max. tyden.
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2. Piiprava vzorkii:

2.1.  Vzorkovy pufr neredukujici:

Zaostiovaci pufr pH 6,8................ooooiiial. 12,5 ml
SIS 1.0g
Glycerol ....c.ooviiiiiiii 25,0 ml

Bromfenolova modf (1% roztok v metanolu).... 0,5 ml

Pufr se uchovava v lednici pfi teploté +2°C az +8°C max. 6 mésici.
2.2.  Zpracovani vzorkii:
Lyofilizovany standard se rozpusti v 0,67 ml redestilované vody (koncentrace 30000
PNU) a doplni se stejnym objemem vzorkového neredukujicim pufru (vysledna
koncentrace 15000 PNU).
Vzorky extraktl se nafedi redestilovanou vodou na 30000 PNU (zde nefedéno -
piedpoklad 30000 PNU). K 0,2ml takto upravenym vzorkim se piida 0,2 ml
vzorkového pufru. (PNU - jednotka proteinového dusiku - 1 PNU = 10° mg/ml).
Vsechny takto pfipravené vzorky (standardu i extraktll) se v eppendorfkach povafi
5 min. na vodni lazni. Takto denaturované vzorky se mohou uchovévat v lednici pii
teploté +2°C az +8°C po dobu max. 14 dng.

Standardy molekulovych vah se upravi podle navodu vyrobce.

3. Elektroforéza:
3.1. Elektrodovy pufr:

Zasobni pufr Tris-glycinovy pH 8.3 - 8.6 10x koncentrovany

Rozpusti se v redestilované vod¢ a doplni v odmérné 500 ml batice po znacku.

Zasobni pufr se uchovava v chladnicce pfi + 2°C az +8°C po dobu max. 6 mé&sicii.
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Pracovni roztok
0,050 M Tris
0,384 M Glycin
1% SDS

Ptipravi pfed pouzitim ze zasobniho 10x koncentrovaného pufru. K 50 ml zésobniho
pufru se v odmérném 500 ml valci ptida 0,5 g SDS a doplni se redestilovanou vodou po

znacku.

3.2.  Pribéh elektroforézy:

Se zatizenim pro PAGE se pracuje dle ptislusného navodu vyrobce.

Do spodni elektrodové nadobky se nalije elektrodovy pufr a desky se upnou svorkami k
elektroforetické van¢ tak, aby pod gelem nebyly vzduchové bubliny. Z aplikac¢nich
jamek se knoty z filtraéniho papiru vysaje ptipadny zbytek vody. Nalije se elektrodovy
pufr do horni nddobky a pod hladinu pufru se na dno jednotlivych jamek aplikuji
Hamiltonovou mikrostfikackou vzorky (15 pl). Do jamky na kraji gelu se da standard

molekulovych vah v objemu 10 pl.

Zatizeni se uzavte, pfipoji se vodni chlazeni a zdroj proudu. Nastavi se konstantni proud
20 mA. KdyZ dojde ¢ara bromfenolové modii na rozhrani zaostfovaciho a déliciho gelu,
zvysi se hodnota konstantniho el. proudu na 40 mA. Po skonceni elektroforézy (tj. pote,
co Cara bromfenolové modii opusti délici gel) se vypne proud a chlazeni, vyjmou se
skla s gelem, opatrné se oddéli, zaostfovaci gel se odfizne a délici gel se sejme do

Petriho misky. Dale se gel fixuje a barvi.

3.3 Fixace gelu:

1. Fixaéni roztok:
Kyselina sulfosalycilova 173 ¢
Kyselina trichloroctova 57,59

Rozpusti se v redestilované vodé do objemu 500 ml. Roztok se uchovava pti laboratorni

teploté po dobu max. 6 mésici.
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2. Fixace:

Fixace rozdélenych bilkovin se provadi po elektroforéze pred barvenim gelu. Zony
zlustanou ostré, protoze se bilkoviny pii barveni nevymyvaji a gel je Iépe Citelny. Gel se
inkubuje ve fixaénim roztoku cca 90 min. pfi laboratorni teploté, pak se pienese do

barviciho roztoku.

3.4  Barveni gelu:

1. Barvici roztok:
Coomassie Brillant Blue R 250 2,040
Coomassie Brillant Blue G 250 05¢g
Etanol 425 ml
Kyselina octova 100 ml
Redestilovana voda 425 ml

Barviva se rozpoustéji v etanolu a mensim mnoZstvi vody cca 1 hod. na magnetické
michacce. Po rozpusténi se doplni zbytek vody s Kkyselinou octovou a roztok se
prefiltruje pies obycejnou obvazovou vatu do tmavé lahve nebo do lahve obalené
alobalem. Barva se uchovava v lednici pti 4°C pro opakované pouziti max. 1 rok.

(Podle cetnosti pouzivani).

2. Barveni proteini:

Elektroforeogramy se barvi v Petriho misce cca 17 hod.

3.5  Odbarvovani pozadi gelu:

1. Odbarvovaci roztok:
Ethanol 450 ml
Kyselina octova 100 ml
Redestilovana voda 450 ml

Roztok se pfipravi v odmérné barce na 1000 ml.

7% kyselina octova
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Kyselina octova 35ml

Redestilovana voda do 500 ml v odmérné baiice
3. Odbarvovani:
Odbarvovani gelu se provadi nejlépe na vykyvné tfepacce. Odbarvovaci roztok podle
potieby nékolikrat vymeéni. Obarveny roztok se vycisti od barviv pielitim ptes aktivni
uhli a takto je mozné jej pouZzivat opakovang. Pro kone¢né odbarveni se pouzije 7%
kyselina octova, ve které je mozné ponechat gel do druhého dne. Barveni
a odbarvovani téhoz gelu je mozné opakovat.

3.6  SuSeni gelu:

1. SusSici roztok:

Metanol 150 ml
Glycerol 100 ml
Redestilovana voda 250 ml

Pfipravi se v odmérné barice na 500 ml. Roztok se uchovava pii laboratorni teploté

po dobu max. 6 mésici.

2. SuSeni a dokumentovani gelu:

Gel se ekvilibruje v susicim roztoku 15 - 20 minut spoleéné se dvéma obdélnikovymi
ptitezy celofanu velikosti susiciho rdmecku s presahem. Gel se pak vloZi mezi tyto dva
celofanové obdélniky tak, aby nebyly mezi vrstvami pokud mozno vzduchové bubliny,
vSe se upne do ramecku a gel se nechd bud’ minimalné jeden den volné susit pii
laboratorni teploté nebo susi v dryeru. Ususeny gel se oskenuje vhodnym skenerem.

3.7 Hodnoceni:

Pro zhodnoceni se provede porovnani elektroforeogramti extraktu vzorku a

standardu.
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Vzorek vyhovuje, jestlize se profily oznacenych skupin proteini obou

elektroforeogramit nelisi v poctu a rozmisténi zon.

Vzorek nevyhovuje, pokud je na elektroforeogramu zkouseného vzorku téchto zon vice

nebo se lisi od elektroforeogramu standardu. Pokud néktera zéna chybi napft. alergen je
ptitomen v extraktu v malém mnozstvi a na elektroforeogramu se neobarvil. Pokud je na

imunoprintu struktura zon jina nez u ptislusného standardu, vzorek nevyhovuje.

Dulezité hodnoty mw jsou cca 17 kDa, cca 30 kDa a cca 70 kDa.

4.8 STATISTIKA

Pro statistické vyhodnoceni chemickych rozborti byl pouzit voln¢ dostupny
statisticky software R (The R project for Statistical Computing). Zkoumanych 8 slozek
(latek pylu) jsou navzajem korelované ndhodné veli¢iny; proto byl pouzit statisticky test
MANOVA (Multivariate analysis of variances); jedna se o vicerozmérou verzi
ANOVA. Pouzivd se v porovnani stiednich hodnot néhodnych vektort

(vicerozmérnych ndhodnych velicin).
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5  VYSLEDKY

5.1 AGROCHEMICKE ANALYZY PUDY

Pted zahajenim pokusu byly odebrany smésné homogenizované vzorky pudy
Z pokusného stanovisté; rozdéleny na dvé casti — pro zakladni rozbory pudy a dalsi

analyzy; datum odbéru 2.4.2009.

5.1.1 ZAKLADNI ANALYZY

Vzorky byly ihned pievezeny do akreditované laboratore AGRO — LA, spol.
sr.0. J. Hradec. Zde byly vyhodnoceny (dle Mehlich III); viz Protokoly o zkousce -

ptilohy.

Ukazatel Hodnota Jednotka Pouzita metoda
N —NH; (neinkubovany) | 4,90 mg/kg SOP 76
N —NO;3 (neinkubovany) | 19,40 mg/kg SOP 77
N — NH; (inkubovany) 7,00 mg/kg SOP 76
N—NO; (inkubovany) | 21,3 mg/kg SOP 77
P 154,00 mg/kg SOP 43
K 407,00 mg/kg SOP 42
Mg 125,00 mg/kg SOP 42
Ca 1385,00 mg/kg SOP 42
pH (CaCly) 5,15 mg/kg SOP 44
5.1.2 DOPLNKOVE ANALYZY

Vzorky byly ihned pievezeny do laboratoie ZF JCU, Katedra aplikovanych

biotechnologii; zde byly vyhodnoceny viz niZe.

Ptdni druh:
hlinitopis¢ita — hodnoceno dle Novaka (tj. 20% castic 1. kategorie; prumér Castic
< 0,01 mm)
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RKYV (reten¢ni vodni kapacita):

RKV:

Mineralizovatelny dusik:

200 g pady + 250 ml vody
RKV =250 -116 = 134

Ptiprava ptidy na stanoveni dusi¢nanového a amonného dusiku viz metodika kap. 4.2.5:

smés 50 g pudy a 50 g pisku, navlhcend 33.5 ml vody, pocatek inkubace 4.1.2010 v
10,00 hodin.

Nmin (mineralni) = N-NO3 + N-NH; (neinkubovanych vzork)

Nminer — NO3 = N-NOj3 inkub. vzorku pfepocteny na susSinu - N-NOj3 neinkub.vzorku

Npmin (mineralni)

I\Iminer - NO3

(4,90 + 19,40)
(21,30 — 19,40)

Nminer —NHs = (7,00 — 4,90)

Nminer (mineralizovatelny) = 1,90 + 2,10

pH: v KCI5,23

26,40 mg/kg
1,90 mg/kg
2,10 mg/kg
4,00 mg/kg

Frakcionalizace humusovych litek a stanoveni Cpys — viz metodika kap. €. 4.2.2,

4.2.3:

%  prumér%)| % stan. pramér prumér| % |pramér priumér
celk.Cox|  Cox Cur  |% Chi % Crk| % Cek | Chk | %0 Chik | % Chws | % Chws
1,47 1,46 0,71 0,72 | 041 042 |0,38| 0,38 | 0,067 | 0,067

1,46 0,74 0,43 0,40 0,067

1,44 0,73 0,42 0,38 0,067

1,49 0,067
% % C

celkf)Cox (H;)(+|;|IL() % Crk | % Chk | % Chuws | HK/IFK | Sh |100* Chys/Cox
1,46 0,80 0,42 0,38 0,067 0,91 55,0 4,6

(Sh — stupeni sorpéniho nasyceni)
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Sorp¢ni kapacita — viz metodika kap. ¢. 4.2.1:

Sorpéni kapacita ’
2500
0
7
._§
1500
500
-500
¢as (min)
vzio[1] 2|34 |56 |7 ][8]9]10]11]12]13]14]15
1 17 7 15 23 43 96 | 200 | 386 | 590 | 845 | 1100|1380 | 1627 | 1923|2170 | 2430

94




T=s.n.f.100/N (mval 100 * g™

T = maximalni sorpéni kapacita

s = spotieba roztoku Ba(OH); v bod¢ ekvivalence 6 ml
f = maximalni sorp¢ni kapacita

n = normalita Ba(OH), =0.2 N

N = navazka pudy v g

Vzorek S T
1 6,0 14,6

Sorpéni kapacita pudy je stiedni, tj. v rozmezi 13 - 24 mval/100 g pidy.

Cpm — viz metodika kap. €. 4.2.4:

alikvot | A (565 konc.
(ml) nm) mM

0,6 0,3345 | 0,1953

1 0,5017 | 0,3254

1,4 0,6563 | 0,4556

1,8 0,805 0,5858

2 0,905 0,6509

kalibr. graf y =0,8127x - 0,0779
R2=0,9989
0,80
0,60 -
=
€ 0,40 1
o
S 0,20 T
i3
0,00 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
absorbance
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slepy pokus po 1 hodiné

vzorek po 1 hodiné

konc.
absorbance O (mM) absorbance O konc. (mM)

0,895 0,843

0,889 0,892| 0,647 0,840 0,839 0,604

0,891 0,835

0,900 0,834

0,905 0,903| 0,656 0,838 0,836 0,602
1 0,904 0,836

0,894 0,837

0,895 0,895| 0,649 0,838 0,836 0,602

0,895 0,834

0,890

0,896 0,894| 0,648 O

0,895
%) 0,650

(mM KMnO, ve sl. pok. - mM KMnQO, ve vzorku) * 50 * 25 * 9

Cem (mg. g™) = 1000 * hmotnost vzorku v gramech

po 1l mM Cem
hod.| m(g) |mMslp.| vzorku | mg.g*
0,2315 0,604 2,2
1 | 0,2141 0,65 0,602 2,5
0,2186 0,602 2,5
| o 2,4
slepy pokus po 24 hodinach vzorek po 24 hodinach
konc.
absorbance O (mM) absorbance @ | konc. (mM)
0,91 0,796
0,903 0,908| 0,660 0,785 0,792 0,566
0,91 0,795
0,910 0,792
0,912 0,910| 0,662 0,802 0,795 0,568
1 0,909 0,792
0,887 0,810
0,886 0,888 0,644 0,806 0,808 0,579
0,891 0,808
0,892
0,880 0,884 0,641
0,881
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po 24 mM Crm
hod. m(g) |mMslp.| vzorku | mg.g*
0,2272 0,566 4,3
1 0,224 0,652 0,568 4,2
0,1957 0,579 4,2
0 4,2
Cemmg. g~ Cemmg. g~
(po 1 hod.) (po 24 hod.)
1 2,4 4,2
5.2 AGROTECHNIKA, HNOJENI POROSTU

Ptedplodinou byl jeCmen jarni (2008). Po sklizni byla provedena podmitka
radlickovym podmitaem a na podzim zimni orba a zdsobni hnojeni (NPK). V roce
zasevu (111/2009) byl pozemek pfipraven rotacnimi branami AMAZONE.

Zasev (4.4.2009) se provadel maloparcelnim secim strojem ,,0jord* a nasledné
byl pozemek uvalen ,,Cambridge* valci. JelikoZ byl pokus vyset v Cistosevu (vysevek:
15kg . ha™ — ¢&istosev; bez kryci plodiny), tak v roce zasevu (2009) byla provedena 3 x
odplevelovaci se¢ maloparcelnim sklize¢em zelené hmoty MPZ 115 (I. se€ - 15.7.2009;
II. se¢ 10.8.2009; III. se¢ zlom IX/X 2009).

Hnojeni porostu bylo provedeno v souladu se zvolenou metodikou viz kap. €.

4.3; v obou variantach B a C bylo pouzito primyslové hnojivo firmy Linzer :

LAV: Linzer LAT NAC 27 (27% N)
NPK: Linzer LAT COMPLEX 12/12/17 (12% N, 12% P, 17% K).
Aplikace:

Varianta A) — nulova, kontrolni - porost nebyl viibec hnojen po celou dobu pokusu

(ani P, K).
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Varianta B): niZz8i uroven vyZzivy (polovi¢ni davka hnojeni N) - aplikace (celkem v
kazdém roce) 70 kg . ha * N, 40 kg . ha* P, 60 kg . ha * K; na jafe 110 kg
.ha™ LAV (29.3.2010, 27.3.2011, 31.3.2012) a 350 kg . ha™* NPK po
semenarské seci (10.9.2010, 30.8.2011, 5.9.2012).

Varianta C): vysS8i uroven vyzivy (plna davka hnojeni N = 2x B) — aplikace (celkem v
kazdém roce) 140 kg . ha* N, 40 kg . ha* P, 60 kg . ha* K; na jafe 220
kg . ha' LAV (29.3.2010, 27.3.2011, 31.3.2012) a 350 kg . ha * NPK +
150 kg . ha* LAV po semenaiské se&i (10.9.2010, 30.8.2011, 5.9.2012).

Sklizen semene byla provadéna maloparcelnim kombajnem OSEVAN

(14.7.2010, 16.7.2011, 13.7.2012).

5.3 STANOVENI OBSAHU DUSIKU A OSTATNICH ZIVIN
V NADZEMNICH CASTECH ROSTLIN

Kulminace obsahu N v nadzemnich ¢astech rostliny (kostfavy cervené) byva
obvykle v 1. tydnu kvétna. Proto byl v prvnim a druhém roce pokusu odebran soubor
vzorkll nadzemni hmoty — primérny vzorek z kazd¢ varianty A, B, C. (Rostliny byly
nastiithany ntizkami cca 3 cm nad zemi, homogenizovany dle variant). Vzorky byly
ulozeny do papirovych sackt a byly ihned (do 1 hodiny pfevezeny v termoboxu) do
akreditované laboratore AGRO — LA, spol. sr.o. J. Hradec. Zde byly analyzovany; viz
Protokoly o zkousce - pftilohy.

1. rok — odbér 4.5.2010

Varianta Susina % N % Pouzitd metoda
A — bez hnojeni 18,50 2,03 SOP 55
B — !4 davka 16,30 3,19 SOP 55
C — plna davka 16,10 3,60 SOP 55
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2. rok — odbér 4.5.2011

Ukazatel | Hodnota Jednotka Pouzitad metoda
Var. A Var. B Var. C %

N 2,39 2,50 2,55 % SOP 55
0,35 0,32 0,34 % SOP 43-1

K 3,01 3,04 3,09 % SOP 41

Ca 0,24 0,26 0,26 % SOP 41

Mg 0,20 0,04 0,04 % SOP 41

Sus$ina 24,00 23,20 23,20 % SOP 39-1

(* SOP — vysvétlivky — viz protokoly v ptilohach)

Vysledky po 2 roky ukazuji, ze se dusik dodany rostlinam v rizné davce promitl
i v jeho obsahu v rostliné (v obdobi
umérnou zavislosti (dle predpokladu). Tyto rozbory byly provedeny pro informaci, Ze

rostlina pfijala dodany dusik hnojiv do nadzemnich ¢&ésti); ve 3. roce pokusu se jiz

rozbor neprovadel.

5.4

Datum sbéru (vzdy 3. den kveteni porostu) dle metodiky kap. €. 4.4. Kazdy

SBER PYLU

- kdy dosahuje Vv rostliné maxima) a to piimo

vzorek byl uloZen v samostatném sterilnim sa€ku a uloZen do termoboxu.

1. rok — 2010:
10.6.2010, od 17,30 — do 19,00 hod., teplota 30 °C, atm. tlak 980 kPa, bezvétii

2. rok — 2011:

8.6.2011, od 17,20 — do 19,00 hod, teplota 27°C, atm. tlak 1010 kPa, mirny jizni vanek

3. rok — 2012:
11.6., 0od 17,45 — 19,30 hod., teplota 24°C, atm. tlak 970 kPa, bezvétii
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MnozZstvi sebraného (surového) pylu:

2010 2011 2012
1. rok 2. rok 3. rok
g g g

A2 1,185 1,023 0,856
Ad 1,112 1,113 0,965
A6 2,030 1,050 1,123
A8 1,300 1,960 1,596
Al10 1,710 0,969 0,896
Pramér A 7,337 6,115 5,436
B2 3,797 2,003 1,780
B4 2,702 2,596 2,230
B6 3,131 2,315 1,123
B8 3,526 3,230 2,360
B10 2,918 2,089 2,320
Prumér B 16,074 12,233 9,813
C2 3,112 2,656 2,132
C4 2,451 2,360 2,202
C6 2,532 1,989 2,563
C8 1,493 2,003 3,120
C10 3,134 3,010 1,965
Pramér C 12,722 12,018 11,982

Ve 3. roce pokusu se podafilo sebrat pouze malé mnoZstvi pylu z jednotlivych

parcelek (zejména v nehnojené varianté A).

5.5 UPRAVA PYLU

Sebrany pyl byl vzdy max. do 2 hodin pfevezen v termoboxu do laboratote
BONAPOL a.s.. Po vysuseni dle metodiky kap. ¢. 4.5 na topnych deskach (Obr. 7) byl
vyCistén viz mikroskopické analyzy (Tab. 15, 16, 17) a uskladnén ve specialnich

vialkach (Obr. 8).

100




1226 gl /8 115

Obr. 7 Suseni pylu na topnych deskach

Kazdy vzorek byl rozdélen na cca 2 poloviny (Cislovani — liché, sudé) a
uskladnén pfti teploté — 18°C. Liché vzorky byly ureny pro rozbory alergologické a
sudé pro rozbory chemické. Primérny ubytek hmotnosti pylu vzhledem k ptivodni
hmotnosti surového pylu po vyc¢isténi ¢inil cca 42%. Ziskali jsme oproti predpokladu
pomérné mala mnozstvi upraveného pylu pro oba typy rozbord. Ve tfetim roce (2012)
by po rozdéleni byly vzorky jiz velice malé a nedostatecné pro oba typy analyz (na
kazdy typ rozborti by klesla hmotnost jednotlivého vzorku v nékterych ptipadech jiz
pod 0,28 g — napf. u vzorkit A2, A4 a A10 viz Tab. 17).

Jelikoz byly vysledky z obou let 2010 a 2011 u obou typd rozborti velmi
podobné a nepiinesly nové poznatky, rozhodli jsme se tedy proto pouzit je sesypat a
pouzit pouze k alergologickym rozborim (coz byl piivodni a hlavni cil této prace) a

Vv rozborech chemickych jiz nepokracovat.
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vialkach

ny pyl ve

Obr. 8 a) Uprave
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Obr. 8 b) Upraveny pyl ve vialkach
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5.5.1 MIKROSKOPICKE ANALYZY

Pyl po vyc¢isténi obsahoval (Tab. 15, 16, 17):

v 1. roce — 2010:
93,9 — 94,7 % pylu kostravy cervené, 0,3 — 0,5 % pylu jinych rostlinnych druht
(pochazejicich z 95 % z borovice), 4,4 — 5,2 % anorganickych castic (pisek, prach), 0,4

— 0,6 % ostatnich pfimési (rostlinné a Zivoc¢isné zbytky), 0,0 — 0,1 % spor

Vv 2. roce — 2011:
93,1 — 94,2 % pylu kostravy cervené, 0,3 — 0,6 % pylu jinych rostlinnych druha
(pochazejicich z 95 % z borovice), 4,9 — 5,9 % anorganickych ¢astic (pisek, prach), 0,4

— 0,5 % ostatnich ptimési (rostlinné a zivocisné zbytky), v priméru vzdy 0,1 % spor

v 3. roce — 2012:
92,8 — 94,5 % pylu kosttfavy cervené, 0,5 — 0,6 % pylu jinych rostlinnych druht
(pochazejicich z 95 % z borovice), 4,4 — 6,4 % anorganickych ¢astic (pisek, prach), 0,3

— 0,4 % ostatnich pfimé&si (rostlinné a Zivoc¢isné zbytky, v priméru vzdy 0,1 % spor.

55.2 VELIKOST PYLOVEHO ZRNA

Velikost pylovych zrn byla zméfena na témzZe laboratornim pracovisti pomoci
rastrového mikroskopu. Z kazdého vzorku (parcelky) bylo zméteno 5 pylovych zrn
(Tab. 18). Vysledky jednotlivych variant ani vysledky jednotlivych ro¢nikt se témér
nelisily.

Primér:
rok 2010 (z variant A, B, C) — 35,18 um; velikost zrn 33,80 — 37,10 um
rok 2011 (z variant A, B,C) — 35,15 um; velikost zrn 34,80 — 37,10 pm

rok 2012 (z variant A, B,C) — 34,91 um; velikost zrn 34,10 — 37,10 pm

Celkovy pramér z let byl 2010, 2011, 2012 — 36,40 pum.
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Velikost pylovych zrn (pm)
¢&.vzorku | méreni 1. méreni 2.] méreni 3.] méreni 4.] méreni 5.]  pramér
1. rok - 2010
A2 36,10 36,60 36,80 36,80 36,90 36,64
A4 35,20 37,00 35,90 34,40 37,00 35,90
A6 36,80 36,90 36,90 35,30 36,80 36,54
A8 36,30 36,50 33,80 37,00 37,10 36,14
A10 35,80 36,90 37,00 36,90 36,70 36,66
prumér A 36,38
smérodatna dochylka 0,87
B2 36,60 36,20 37,10 36,90 36,50 36,66
B4 37,00 35,80 36,80 36,40 35,80 36,36
B6 36,50 36,90 34,90 36,20 37,00 36,30
B8 36,80 35,20 37,10 37,00 36,80 36,58
B10 34,90 36,30 37,00 36,80 36,90 36,38
prumér B 36,46
0,66
G2 37,10 37,10 36,20 35,90 36,80 36,62
C4 35,90 37,00 36,20 37,10 36,50 36,54
Cé 35,40 36,50 36,70 36,50 36,30 36,28
C8 35,60 37,00 35,40 36,20 37,10 36,26
C10 36,30 35,90 36,00 36,90 36,30 36,28
pramér C 36,43
smérodatna dochylka 0,54
2. rok - 2011
A2 36,20 36,20 35,00 36,20 37,00 36,12
A4 36,00 36,10 36,80 36,80 37,00 36,54
A6 35,40 36,90 35,70 36,40 37,10 36,30
A8 37,10 35,80 37,00 35,80 36,50 36,44
A10 37,00 36,10 36,80 37,00 36,90 36,76
prameér A 36,43
smérodatna dochylka 0,59
B2 35,50 36,50 36,80 36,90 35,90 36,32
B4 36,80 36,40 37,10 36,30 36,20 36,56
B6 36,20 37,00 36,50 36,10 37,00 36,56
B8 36,80 36,30 34,80 35,80 36,50 36,04
B10 35,90 37,00 35,50 37,00 36,90 36,46
prumér B 36,39
smérodatna dochylka 0,58
C2 35,90 36,80 36,30 36,90 36,80 36,54
C4 37,00 36,20 36,50 37,10 37,00 36,76
Cé 36,80 36,90 36,90 36,20 36,80 36,72
C8 36,00 37,00 36,10 37,10 36,50 36,54
C10 36,90 35,80 35,80 35,00 36,90 36,08
prumér C 36,53
smérodatna dochylka 0,61
3. rok - 2012
A2 36,20 36,20 36,90 37,00 36,50 36,56
A4 35,80 36,90 37,10 36,50 37,00 36,66
A6 37,10 36,80 36,50 34,50 36,50 36,28
A8 36,30 36,30 36,90 36,90 36,70 36,62
A10 35,40 35,80 36,20 35,80 36,30 35,90
ramér A 36,40
smérodatna dochylka 0,61
B2 34,30 36,20 35,10 36,90 37,00 35,90
B4 36,90 36,90 36,90 37,10 36,50 36,86
B6 35,60 34,20 36,80 37,00 36,90 36,10
B8 36,20 36,90 36,30 35,90 35,70 36,20
B10 37,10 37,00 36,80 36,50 36,90 36,86
prumér B 36,38
smérodatna dochylka 0,83
c2 36,20 37,10 36,50 35,70 36,50 36,40
C4 35,10 37,00 36,90 36,20 34,90 36,02
Cé 36,30 35,90 34,10 37,00 36,80 36,02
C8 36,90 36,50 37,00 36,80 36,10 36,66
C10 35,80 35,90 36,20 36,80 35,80 36,10
pramér C 36,24
smérodatna dochylka 0,74
[prameér 3 let (2010, 2011, 2012) | 36,40|

Tab. 18
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Obr. 9 Detail pylového zrna

5.6 CHEMICKE ANALYZY

Ze vzorki vycisténého pylu byly ptipraveny extrakty 70% MeOH viz metodiky
kap. ¢. 4.6.1 a extrakty byly analyzovany na HPLC a LC/MS - viz metodiky kap. ¢.
4.6.2, 4.6.3. Fenolické slouceniny byly detekovany pti 220 nm a koncentrace vybranych
latek byla vypoctena z kalibra¢nich kiivek (viz Tab. 20, 21). Vysledkem bylo zjisténi 8
vyznamnych detekovanych latek, které se vyskytovaly ve vSech vzorcich extraktl pylu
v obou letech 2010 a 2011 (esencialni AMK tryptofan a 7 fenolickych latek; viz Obr.
10, Obr. 13).

Latky jsou identifikovany na zéklad€ reten¢niho ¢asu na HPLC a DAD spekter
(v porovnani se standardy: tryptofan, kemferol, kdvova kyselina) (viz Obr. 11) a MS
dat (na zéklad¢ literarnich dat) (viz Tab. 19). Fragmenty m/z 162 a 146 jsou typické pro
fragmentaci glykosida. (Schema funkce a foto pfistrojii — viz ptilohy). Vyhodnoceni

sledovanych latek viz statistika.
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Cislo Retenéni ¢as Identifikace dle MS data (+APCI)
latky (min) DAD Spekter Full Scan
viz Obr. 12
1 12,0 tryptofan 205"
2 14,8 4027, 3607 (M-42), 342°
(M-42-H,0)
3 18,5 3747, 195"
4 23,8 kvercetin diglukosid 627", 465" (M-162), 303"
(M-162-162)
5 25,1 rhamnetin (isorhamnetin) | 6417, 479" (M-162), 317"
diglukosid (M-162-162)
6 26,3 kvercetin diglukosid 611", 465" (M-146), 303"
(M-146-162)
7 28,8 kemferol 5957, 449" (M-146),
diglucosid 287" (M-146-162)
8 45,6 derivat kadvové kyseliny 796", 761, 515"
Tab. 19 Identifikace 8 sledovanych latek dle analyz HPLC a LC - MS

ol LTT

T T

250 1+

200 ++

[mg/kgl

150 1

100 1+

50

n

il

oA
mB
ac

nw

1 2

3 4 5 6

compounds

A — Nehnojeno , kontrola

cvwr

C — Vyssi uroven vyzivy

(B a C — piesny popis vyzivy viz metodika kap. ¢. 4.3)

Obr. 10 Obsah tryptofanu a 7 fenolickych latek v zavislosti na rtizné trovni hnojeni

dusikem (pramér roku 2010 a 2011) (oznaceni latek viz Tab. 19).
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Obr. 11
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Spektra latek (oznaceni latek viz Tab. 19)



DADL A, Sig=220,4 Ref=450,40 (ZK002128.D)
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400 4
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Obr. 12 HPLC separace extraktu z pylu. Popis vrcholi 1 - 8 viz Tab. 19
Tryptofan
O
I OH
Obr. 13 Tryptofan

114



5.7 ALERGOLOGICKE ANALYZY

Ze vzorki vycisténého pylu byly pfipraveny extrakty a dale provedeny nésledné
analyzy viz metodiky kap. ¢. 4.7.1 - nejprve byla zjistovana celkova biologicka aktivita
(alergenni) in vitro pomoci inhibi¢niho ELISA testu viz metodiky kap. ¢. 4.7.2 a poté
byl zjistovan proteinovy profil pomoci SDS - PAGE (elektroforeza
V polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsulfatu sodného - SDS) a pomoci
imunoblottingu byla kvantitativné stanovena piitomnost hlavnich alergenti viz metodiky

kap. ¢. 4.7.3. (Schema funkce a foto pfistroji — viz ptilohy).

5.7.1 ELISA TEST

Pomoci této metody jsme zkoumali odhadovanou (jelikoZz nezname piesné
PNU¥*) biologickou aktivitu zkoumanych vzorku (extrakti pylu); vazbu specifického
IgE neinkubovaného se zkoumanym alergenem v koncentraéni fadé, na alergen pevné
vazany na podklad. Koncentrace specifického IgE je detekovana pomoci anti — IgE
protilatky znaCené enzymem (kifenovou peroxiddzou) a jeho néslednou reakci
S chromogennim substraitem Intenzita zbarveni je piimo uUmeérnd koncentraci
alergenovych epitopd. Vyhodnoceno ELISA readrem.

Hodnoty primért (z tripletti stanoveni) (viz Tab. 22, 23, 24) tvoii sigmoidu
(ptiklad viz Obr. 14; pozn. ve vysledcich jsou zatazeny ukazky 4 sigmoid; z celkového
poctu 45 vzorkt). Hodnoty reprezentuji absorbanci pti 450 nm. Porovnanim vzajemné
polohy inflexnich bodt kiivek (resp. jejich primét do osy x (konc. alergenu))
s inflexnim bodem standardu ziskame porovnani celkové biologické (alergenni) aktivity
jednotlivych vzorki (reprezentovanych primeérem).

Jelikoz se jednd o priméry z priméri nelze na tyto rozbory pouzit obvyklé
statistické metody. Pfistroj je vybaven softwarem, ktery urc¢i shodu (Pogs) zkoumaného
vzorku se standardem. V nasem pokusu byly vSechny zkoumané vzorky vyhodnoceny
jako jednoznaéné€ vyhovujici — ve shodé¢ s firemnim — studijnim standardem.

Riizna uroven hnojeni N neovlivnila biologickou (alergenni) aktivitu pylu
ani vramci variant A, B, C ani vramci riznych ro¢nikd 2010, 2011, 2012;

kvantitativni zastoupeni majoritnich alergenii bylo rovnéz ve shodé se standardem.
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Legenda k Tab. 22, 23, 24:

¢.jamky | Hodnoty reprezentuji absorbanci pii 450 nm.

1-11

*Poznamka:
Vzhledem Kk velmi malym mnozstvi vzorki pylu nebylo mozno provést analyzy PNU
(koncentrace proteinového dusiku); na zakladé tohoto lze pouze odhadovat biologickou

aktivitu vzorki (BA) z polohy inflexnich bodu (za pfedpokladu standardni extrakce).
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Obr. 14

Piiklady - sigmoidy extraktu (2010) - standard a vzorky Al, A3, A5
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5.7.2 SDS - PAGE:

SDS vazany na proteiny unifikuje jejich naboj tak, Ze vysledna pohyblivost
proteinil zavisi pouze na velikosti jejich molekuly. Vyhodnoceni se déje porovnanim
elektroforeogramit extraktu vzorku a standardu (resp. standardu molekulovych
hmotnosti). Vzorek vyhovuje, jestlize se profily ozna¢enych skupin proteinii obou
elektroforeogrami neli$i v po¢tu a rozmisténi zon (Ize piedpokladat shodnou sadu
alergentl). Dulezité hodnoty mw jsou cca 17 kDa, cca 30 kDa a cca 70 kDa (kde se
nachdzeji majoritni alergeny). Vzorek nevyhovuje, pokud je na elektroforeogramu
zkouseného vzorku téchto zén vice nebo se 1isi od elektroforeogramu standardu. Pokud
néktera zona chybi napf. alergen je pfitomen v extraktu v malém mnozstvi a na
elektroforeogramu se neobarvil. Pro zhodnoceni se provede porovnani
elektroforeogramt extraktu vzorku a standardu (Obr. 15).

V nasem pokusu byly v§echny zkoumané vzorky vyhodnoceny jako jednoznacné
vyhovujici — ve shod¢ s firemnim — studijnim standardem. Riizna trovein hnojeni N
neovlivnila proteinovy profil pylu — ani vramci variant A, B, C ani v ramci

riuznych roénikua 2010, 2011, 2012.
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2010 Pollen Harvest

Al A2 A3 A4 A5 Bl B2 B3 B4 B5 C1 C2 C3 C4 C5 Std

2011 Pollen Harvest

Al A2 A3 A4 A5 Bl B2 B3 B4 BS Cl1 C2 C3 C4 C5 Std

2012 Pollen Harvest

Al A2 A3 A4 A5 Bl B2 B3 B4 BS C1 C2 C3 C4 C5 Std
— R

Obr. 15 SDS — PAGE - elektroforeogram — proteinovy profil z extrakti pylu
(kDa)
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5.8 SKLIZEN SEMENE, SEMENARSKY VYNOS

Sklizeti semen probihala po 3 roky vedeni pokusu (2010, 2011, 2012). Byla
provadéna maloparcelkovym kombajnem OSEVAN. Sklizené mnozstvi (kg) z kazdé
parcelky bylo zvlast vysypano do plastové nadoby (vanicky), zvazeno a zaznamenano
(Tab. 23). Vlhkost sklizenych semen byla v priméru v roce: 2010 - 12,7%, 2011 —
13,4%, 2012 — 14,0%. Jednoznac¢né se potvrdil obecné¢ zndmy piedpoklad, Ze se
zvySujici se urovni hnojeni N se zvySuje semendisky vynos, a to ve vSech skliziiovych
ro¢nich (ve variantach bez sklizné pylu i ve variantach se sklizni pylu). Vzdy byl vynos
vy$§i ve varianté B oproti A a C oproti B. Pokud jde o porovnani vynosu semene vzdy
ze shodné varianty ve stejném roce — pak vzdy byl dosaZen vyssi vynos z parcelek, na
nichZ probéhla sklizen pylu.

Je ziejmé, Ze vlivem sklizné pylu v dob¢ kulminace kveteni, dochazi k lepsimu
opyleni rostlin vlivem zvySené¢ho pohybu vzduchu v okoli prasniki a uvoliiovanych
pylovych zrn v dobé sbéru pylu; tim i ndslednému zvySeni semenaiského vynosu.
Uvedené hmotnosti (Tab. 25) jsou v kg . 10, Proto je snadny piepocet na hektarovy
vynos: napr. 2,592 kg . 10 m’(z 1 parcelky) = (odpovida) 2,592 t . ha™ apod.

Z tabulky 23 je rovnéZz patrno, Ze se semendisky vynos v jednotlivych letech
(1 jednotlivych variantich) obecné meziroéné snizuje (dle predpokladu);
nejmarkantnéjs$i snizeni vynosu je zfetelné zejména u 3. roku pokusu (2012), kdy
semenaisky vynos jiz ve vSech variantach poklesl obecné na méné nez cca 'z piivodnich

hodnot v 1. roce sklizné (2010).
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Sklizefi semene z 1 parcelky (tj. 10 m?) v kg

rok 2010 2011 2012
Datum 14.7.2010 16.7.2011 13.7.2012
hodina 12,15 - 14,00 13,00 - 15,00 12,30 - 14,45
teplota 31°C 28 °C 26 °C
vitr bezvetfi mirny jizni vanek bezvetri
tlak 1010 kPa 980 kPa 960 kPa
parcelky liché - bez luxovanin pylu
A1 2,00 1,46 1,09
A3 2,52 1,39 0,98
A5 2,76 1,58 1,19
A7 2,86 1,69 1,25
A9 2,82 1,22 1,54
priumér A liché 2,59 1,47 1,21
smérodatna odchylka 0,36 0,18 0,21
parcelky sudé - luxovan
A2 2,46 1,78 1%
A4 2,98 1,59 1,14
AB 2,68 1,66 1,66
A8 3,04 1,43 1.0
A10 2,64 1,89 AT
prumér A sudé 2,76 1,67 1,25
smérodatna odchylka 0,24 0,18 0,23
parcelky liché - bez luxovanin pylu
B1 2,32 1,89 1,27
B3 3,00 1,62 1,31
B5 2,80 1,59 1,02
B7 2,74 1,78 1,42
B9 2,82 1,78 1,30
pramér B liché 2,74 1,73 1,26
smérodatna odchylka 0,25 0,12 0,15
parcelky sudé - luxované
B2 2,92 1,98 1,03
B4 2,66 1,78 1.7
B6 2,96 1,69 1.15
B8 2,34 1,58 1,16
B10 3,16 2,31 1,37
prumér B sudé 2,81 1,87 1,28
smeérodatna odchylka 0,32 0,29 0,26
parcelky liché - bez luxovanin pylu
C1 2,84 2,03 1,41
C3 2,88 1,89 1,55
C5 2,84 1,76 1,05
C7 2,58 1,87 1.23
C9 2,44 1,96 1,25
prumeér C liché 2,72 1,90 1,30
smérodatna odchylka 0,20 0,10 0,19
parcelky sudé - luxované
C2 3,16 2,15 1,63
C4 3,06 1,87 1,25
C6 2,80 1,74 1,54
C8 3,06 2,13 0,98
C10 2,52 2,01 1.23
prumér C sudé 2,92 1,98 1,33
smérodatna odchylka 0,15 0,17 0,26

Tab. 25
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5.9 STATISTIKA

5.9.1 STATISTIKA VYSLEDKU CHEMICKYCH ANALYZ

Pro vyhodnoceni byl pouzit statisticky software R (The R project for Statistical
Computing) — viz metodika kap. ¢. 4.8.

ANOVA - Multivariate analysis of variances — je statisticky test pouzivajici se
K porovnani stiednich hodnot nahodnych vektoru (vicerozmérnych nahodnych
veli¢in). Nékdy se mluvi o porovnavani sttednich hodnot zavislych ndhodnych veli¢in.

(coz jednotlivé slozky pylu - latky 1 — 8 jsou).

MANOVA je vlastné vicerozmérna verze ANOVA. M4 tedy stejné podminky pouZiti
— predpoklada vicerozmérné normalni rozdéleni, nezavislost jednotlivych pozorovani a

homogenitu roztylovych matic. Vsechny tyto podminky jsou v nasem pfipadé splnény.

Hypotézou tohoto testu tedy je, Ze stiedni hodnoty vektoru nezavisi na jiné
nezavislé proménné (v nasem pripadé na rizné urovni hnojeni N), alternativou, Ze

sttedni hodnoty jsou touto nezavisle proménnou ovlivnény.

Ukolem bylo otestovat, zda je sloZeni pylu ovlivnéno riéiznou urovni
hnojenim N ¢i ne. K dispozici byly vysledky chemickych analyz (vzorky z roku
2010 a 2011).

Nejprve se nabizelo pouzit ANOVA test na dil¢ich 8 latek (slozek pylu) -
tryptofan a 7 fenolickych latek (dale jen slozky). VSechny podminky pro ANOVA byly

ovéfeny a jsou splnény.

Hypotézou dil¢éich ANOVA testi tedy bylo, Ze obsah zkoumané slozky pylu
neni ovlivnén danou urovni hnojenim dusikem. Tato hypotéza byla testovana oproti

alternativé, ze riznd uroven hnojeni dusikem ovliviiuje mnozstvi zkoumané slozky

pylu.
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Tento test byl postupné proveden pro vSech osm slozek pylu. V piipadé sedmi
slozek (fenolickych latek) vySel test nevyznamné (a to jak ve vzorcich 2010, tak i ve
vzorcich 2011), nebylo tedy mozné zamitnout hypotézu, ze hnojeni dusikem
neovlivitluje mnozstvi téchto slozek pylu. OvSem pro 1. slozku pylu (tryptofan) vysel
test vyznamné (p- hodnoty 0,023 a 0,026), a podafrilo se tedy prokazat, Ze hodnoty 1.
slozKky pylu (tryptofan) jsou ovlivnény riznou tirovni hnojenim dusikem. Specidlné
se podarilo prokézat, ze existuje rozdil v obsahu této slozky pylu mezi parcelkami A -

kde se nehnojilo viibec a parcelkami B a C, kde se hnojilo ¢astecné ¢i plné.

Zaveérem tedy bylo, Ze se podafilo prokazat, ze obsah prvni slozky pylu
(tryptofan) je ovlivnén riiznou urovni hnojeni dusikem, a to tak, Ze signifikantni
vychazi rozdil mezi parcelkami, kde se nehnojilo viibec (parcelkami A), kde se
hnojilo ¢aste¢né (B) i pIné (C) (2010) a mezi parcelkami , kde se nehnojilo viibec

(A) a parcelkami, kde se hnojilo pIné (C) (2011).

Protoze lze predpokladat, Ze obsahy jednotlivych sloZek pylu jsou navzajem
korelované nahodné veli¢iny, vyuzili jsme s testovani statisticky test MANOVA.
Jedna se o zobecnéni zndmého testu ANOVA pro nahodné vektory. (Zatimco ANOVA
testuje shodu stfednich hodnot ndhodnych veli¢in, MANOVA testuje stiedni hodnoty
ndhodnych vektorit). Predpoklady MANOVA testu jsou obdobné piedpokladiim
ANOVA testu — tedy normalni rozdé€leni, nezéavislost a homogenita rozptyld. Tyto

podminky jsou splnény.

Hypotézou tedy je, Ze sloZeni pylu neni ovlivnéno riiznou trovni hnojenim

dusikem. Tato hypotéza je testovana oproti alternativé, ze hnojeni ovliviuje slozeni

pylu.

Pti testovani MANOVA je mozné vyuzit ¢tyF ruznych testovych statistik —
Wilksovy, Pillaiovy, Royovy a Hotellingovy-Lawleyovy. (Pokud chceme nezamitnout
statistiku, pak je nejlepsi vyzkousSet vSechny ¢tyii a vSechny by mély vyjit nepodstatng).

V naSem pripad¢ tomu tak vSak neni. Nase vysledky:
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Wilks | Pillai | Roy | Hotelling-Lawley
2010 | 0,042 | 0,029 | 0,016 | 0,070
2011 | 0,013 | 0,0056 | 0,011 | 0,036

Vzorky jsme otestovali vSemi témito testovymi statistikami. Kromé& hodnoty
Hotellingovy-Lawleyovy statistiky pro vzorky zroku 2010 (p-hodnota 0,07) vySly
vSechny hodnoty statistik priikazné (na hladiné 5%).

Zavér tedy je, ze zamitame hypotézu ve prospéch alternativy. Nebo-li, podarilo
se nam prokazat, Ze riuzné davky hnojeni dusikem ovliviiuji sloZeni pylu.
S vyuzitim dil¢ich analyz jsme zjistili, Ze signifikantni rozdil je zptsoben prvni
sloZkou pylu (tryptofan), a to jejimi rozdilnymi hodnotami na parcelkach, kde se
nehnojilo viibec (A) a parcelkach, kde se hnojilo ¢astec¢né (B) ¢i plné (C) (2010), resp.
na parcelkach, kde se nehnojilo vliibec (A) a parcelkdch, kde se hnojilo plné¢ (C)
(2011).

Pro kontrolu jsme provedli MANOVA na naméfené hodnoty pylu na
jednotlivych parcelkach, kde jsme testovali, zda tyto hodnoty nejsou ovlivnény

rokem pozorovani. Zde vysli hodnoty testovych statistik nepriitkazné.

(Tedy): Hypotézou testu je, Ze sloZeni pylu neni nijak ovlivnéno riiznou urovni
hnojeni dusikem. (Alternativou, ze riizna Uroveil hnojeni dusikem néjakym zptisobem

ovliviiyje slozeni pylu).

Pokud porovnavame vysledky na jednotlivych parcelkach v jednotlivych letech
S vyuzitim této metody, (jedna se evidentné o zavisla pozorovani), dostdvame:

(mame-li roky 2010 a 2011 - potom vSechny statistiky vychazeji stejné, proto jen jedna

hodnota):

A 0,591
B 0,358
C 0,165
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Z vyse uvedeného je ziejmé, Ze statisticky vychazi, ze nelze tvrdit, ze slozeni
pylu neni ovlivnéno rtiznou Grovni hnojeni dusikem. (Naopak, lze statisticky prokazat,

Ze sloZzeni pylu je ovlivnéno riznou urovni hnojeni dusikem). Z velké ¢asti je

zpusobuje 1. sloZzka pylu — tryptofan.
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6 DISKUSE

Hlavni vytycené cile i dopliitkova pozorovani se v ramci disertacni prace podafilo
spinit.

V soucasné dobé celosvétové zemédélstvi, zejména Vv marginalnich oblastech
(LFA), hledd nové a alternativni zpiisoby vyuziti zemédé€lské produkce. Soucasny
vyznam travnich porostl se stale vice pfesouva na jejich mimoprodukéni a ekologické
funkce. Jednim z nich je i cilend produkce biomasy trav. Tato je vyznamnou soucasti
celkového potencidlu biomasy, jako obnovitelného piirodniho zdroje vyuzitelného pro
energetické ti¢ely v podminkach napt. i Ceské republiky. Energetické vyuziti trav je
novym smérem jejich vyuziti v primyslu a vytvaii nové moznosti pro vyzkum v této
oblasti a praktickou realizaci. V soucasnosti je vyzkum energetickych trav zaméfen na
realizaci spalovani travni biomasy v technickych zafizenich a wvyuzititrav pro
produkci bioplynu [FRYDRYCH a kol. 2005, 2006].

Soudobym trendem je nejen vyzkum ekonomického ptinosu, ale 1 vyzkum dopadu
novych trendi na Zivotni prostfedi, krajinu a obyvatelstvo. Jednim z alternativnich
zplisobll vyuZiti travnich porostil je i sbér pylu jednotlivych druhli pro farmaceutické
ucely. Na tento tcel jsou vyhledavany monokulturni porosty (semenaiské ¢i specialné
zakladané pro tento ucel).

Béhem poslednich dvou desetileti stoupl vyskyt alergii v nékterych civilizovanych
statech na 30 — 40% populace. Jiz kazdy Ctvrty aZz paty cloveék trpi alergii. Kostfava
ervena patii k nejvyznamngjsim druhtim polindznich trav v Evropé [SPICAK a kol.
2005].

Polindza je multisystémové alergické onemocnéni, jehoz vyskyt ve svété 1 v
Ceské republice od druhé poloviny 20. stoleti vytrvale stoupa. Jde o celkové sezonni
alergické onemocnéni, které je podminéno alergickou reakci prvniho typu (IgE
mediovanou) na alergeny obsazené v pylovych zrnech. NejcastéjSim klinickym
projevem polindzy je alergicka rinokonjunktivitida, méné Casté jsou astmatické potize,
objevuje se vSak i fada dalSich projevii v zavislosti na postizeném cilovém organu.
Zakladni roli v diagnostice polindzy hraje peclivé odebrand anamnéza, upiesnéni a
konecné potvrzeni diagndézy umozni kozni testy, v nckterych zvlastnich piipadech
vysetieni specifickych protilatek typu IgE. NejdulezitéjSim lécebnym postupem je

prevence kontaktu s pylem, ¢i alespon omezeni expozice pylovym alergentim.
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Kauzdlnim terapeutickym postupem je peclivé indikovand a spravné provedena
specifickd imunoterapie kvalitnimi standardizovanymi alergeny.

Pacientii s pylovou alergii vytrvale piibyvad a celosvétové jsou na léCbu
problémt vyvolavanych alergickymi chorobami vynakladany stale vétsi finan¢ni
prosttedky. To samoziejmé¢ vede ke zvySenému zajmu vyzkumnikl i farmaceutickych
spolecnosti o zkvalitiovani antialergickych 1€éki a lécebnych postupi. Prestoze ani
moderni medicina neumi alergickd onemocnéni jesté zcela vylécit, zvlada vétSinou
velmi dobie alesponi odstranit potize, a to s minimalnimi vedlejSimi ucinky 1écby
[RYBNICEK 2004].

Pravé proto byl tento travni druh (odrida Tagera) vybran pro vyzkum (z
hlediska nenaro¢nosti a celosvétového rozsifeni v kontextu na alergologii).

Kostfava cervend patii mezi rhizomatické travy (s oddenky podzemnimi).
[KOBES 2009]. Roste na vSech pudnich druzich, a to i v subalpinském pasmu.
Vyskytuje se na evropském, asijském, americkém a africkém kontinentu. [HRUBISKO
a kol. 2003]. Z ekologického hlediska je to nase nejskromnéjsi trava, nejvice rozsifena
na mezooligotrofnich piidach. Pomérné& dobie pteziva sucho a horko, 1ze ji vyuZit i na
Castecné zastinénych stanoviStich, mlze se uplatnit pfi mirném, do¢asném zamokieni.
Spokoji se i s nizkou trovni N — hnojeni. VSechny odrudy maji vysokou odolnost
K vyzimovani, vysokou vytrvalost a nenaro¢nost na pudni a klimatické podminky
[CAGAC a kol. 2004].

Pro zaloZeni pokusu byla zvolena kostfava Cervend, vyzkouSena a vysoce
plasticka odrida Tagera, kterd se ukézala jako dobrd volba pro kvantifikaci vSech
vytéenych cilii prace, pln¢ dle popisu slechtiteld (autorti) vyslechténé odrady [TAGRO
1999]. Zde, na $lechtitelské stanici TAGRO Cerveny Dvir, spol. s r. 0. byly pokusy
realizovany nebot’ zde byla zaruka relevantniho zalozeni, vedeni na oSetfovani porostu
dle metodik. Spole¢nost disponuje moznosti maloparcelkového seti a sklizné.

Odrida Tagera byla (vyslechténa na $lechtitelské stanici TAGRO Cerveny Dvir
s.r.0.) vVroce 1996 byla registrovana v CR a vroce 1998 v EU. M4 polovzpiimeny,
husty trs tmavé zelené barvy, velmi dobie olistény, s dlouhymi vybézky. Vytvaii bohaté
pfizemni listy, je intenzivné vybé&zkata, malo poléhava, vytvaii husty porost a
kompaktni drn. Rychle obristd, stéblo je sttedné jemné, kvétenstvi stiedné dlouhé. Je
odolna proti listovym chorobam a proti zasychani Spicek listi [TAGRO 1999]. Obilky
jsou osinaté [SASKOVA, STOLFA, 1993]. Vyhodou je ekologickd nenaro¢nost a
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odolnost. Lze vyuzit od nizin az po horské pasmo, na vSech ptidach, dobie vyrovnava
nedostatek i prebytek vldhy, 1ze péstovat pii slabé az stiedni zasob¢ zivin. Zarazuje se
do smési pro lucni a pastevni vyuziti, pro technické vyuziti do travnikti rekreacniho
typu, parkovych a hfiStich ploch. Vhodné je 1 vyuziti v protieroznich opatienich a
komunikacnich porostech [TAGRO 1999].

Nejprve byly provedeny agrochemické analyzy pidy pred zalozenim pokusu
(anorganické 1 organické) a zjiSténo geologické podlozi. Pozemek byl typickym
reprezentantem obvyklych plidnich podminek u trvalych travnich porosti -
hlinitopiséita, kysela kambizem na rulovém podkladé s pH 5,15 (CaCl,); (5,23 KCI),
RVK 134. Jelikoz se jednd o pozemky, které obhospodafuje Slechtitelska stanice
S pravidelnym zasobnim hnojenim P a K, byly hodnoty téchto makroprvka
nadstandardni. Hodnota Mg byla nizsi, nez doporucuje metodika hnojeni [FIALA a kol.
2007] avsak jelikoz pomér K : Mg byl 3,256 (coz je cca hrani¢ni hodnota pro upravu
hnojeni K a Mg), nehnojili jsme tedy Mg. Vapnéni pozemku nebylo potieba, jelikoz
uprava se doporucuje az pii poklesu pH pod 5,0 [FIALA a kol. 2007].

Vyuziti biologického potencialu travnich porostl je rozhodujici mirou ovlivnéno
urovni vyZzivy rostlin. Stejné jako u jinych plodin musime dodrZovat zasadu, Ze
mnozstvi odCerpanych Zivin z piidy porostem v dané lokalit¢ budeme na piislusné
stanovi§té ve stejném mnoZstvi a pravidelné navracet [VESELA, MRKVICKA,
STEPANEK 2005].

Dle vyzkumu CagaSe se nejlépe obecné pro praxi osvédcila varianta s aplikaci N
v davee 75 kg . ha™t v prvni dekads fijna [CAGAS 2005]. ZvySovanim davek N klesa
jeho produkéni ucinnost, a to v zavislosti na produkénim potencialu pidy a prubéhu
meteorologickych podminek. Rovnéz dle Fialy a kol. je neekonomické hnojit porost
kostiavy Servené vyssi davkou nez 80 kg N . ha ' [FIALA a kol. 2007].

Spole¢nost TAGRO Cerveny Dvir, spol. S r. 0. nema Zivo¢isnou vyrobu, a proto
jsme hnojeni provadéli pouze mineralnimi hnojivy.

Na zaklad¢ vSech teoretickych poznatkl a doporuceni bylo velmi problematické
rozhodnout se a stanovit, jak nastavit vhodnou tiroven hnojeni N, P, K pro dany ucel po
celou dobu pokusu. Fiala a kol. uvadi vhodné nastaveni Grovné hnojeni jednotlivymi
prvky s ohledem na mistni soubor faktorti a vyuziti porostu. My jsme poticbovali
nastavit davky N dostatecné rozdilné, abychom mohli sledovat dopad téchto rozdilt

vyzivy na sledované ukazatele, avSak zvolili jsme davky, které by bylo v praxi mozné
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realizovat (nem&lo smysl napf. zvolit % - davku N napf. 150 kg . ha™ a plnou davku
300 kg . ha'). Proto jsme zvolili: varianta A zistala po celou dobu pokusu nehnojena
N, P, K — jako kontrola.; stanovili jsme 70 kg . ha® N jako polovi¢ni davku (varianta
B) a 140 kg . ha’ N jako plnou davku N (varianta C). (Varianta C je v praxi jiz dosti
extrémni a nerealnd, ale pokusy zkoumajici vlivy hnojeni N stupiiovali davky az do
vyse 300 kg . ha™ N viz [FIALA a kol. 2007].

Hodnoty dusiku v pd¢ se stale méni, a proto jsme uvedenou davku vzdy pridali
ke stavajicimu stavu. Jde o pokusné ucely; samoziejmé by v praxi tyto davky
nevyhovovaly sou¢asnym limitujicim nitratovym smérnicim viz [FIALA a kol. 2007].
Navic jsme aplikovali kazdoro¢né 40 kg . ha P a60Kkg.ha’ K (na variantach B a C).
Pii volbé davek jsme vychézeli z priméri a doporuceni metodiky hnojeni trvalych
travnich porostt [FIALA a kol. 2007, TAGRO 1999].

Pro ovéteni, v jaké mife byl dodany dusik piijat rostlinami, byly v prvnich dvou
letech pokusu odebrany vzorky nadzemnich ¢asti rostlin (homogenizované vzorky
Z jednotlivych variant A, B, C) vzdy v prvnim tydnu v kvétnu daného roku (kdy roslina
obsahuje maximum pfijatého dusiku). Vysledky prokazaly (dle obecné znamych
pfedpokladll), Ze zvySovani didvek N se pifimo Umérné promitlo do obsahu N
vV nadzemnich ¢astech rostlin v daném obdobi.

Ochrannd opatieni proti abiotickému stresu vyvolanému nedostatkem vody a
vysokymi teplotami vzduchu jsou problematickd. Z téch nepiimych, které mohou
dopad vnéjSich podminek zmirnit, 1ze jmenovat umisténi trav na semeno na pozemky
S hlubsimi ptidami, které jsou dobie zadsobeny dusikem. Pokud se jedna o podsevy, lze
hovotit také pouze o nepiimych, podpirnych zédsazich, jako napi. disledné odstranéni
zbytkid kryci plodiny, pfihnojeni, oseCeni porosti a odstranéni plevelii. Ochranu proti
abiotickému stresu lze zajistit vybérem vhodné odolné odridy. Druhou moznosti je
vCasnd chemickd ochrana pomoci vhodného fungicidu. V soucasnosti vSak u nas
registrovan zadny fungicid do trav proti rzim. Z vysledkli vyzkumu v zahranici i praxe u
nas, je znama velmi dobra u¢innost strobilurint viéi rzim [CAGAS 2006].

V naSem piipadé¢ jsme vyseli kostfavu cervenou jako Cistosev (bez kryci
plodiny) a byla vybrana vhodna plasticka odrida. Uspofadani pokusu bylo v souladu
s Metodikou UKZUZ [BENES a kol. 1982]. V péstitelské praxi se mnohdy patogennim
Cinitelim (a chorobam, které vyvolavaji), vénuje mensi pozornost s odivodnénim, ze

ekonomicky dopad neni pfili§ vyrazny. Samoziejmé, ze pii rizném zpusobu vyuzivani
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(picni porosty, porosty semenné, pocet seci, apod.) jejich dllezitost kolisa
[NEDELNIK, POKORNY 2006]. Fungicidni ochranu nebylo mozno aplikovat
z diivodi sbéru pylu a néaslednych analyz, kde je chemické oSetfeni vyslovné zakazano
[EMEA 2008].

Sebrany pyl v jednotlivych letech (2010, 2011, 2012) byl vzdy max. do 2 hodin
pievezen v termoboxu piepraven do laboratore BONAPOL a.s. Po vysuseni na topnych
deskach byl vyc¢istén a uskladnén ve specidlnich vialkach dle metodiky. Nasledn¢ byly
vzorky pyli rozdéleny na cca dvé poloviny — pro rozbory chemické a alergologické
(biologické). Vroce 2012 (3. roce pokusu) se podafilo ziskat pouze velmi malé
mnozstvi pylu, takze by po rozdéleni nebylo mozné jiz oba typy rozborii provést; proto
jsme pouzili vzorky vyciSténého pylu pouze na rozbory alergologické (coz byl pivodni
zamér prace), pro oveéreni vysledktl predchozich dvou let (hmotnost 1 vzorku by byla
poklesla i na 0,25 g). Ve vycisténém pylu se objevovaly piimési ciziho pylu (z 95% pyl
borovice) nebot’ nedaleko od pokusného stanovisté se nachdzi les s velkym zastoupeni
borovic, které uvoliiuji pyl ve shodnou dobu jako kostfava cervena (avSak maji jinou
velikost a jdou snadno separovat).

Velikost vétSiny vSech pylovych zrn se pohybuje od 15 do 200 um. Forma,
velikost a struktura exind jsou hlavnimi identifikaénimi znaky pro jednotlivé druhy pyla
[MARTINKOVA, HONEK 2004]. Na Novém Zélandu probé&hl napt. vyzkum, sledujici
velikost pylovych zrn Chionochloa pallens (z ¢eledi lipnicovitych; v Evropé se
nevyskytuje) jiz v roce 1989, v riznych nadmotskych vyskach (1070 a 1620 m. n.).
Byly zjiStény rozdily ve velikosti pylovych zrn v priméru 21% a mnoZstvi jejich
produkce vzhledem Kk rozdilnému stanovisti az 76% [MC KONE, M. J. 1990]. Zkoumat
vSak v poloprovoznim pokusu produkci pylovych zrn je zavadé€jici a dle mého nazoru
zcela nerelevantni, jelikoz spoustu hydroskopickych pylovych zrn neni mozno zachytit
sbérem; jsou degradovéana dopadem na vlhkou piidu, listy apod. nebo odnesena vétrem.
Proto jsme po celou dobu pokusu analyzovali pouze vzorky pylu, ktery byl sebran vzdy
3. den kveteni rostlin (v dobé kulminace kveteni) ve tfech po sobé& jdoucich letech.
(Celkovy vynos pylu nebyl predmétem vyzkumu).

Béhem tii let vedeni pokusu bylo potvrzeno, Ze pylova zrna jsou Zluté barvy,
hladka, kulatého tvaru, méti v priméru 36,4 um (s rozpétim hodnot 33,8 — 37,1 um).
Rozdily mezi variantami a ro¢niky nebyly zjistény. V priméru byla pylova zrna
v pokusu vé&tsi neZ uvadéna velikost primérna velikost 35 pm [MARTINKOVA,
HONEK 2004].
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V ramci chemickych analyz byl vyhodnocen vliv rizné Grovné hnojeni dusikem
na zmény chemické skladby pylového zrna. Tyto chemické analyzy extraktd pylu jsme
zam¢iili na sledovani obsahu zejména fenolickych latek. V rostlinach bylo
identifikovano nékolik tisic fenolickych latek s ohromnou rozmanitosti struktur.
Spolec¢nym rysem je, Ze obsahuji jedno nebo vice aromatickych jader substituovanych
hydroxylovymi skupinami. Mnohé ztéchto latek jsou =zastoupeny v béznych
potravinach (zejména ovoci, zeleniné, nékterych napojich). Celkovy denni pifijem
polyfenoli byl odhadnut na 1 g a je vyssi nez pfijem antioxidac¢nich vitamina. V fadé
experimentalnich studii bylo prokazéno, ze antioxida¢ni aktivita mnoha rostlinnych
fenolickych latek je vys$si nez ucinek antioxidacnich vitamind. Fenolické latky
pfijimané ve vyzivé ¢lovéka lze rozdélit do tii skupin: na fenolické kyseliny, flavonoidy
a skupinu stilbenti a lignani (ktera je méné Gasta) [TRNA, TABORSKA 2012].

Ze vzorka vycisténého pylu byly pripraveny extrakty 70% MeOH viz metodiky
- kapitola €. 4.6.1; extrakty byly analyzovany chromatografickymi metodami. Fenolické
slouceniny byly detekovany pii 220 nm a koncentrace vybranych latek byla vypoctena z
kalibra¢nich kiivek. Vysledkem bylo zjisténi 8 vyznamnych detekovanych latek, které
se vyskytovaly ve vSech vzorcich extrakti pylu v obou letech 2010 a 2011 (esencialni
AMK tryptofan a 7 fenolickych latek). Latky byly identifikovany na zaklad€ retencniho
¢asu na HPLC a DAD spekter (v porovnani se standardy: tryptofan, kemferol, kdvova
kyselina) a MS dat (na zéklad¢ literarnich dat). Fragmenty m/z 162 a 146 jsou typické
pro fragmentaci glykosidi.

Lze konstatovat, Zze obsah jednotlivych fenolickych latek v extraktu nebyl
vyznamné ovlivnén Urovni vyzivy dusikem (Pgos), rozdily mezi ro¢niky (2010, 2011)
nebyly rovnéz zjistény (Poos), pokud posuzujeme kazdou z fenolickych latek zvIast'.

Zjistili jsme vSak, Ze s urovni rtiznych davek hnojeni dusikem stoupad obsah
tryptofanu v pylovém zrnu. Protoze lze piedpokladat, ze obsahy jednotlivych (osmi
sledovanych) latek jsou navzajem korelované ndhodné veli¢iny, podatilo se nam béhem
roku 2010 a 2011 statisticky prokézat, Ze rizné davky hnojeni dusikem ovliviiuji sloZeni
pylu. S vyuzitim dil¢ich analyz jsme zjistili, ze signifikantni rozdil je zptisoben prvni
latkou - tryptofan (dle Roy’s statistic Pg o1, resp. Pooi1)-

Zatimco v pylu jsou obsahy samotnych fenolickych latek pozoruhodné stabilni,
ve vegetacni hmoté kostfavy Cervené podléhaji znaénému kolisani podle ristové faze,
trovné vyzivy rostlin atd. Napt. dle Stérbova et al. (2004) byly v rostliné kostiavy

Cervené identifikovany nésledujici fenolické kyseliny: protokatechova, p-
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hydroxybenzoova, chlorogenova, vanillova, kavova, p-kumarova, ferulovd a
rosmarinova; dale p-hydroxybenzaldehyd a vanillin. V rostliné kostfavy ¢ervené byly
dale popsany kyanidiny, peonidiny a delfinidiny [FOSSEN a kol. 2002].

Obecné, obsahy latek v generativni Casti rostliny vlivem exo- a endogennich
¢initelti kolisaji zfetelné mén¢, nez v ¢astech vegetativnich, zvlasté v dobé plné zralosti
obilek, nebot’ jsou biologicky konecnym produktem rostliny a jejich biologicky vyvoj je
ukonéen [MIKA a kol. 2002]. Pyl vlastné nese rovnéZ znaky ukonéeného cyklu v ramci
svého biologického poslani.

Dale byl vyhodnocen vliv rizné tirovné hnojeni N na biologickou (alergenni)
aktivitu pylovych extraktl in vitro; poté byl zjistovan proteinovy profil a kvantitativné
stanovena piitomnost hlavnich alergeni ve srovnani s vnitropodnikovym (studijnim)
standardem SEVAPHARMA a.s..

Ze vzorkl vyc¢isténého pylu byly pfipraveny extrakty a dale provedeny nasledné
analyzy viz metodiky - nejprve byla zjistovana celkova biologicka aktivita (alergenni)
in vitro pomoci inhibi¢niho ELISA testu a poté byl zjistovan proteinovy profil pomoci
SDS — PAGE (elektroforeza v polyakrylamidovém gelu za ptfitomnosti dodecylsulfatu
sodného - SDS) a pomoci imunoblottingu byla kvantitativné stanovena piitomnost
hlavnich alergenti.

Pomoci inhibi¢éniho ELISA testu in vitro jsme zkoumali odhadovanou
biologickou aktivitu zkoumanych vzorkl (extraktl pylu) pomoci vazby specifického
IgE neinkubovaného se zkoumanym alergenem v koncentra¢ni fad¢, na alergen pevné
vazany na podklad. Koncentrace specifického IgE byla detekovana pomoci anti — IgE
protilatky znaCené enzymem (kienovou peroxiddzou) a jeho naslednou reakci
S chromogennim substratem. Intenzita zbarveni byla pfimo umémd koncentraci
alergenovych epitopi. Hodnoty reprezentuji absorbanci pii 450 nm. Test byl
vyhodnocen ELISA readrem. Hodnoty priméra (z tripletl stanoveni) tvofi sigmoidu.
Porovnanim vzajemné polohy inflexnich bodu kiivek (resp. jejich primétu do osy x
(konc. alergenu)) s inflexnim bodem standardu bylo ziskano porovnani celkové
biologické (alergenni) aktivity jednotlivych vzorki (reprezentovanych primérem).

Jelikoz se jednd o priméry z priméri nelze na tyto rozbory pouzit obvyklé
statistické metody. Pfistroj je vybaven softwarem, ktery urci shodu (Pggs) zkoumaného
vzorku se standardem. V nasem pokusu byly vSechny zkoumané vzorky vyhodnoceny
jako jednoznaéné vyhovujici, tj. ve shod€ s firemnim — studijnim standardem.

Vzhledem k velmi malym mnozstvi vzorkli pylu nebylo mozno provést analyzy
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PNU (koncentrace proteinového dusiku); na zakladé tohoto lze pouze odhadovat
biologickou aktivitu vzorkd (BA) z polohy inflexnich bodii (za ptredpokladu standardni
extrakce).

Pomoci SDS — PAGE (elektroforeza v polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti
dodecylsulfatu sodného - SDS) jsme zjistovali proteinovy profil a pomoci
imunoblottingu byla kvantitativné stanovena pfitomnost hlavnich alergenti. SDS vazany
na proteiny unifikuje jejich naboj tak, ze vysledna pohyblivost proteini zavisi pouze na
velikosti jejich molekuly. Vyhodnoceni se déje porovnanim elektroforeogramii extraktu
vzorku a standardu (resp. standardu molekulovych hmotnosti). Pro zhodnoceni se
provede porovnani elektroforeogrami  extraktu vzorku a standardu. Pomoci
imunoblottingu byla kvantitativné stanovena pfitomnost hlavnich alergent. Dulezité
hodnoty mw jsou cca 17 kDa, cca 30 kDa a cca 70 kDa (kde se nachazeji majoritni
alergeny).

V nasem pokusu byly vSechny zkoumané vzorky vyhodnoceny jako jednoznaéné
vyhovujici — ve shodé s firemnim (studijnim) standardem. Rlznd urovenn hnojeni N
neovlivnila proteinovy profil pylu — ani v ramci variant A, B, C ani v ramci riznych
ro¢niki 2010, 2011, 2012.

Vysledky alergologickych analyz tedy prokézaly stejnou biologickou (alergenni)
aktivitu, stejny proteinovy profil vcetné prukazné pfitomnosti majoritnich alergeni
Vv oblasti molekulové hmotnosti Mv 17, 30 a 70 KDa. Rozdily nebyly zjiStény ani mezi
variantami hnojeni A, B, C (Pogs) ani mezi skliziiovymi ro¢niky 2010, 2011, 2012
(Po,0s)-

Semenaiské porosty kostfavy cervené (i jiné monokulturni porosty kostfavy
cervené) pfispivaji v dob& kveteni v daném regionu ke zvySeni alergického rizika.
Riznou trovni hnojeni porostu sice nebyla ovlivnéna vlastni alergenicita pylu, ovSem
vys§i davky hnojeni dusikem vedou obecné ke zvysSeni poctu lat a tim i produkce pylu
[RONGLI a kol. 2010]. Napt. jedna travni lata vyprodukuje az 5 mil. téchto zrn. K
vyvolani alergické reakce je nutnd urcitd minimalni koncentrace pylovych zrn v
ovzdusi. Pfi silné expozici dochédzi k senzibilizaci snadnéji. U siln€ pftecitlivélych
pacientii sta¢i k vyvolani potizi mnohdy jen 5 — 50 zrn . m™ vzduchu [HRUBISKO,
KVASNICKA 1997]. Pokud se semenéaisky porost nachdzi navic v oblasti silné
zne€isténého ovzdusi a nasledné i pidy, ptidava se navic faktor vyssi koncentrace CO3 ,

ktery ovlivituje celkovou produkci pylu a zvySuje obsah alergenicity pylovych zrn
[GHIANI a kol. 2012].
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Jako doplnkové pozorovani jsme zaznamenali vysledky sklizn¢ semen. Porost
obvykle vyuzivaime semenaisky 2 uzitkové roky. Vynos semen se pohybuje od 0,3 — 0,8
t. ha’ [TAGRO 1999].; v zahrani¢i mnohdy viak az 1,0 t . ha™ [JANOVSZKY 1986],
& dokonce 2,136 kg . ha [FAIREY 2008]. V nafem pokusu jsme dosahli vyraznd
vyssiho semenaiského vynosu, zejména v prvnich dvou letech. Pokus jsme zachovali po
dobu 3 let z diivodu moznosti opakovani chemickych a alergologickych analyz. Sklizen
semene probihala po 3 roky vedeni pokusu (2010, 2011, 2012). Byla provadéna
maloparcelkovym kombajnem OSEVAN. Vlhkost sklizenych semen byla v priméru v
roce: 2010 - 12,7%, 2011 — 13,4%, 2012 — 14,0%. Hektarovy vynos se pohyboval (1.
hodnota = bez sklizné pylu; 2. hodnota = po sklizni ¢asti pylu): v roce 2010: primér
varianty A - 2,592 (2,760) t.ha™, B—2,736 (2,808) t . ha™, C — 2,716 (2,920) t . ha™;
v roce 2011: primér varianty A - 1,468 (1,670) t. ha', B—1,732(1,868) t. ha™, C —
1,902 (1,980) t. hal; v roce 2012: pramér varianty A - 1,210 (1,250) t. hat, B — 1,264
(1,282) t. hat, C—1,298 (1,326) t. ha™.

Je patrno, Ze se semenarsky vynos v jednotlivych letech (i v jednotlivych
variantach) obecné¢ meziro¢né snizuje (dle ptredpokladu); nejmarkantnéjs$i sniZeni
vynosu je zietelné zejména u 3. roku pokusu (2012), kdy semenaisky vynos jiz ve vSech
variantach poklesl obecné na méné nez cca 2 puvodnich hodnot v 1. roce sklizné
(2010). Jednoznacné se potvrdil obecné znamy predpoklad, Ze se zvySujici se Grovni
hnojeni N se zvySuje semenaisky vynos, a to ve vSech sklizhovych ro¢nich (ve
variantach bez sklizné¢ pylu 1 ve variantach se sklizni pylu). Vzdy byl vynos vyssi ve
variant¢ B oproti A a C oproti B. Pokud jde o porovnani vynosu semene vzdy ze shodné
varianty ve stejném roce — pak vzdy byl dosazen vys$i vynos z parcelek, na nichz
probehla sklizen ¢asti pylu. Je ziejmé, ze vlivem sklizné pylu v dobé kulminace kveteni,
dochdzi k lepSimu opyleni rostlin vlivem zvySeného pohybu vzduchu v okoli prasnikii a
uvoliiovanych pylovych zrn v dobé€ sbéru pylu; tim 1 ndslednému zvySeni semenaiského
Vynosu.

Pé&stitelé se Casto obavaji poskozeni porostu v disledku sklizn€ pylu. Nas pokus
dokézal, Ze naopak po Setrné sklizni ¢asti pylu doslo k lepSimu opyleni porostu a tim
vys$Simu semenafskému vynosu.

Jak jsme zjistili, sruznou trovni hnojeni dusikem stoupa obsah tryptofanu
V pylovém zrnu (Pg 16, resp. Pooi11), ne vsak jeho biologicka (alergenni) aktivita (Pg os).
Tuto esencidlni aminokyselinu (tryptofan) populace pfijimd vyhradné potravou (Ci

vdechnutim). Domnivame se, Ze vdechovani ¢i konzumace produktii obsahujicich pyl
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(pylem kontaminovanych potravin a napoji) se zvySenym obsahem tryptofanu by
mohly (jako jeden z mnoha faktor() pfispivat ke zvySovani koncentrace tryptofanu
v krvi, a tim i k niz8i G¢innosti 1é¢by alergické rymy pacienta 1é¢eného specifickou
imunoterapii (SIT). Metabolismus tryptofanu se podili na vzniku a prabehu alergické
reakce, 1 kdyZ neni dosud piesné znamo, jakym mechanismem ke zvySeni koncentrace

Vv krvi dochazi [KOFLER a kol. 2012].
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7 ZAVER

V ramci vyzkumu byl zkouman vliv rizné Grovné vyzivy travnich porosti
dusikem na zmény chemické skladby pylového zrna a na zmény biologické (tj. jeho
alergenicity). Kostfava Cervena byla vybrana pro pokus, jelikoz roste na vSech pudnich
druzich, a to i v subalpinském pasmu a vyskytuje se na evropském, asijském,
americkém a africkém kontinentu a patii k nejvyznamnéj$im druhtim polindznich trav
v Evropé. Z ekologického hlediska je to nase nejskromnéjsi trava.

Pyl trav je souCasnymi trendy chapan nejen jako zarodecna buiika slouzici
k reprodukci druhu, ale i jako finalni komer¢ni produkt - jako surovina pro
farmaceuticky pramysl, kdy Ize cilen¢ ziskat kvalitativng i kvantitativné lepsi ¢i horsi
surovy material pro vyrobu extraktl slouzicich pro vyrobu prick testll a nasledné 1é€iv.

V soucasné dobé¢ je otazka péstovani travnich porostli velice aktualni. Travnich
porostll se péstuje stale vice a vice z riznych ditvodd. Napt. v poslednich letech silné
poklesl stav mlééného skotu a naopak silné narostl vyznam chovu masnych plemen,
kterd jsou vazdna na pastevni programy. Navic, kromé béznych ploch, jsou tedy
systematicky zakladany semendiské porosty trav pro vyrobu certifikovanych osiv (ve
vétsim rozsahu), kterd se pouZivaji nasledné pro zasev pastevnich a luc¢nich porosti.

Rovnéz soucasné celosvétové zeméde€lstvi, zejména v marginalnich oblastech
(LFA), hleda nové a alternativni zptisoby vyuziti zemédélské produkce. Jednim z nich
je 1 cilend produkce biomasy trav. V soucasnosti je vyzkum energetickych trav zaméten
na realizaci spalovani travni biomasy v technickych zafizenich a vyuzititrav pro
produkci bioplynu. Soudobym trendem je nejen vyzkum ekonomického piinosu, ale i
vyzkum dopadu novych trendti na zivotni prostiedi, krajinu a obyvatelstvo.

Béhem poslednich dvou desetileti stoupl vyskyt alergii v nékterych
civilizovanych statech na 30 — 40% populace. Jiz kazdy ctvrty az paty clovek trpi
alergii.

Predmétem pokusu bylo zjiSténi vlivu tfi urovni hnojeni dusikem na porostu
kosttavy Cervené ( Festuca rubra ssp. rubra L.) - odriida Tagera - na zmény chemické
skladby pylového zrna a na zménu jeho alergenicity (biologické zmény). Extrakty
vzorkd pylu (70% MeOH) byly analyzovany pomoci chromatografickych metod.
Vysledkem bylo zjisténi 8 vyznamnych detekovanych latek, které se vyskytovaly ve
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vSech vzorcich extrakt pylu v obou letech 2010 a 2011 (esencialni AMK tryptofan a 7
fenolickych latek).

Uroveit N- a PK-hnojeni ve tiech po sob& jdoucich skliziiovych roénicich
neméla vyznamny vliv na velikost pylovych zrn (primér 36,4um), na profil a obsah
fenolickych latek (Poos) ani na ukazatele alergické (biologické) aktivity (Popgs).
Vyznamné byl ovlivnén pouze obsah tryptofanu (dle Roy’s statistic Pg 016, resp. Po11).

Hnojeni N sice neovlivnilo alergenicitu pylu (Pos), vede ale obecné ke zvySeni
poctu lat a produkce pylu a tim ke zvySeni koncentrace pylovych zrn ve vzduchu v dob¢
kveteni semenné kultury (monokultury) kostfavy cervené v dané lokalit¢ a odtud i k
moznému zvySeni rizika vyskytu alergii u vnimavych osob. Tuto esencidlni
aminokyselinu (tryptofan) populace pfijimé vyhradné potravou (¢i vdechnutim).

Domnivame se, vdechovéni ¢i konzumace produkti obsahujicich pyl (pylem
kontaminovanych potravin a napoju) se zvySenym obsahem tryptofanu by mohly (jako
jeden z mnoha faktori) pfispivat ke zvySovani koncentrace tryptofanu v krvi, a tim i
niz8i Gcinnosti 1éCby alergické rymy pacienta 1éceného specifickou imunoterapii (SIT).
Metabolismus tryptofanu se podili na vzniku a pribéhu alergické reakce, 1 kdyZ neni
dosud pfesné znamo, jakym mechanismem ke zvySeni koncentrace v krvi dochazi.

Obecné¢ jsou travni semendiské porosty umistény ve vySSich polohach.
V soucasné dob¢ se diky dotacni politice vyuZiti trav v praxi rozmohlo a kazdoro¢ni
potieba osiv stoupa.

Primyslové vyspélé staty maji zpravidla i vyspélé zemédélstvi a to je dano v
podstaté vyuzitim mechanizace, chemie, energie a védeckych poznatki. A protoZe Slo v
prvé fadé o ekonomiku, byla sice vysledkem vysoka produktivita prace, ale s vice ¢i
mén¢ negativnim dopadem na pfirodni zdroje a tim i1 potraviny a Zivotni prostiedi.
Reakcei na tuto situaci jsou nyni snahy o trvale udrzitelny rozvoj, respektive setrvalé
zemedélstvi. Ma-1i tedy nadale byt setrvalé zemédélstvi ekologicky tnosné, a také
ekonomicky pftijatelné a rovnéz socialné spravedlivé i humanni, pak jednim ze zplisobii
dalsiho vyvoje bude ekologickd intenzifikace.

Z poznatkli vyzkumu vyplyvd, Zze semenaiské porosty (¢i jiné zakladané
monokulturni porosty) by neméli byt obecné cilené zakladany v okoli velkych
konglomeraci a zejména ne tam, kde je obvykle vysoké znecisténi ovzdusi. Samoziejmée

praxe toto mnohdy nedovoluje; pro tyto ptipady je pak vhodné omezit davky hnojeni

v
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8 SUMMARY

The disertation thesis examined the effect of various fertilisation rates on different
levels of nitrogen nutrition of grassland which changes in the chemical composition of
the pollen grain and the biological properties (allergenicity). Red fescue was chosen for
the experiment because grows on all soil types, even in the subalpine zone and occurs
on the European, Asian, American and African continent and is one of the most
important species of allergenic grasses in Europe. From an ecological perspective, this
is our modest grass.

Grass pollen is by a current trends, seen not only as a germ cell used for
reproduction of the species, as well as the final commercial product - as a raw material
for the pharmaceutical industry, which can be targeted to obtain qualitatively and
quantitatively better or worse raw material for the production of extracts used for the
production of skin prick tests and subsequently medicaments.

Currently question of grassland cultivation is very topical. Grasslands are grown
more and more for various reasons. In recent years, strongly decreased states of dairy
cattle and vice versa strongly increased the importance of livestock breeding, which are
tied to the grazing programs. Moreover, in addition to common areas, there are
systematically established grasses for certified seeds production (in greater extent),
which is subsequently used for sowing pasture and grassland. Also, the current global
agriculture, especially in marginal areas (LFA) is looking for new and alternative ways
of using agricultural production. One of them is targeted production of biomass grasses.
Currently, research is focused on energy grasses and implementation of grass biomass
burning in technical plants and on grasses used for the production of biogas. Current
trends are not only economic benefits of research, but also research on the impact the
environment, landscape and population.

During the last two decades, the ocurence of allergies increased in some civilized
countries to 30 - 40% of the population. Already every fourth to fifth person suffers
from allergies.

The object of this study was to determine the effect of three levels of nitrogen
fertilization on red fescue crop (Festuca rubra ssp. rubra L.), variety Tagera which
change in the chemical composition of pollen grains and their allergenicity (biological

changes). The pollen extract (70% methanol) was investigated for the tryptophan and
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phenolic compounds content using chromatographic methods. As a minor compounds
were detected substances with a similar spectrum of phenolics (flavonols, caffeic acid
units). The level of N-and PK-fertilization in three consecutive crop years had no
significant effect on the size of pollen grains (mean 36.4um), the profile and content of
phenolic compounds (Poos) or the allergic indicators (biological) activity (Pogs). There
was significantly affected only the content of tryptophan (according to Roy's statistic
Po.o1s, respectively Poo11). Although fertilization did not affect the allergenicity of pollen
(Po.os), but generally leads to an increase in the number of lat and pollen production and
thus increase the concentration of pollen in the air at the time of flowering red fescue
seed culture in the area and from there to the possible increased risk of allergies in
susceptible persons. This essential amino acid (tryptophan) is received by population
only in food (or inhalation). We assume, that inhalation or consumption of products
contained pollen (pollen contaminated food and beverages) with increased tryptophan
could (as one of several factors) contribute to increasing the concentration of tryptophan
in the blood, and thus lower effectiveness of the treatment of allergic rhinitis patients
treated by specific immunotherapy (SIT). Metabolism of tryptophan is involved in the
development and ocurence of allergic reactions, although it is not yet known exactly by
which mechanism is increased the tryptophan concentration in the blood.

Generally, grass seed crops are located at higher altitudes. Nowadays, thanks to
the use of grasses subsidy policy in practice prevalied, and the annual demand for seed
IS increasing.

Industrialized countries generally have well developed agriculture and it is
basically due to the use of machinery, chemicals, energy and scientific knowledge. And
since it was first the economy, there was indeed the result high labour productivity, but
with a more or less negative impact on natural resources and thus the food and the
environment. The response to this situation is now efforts to achieve sustainable
development, or sustainable farming. If, therefore, sustainable agriculture should be
environmentally acceptable and economically feasible and also socially just and
humane, then one of the ways of further development will be ecological intensification.

The research findings show that seed stands (or other founded monocultural
stands) should not generally be specifically established in the vicinity of large
conglomerates and especially where there is usually high air pollution. Of course, this
practice is often impossible, for these cases, it is appropriate to limit the dose of

nitrogen fertilization on the lower level, given the impact on public health.

142



Keywords:
Festuca rubra ssp. rubra L.; grassland; seed cultures; nitrogen fertilisation; pollen grain;

phenolic compounds; tryptophan; allergenicity; public health.

143



9 SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

AALBERSE, R. C.; KOSHTE, V.; CLEMENS, J. G. J. Immunoglobulin E
antibodies that crossreact with vegetable foods, pollen and hymenoptera venom.
Journal Allergy Clinical Immunology 1981, 68, s. 356 — 364

AAMLID, T. S.; HEIDE, O. M.; CHRISTIE, B. R.; MC GROW, R. L.
Reproductive development and the establishment of potential yield in grasses
and legumes. Forage seed production. Vol. 1, Temperature species. U. K.,
Wallingford: CAB International, 1997, s. 9 — 44

ABERG, N. Birth season variation in asthma and allergic rhinitis. Clinical
Experimental Allergy, 1989, 19, s. 643 — 648

AKDIS, C. A.; BLASER, K. Mechanisms of allergen-specific immunotherapy.
Allergy, 2000, 55 (6), s. 522 — 530

AKDIS, C. A.; BLESKEN, T.; AKDIS, M. et al. Role of IL-10 in specific
immunotherapy. Journal Clinical Investigation, 1998, 102, s. 98 — 106

AKDIS, C. A.; BLASER, K. IL-10 induced alergy in peripheral T cell and
reactivation by microenvironmental cytokines: two key steps in specific
immunotherapy. FASEB Journal, 1999, 13, s. 603 — 609

ANDERSON, H. R.; BAILEY, P. A.; BLAND, J. The effect of birth month on
asthma, eczema hayfever and respiratory symptoms, lung function and hospital
admissions for asthma. Int. Journal Epidemiologie, 1981, 10, s. 45 — 51

BASCOM, R.; PIPKORN, U.; LICHTENSTEIN, L. M.; NACLEIRO, R. M.

The influx of inflammatory cells into nasal washings during the late response to

antigen challenge. Revue Respiration Disaster, 1988, 138, s. 406 — 412

144



[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

BJORKSTEN, F.; SUONIEMI, 1. Dependence of immediate hypersensitivity on
the month of birth. Clinical Allergy, 1976, 6, s. 165 — 171

BIORKSTEN, F.; SUONIEMI, I.; KOSKI, V. Neonatal birch pollen contact and
subsequent allergy to birch pollen. Clinical Allergy, 1980, 10, s. 585 — 591

BENES, F. a kol. Metodika SOZ — Polni plodiny. 1. vyd. Praha: Ministerstvo
zemédglstvi a vyzivy pro UKZUZ, 1982, 382 s.

BOELT, B.; STUDER, B. Breeding for grass seed yield. Fodder Crops and
Amenity Grasses. Handbook of Plant Breeding 5, DOI 10.1007/978-1-4419-
0760-8_11, Springer Sci+Business Media, 2010, s. 161 — 174

BOUSQUET, J.; LOCKEY, R. F.; MALLING, H. J. WHO Position Paper.
Allergen immunotherapy: therapeutic vaccines for allergic diseases. Allergy,
1998, 53 (44 Suppl.), s. 1 —42

BOUSQUET, J.; VAN CAUWENBERGE, P.; KHALTAEY, N. et al. Allergic
hinitis and its impact on asthma. Journal Allergy Clinical Immunology, 2001,
108 (5 Suppl.), s. 147 — 334

BUC, M. Imunolégia. Bratislava: Veda, Vydavatelstvo SAV, 2001, 463 s.

BULUT, Y.; DEMIR, M. The allelopathic effects of Scots pine (Pinus sylvestris
L.) leaf extracts on turf grass seed germination and seedling growth. Indie,
Ghaziabad: Asian Journal of Chemistry, 2007, s. 3169 — 3177

BURES, L., HOCHOVA, B.; TESARKOVA, B. Standardizace alergent.
Medicina, 1999, 11/VI1,,s. 1 -4

CAGAS, B. Inovace technologickych postupli v travnim semenaistvi.
Informacni systém vyzkumu, vyvoje a inovaci. Zavérecna zprava 2004. Praha:

Ministerstvo zemédélstvi, 2005, 5 s.

145



[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

CAGAS, B.; FRYDRYCH, J. Informaéni systém vyzkumu, vyvoje a inovaci -
Inovace technologickych postupl v travnim semenaistvi. Praha: Mze — Narodni

agentura pro zemedélsky vyzkum, Zavérecna zprava, 2005, 11 s.

CAGAS, B., MACHAC, J., MACHAC, R. Pé&stovani travnich semen jako zaklad
a nedilnd soucast picninafstvi a travnikarstvi. Zbornik referatov z medzinarodne;j

konferencie ,,Produkéné, ekologické a krajinotvorné funkcie travnych
ekosystémov a krmnych plodin®. Nitra, 2004, s. 166 — 170

CAGAS, B.; MACHAC, J.;: SRAMEK, P.; FOLTA, J.; TVRZ, V. Semenafstvi
trav. Praha: SEVT Praha, 1989, 150 s., SEVT 98 231 0

CALDER, D. M. Inflorescence induction and initiation in the Gramineae. The

growth of cereals and grasses. London: Butterworths, 1966, s. 59 — 73

CALKHOVEN, P. G.; AALBERS, M.; KOSHTE, V. L.; POS, O.; OEl, H. D
AALBERSE, R. C. Cross reactivity among birch pollen, vegetables and fruits as
detected by IgE antibodies is due to at least three distinct cross reactive
structures. Allergy, 1967, 42, s. 382 — 390

CANONICA, G. W.; PASSALACQUA, G. Noninjection routes for
immunotherapy. Journal Allergy Clinical Immunology, 2003, 111, s. 437 — 448

COMTOIS, P. The experimental research of Charles H. Blackley. Aerobiologia,
1995, 11, s. 63— 68

CONNEL, J. T. Quantitative intranasal pollen challenge — effect of a daily
pollen challenge, environmental pollen exposure and placebo challenge on the

nasal membrane. Journal Allergy, 1968, 41, s. 123 — 13

CRETICOS, P. S. Allergic rhinitis. Asthma and rhinitis. Cambridge,
Massachussetts: Blackwell Science, 1995, s. 1394 — 1414

146



[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

DE GROOQOT, A. P. Protein and amino acid requirements of honey bee (Apis
mellifera). Physiologia Comparata et d 'Ecologia, 1953, 3, s. 197 — 285

DEVALIA, J. L.; BAVRAM, H.; RUSZNAK, C. et al. Mechanisms of
pollution-induced airway disease: in vitro studies in the upper and lower
airways. Allergy, 1997, 52 (38 Suppl.), s. 45 - 51

DIAZ-SANCHEZ, D.; DOTSON, A. R.; TAKENAKA, H.; SAXON, A. Diesel
exhaust particles induce local IgE production in vivo and alter the pattern of IgE
messenger RNA isoforms. Journal Clinical Investigation 94, 1994, s. 1417 —
1425

DIETHAR, B.; SAM, S.; WEBER, M. Walls of allergenic pollen: Special
reference to the endexine. Oslo: Taylor & Francis AS, 2007, s. 164 — 175, ISSN:
0017-3134

EKOFF, M. et al. Anti-apoptotic bfl-1 is the major effector in a activation-
unduced human mast cell survival. PLoS One, 2012, 7 (6), 39117 s.

EMEA Guideline on alergen products: Production and quality issues. European
Medicines Agency, Commitee for medicinal products for human use, London,
2008, 86 s.

ESCH, R. E., Grass pollen allergens. Allergens and Alergen Immunotherapy, N.
York: Aarcel Dekker, 1999, s. 103 — 120

FAEGRI, K.; IVERSEN, J. Textbook of pollen analysis. 4th ed., Chichester:
John Wiley & Sons, 1989, 328 s.

FAIREY, NA. Effects of water and nitrogen on seed production of creeping red

fescue. Canadian journal of plant science, 5/2008, 88 (3), s. 439 — 446, ISSN
0008 — 4220

147



[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

FAIREY, NA.; LEFKOVITCH, LP. Effect of method and time of application of
nitrogen fertiliser on yield and quality of seed of creeping red fescue. Canada,
Ottawa: AGR INST Canada, 2000, s. 809 — 811

FAIERAJZLOVA, V.; SVANDOVA, E. Alergicki onemocnéni v détské
populaci monitorovanych meést. Zdravi a Zivotni prostfedi. 2. konference
Systému monitorovani zdravotniho stavu obyvatelstva ve vztahu k Zivotnimu
prostfedi. Sbornik referatti. Milovy, 27. — 29. kvétna 1997, Praha: SzU, 1997, s.
124 — 135

FERENCIK, M.; ROVENSKY, J.; MATHA, V. Dictionary of Immunology,
Second Edition. Bratislava: Slovak Academic Press, 2002, 313 s.

FIALA, J.; KOUHOUTEK, A.; KLIR, J. Vyziva a hnojeni travnich a
jetelovinotravnich porosti. Metodika pro praxi. Praha: Vyzkumny ustav

rostlinné vyroby, v. v. i., 2007, s. 7 — 14, ISBN 978 — 80 — 870011 — 25 - 6
FICHTER, K.; SCHULZE, E. D. The effect of nitrogen nutrition on growth and
biomass partitioning of Annual plants originating from habitats of different
nitrogen availability. Bonn: Institute fiir Pflanzenbau., Oecologia, 1992, 92, s.
236 — 241

FOSSEN, T.; SLIMESTAD, R.; OVYSTEDAL, D. O.; ANDERSEN, @. M.
Anthocyanins of grasses. Biochemical Systematics and Ecology, 2002, 30, s.
855 — 864

FRANKLAND, A. W. Aerobiology in Medicine. Grana, 1991, 30, s. 19 — 23

FREW, A. J. Immunotherapy of allergic disease. Journal Allergy Clinical
Immunology, 2003, 111, s. 712 — 719

FUCIKOVA, T. Zaklady klinické imunologie. RDI PRESS, Praha, 1994 s. 209

148



[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

FRYDRYCH, J.; ANDERT, D.; KARA, J.; JUCHELKOVA, D. Travy jako
obnovitelny zdroj energie. Uroda, 2005, 11, s. 37 — 39

FRYDRYCH, J.; ANDERT, D.; KARA, J.; JUCHELKOVA, D. Nové poznatky
ve vyzkumu energetickych trav. Uroda, 2006, 12, s. 31-33

FRYDRYCH, J.; ANDERT, D.; JUCHELKOVA, D. Vyzkum energetickych
trav. Sbornik pfednasek technika a biomasa 4/2006. Praha, 2006, s. 33 — 35,
ISBN 80 — 86884 — 15 -5

GABORCIK, 8. Travy nase kazdodenné. B. Bystrica: Horizont, s.r.o., C.t.
88/742 540, 1988, s. 1 — 118, ISBN 80-967940-0-0

GALKA, A.; ZARZYCKI, J.; KOPEC, M. Effect of different fertilisation regres
on species composition and habitat in a long-term grassland experiment.
Intergrating Efficient Grassland Fading and Biodiverzity. Grassland science in
Europe, 2005, 10, s. 132 — 135, ISBN 9985 — 9611 -3 -7

GERRARD, J.; VICKERS, P.; GERRARD, C. The familial incidence of allergic
disease. Annual Allergy, 1976, 36, s. 10 — 15

GHIANI, A. et. al. Ragweed pollen collected along high-traffic roads shows a
higher allergenicity than pollen sampled in vegetated areas. Allergy, 2012 May
14, doi: 10.1111/5.1398-9995.2012.02846.x. (Epub ahead of print)

GILSUM, R.; BOELT, B. Validity of accessible critical nitrogen dilution curves
in perennial ryegrass for seed production. Denmark: Field crop Research, 2009,

111, s. 152 — 156

HEIDE, O. M. Control of flowering and reproduction in temperate grasses. New
Phytologist, 1994, 112, s. 347 — 362

149


http://cs.wikipedia.org/wiki/Tr%C3%A1va
http://cs.wikipedia.org/wiki/Tr%C3%A1va

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

ERBERT, W.W.; SHIMANUKI, H. Chemical coposition and nutritive value of
beecollected and bee-stored pollen. Apidologie, 1978, 9, s. 33 — 40

HOCHOVA, B. Stanovisko k &lanku specifickd alergenova imunoterapie
v Casopise Alergie, 2002, 4, s. 319 — 322

HOCHOVA, B. Specificka alergenovéa imunoterapie. Alergie, 2003, 4, s. 319 —
322

HOUBA, M., HOSNEDL, V. Osivo & sadba. 1. vyd. Praha: Martin Sedlacek,
2002, 186 s., ISBN 80-902413-6-0

HRABE, F. a kol. Travy a travniky — co o nich je§té nevite. 1. vyd. Olomouc:
Ing. Petr Bastan — Hanack4 reklamni, 2003, 158 s., ISBN 80-903275-0-8

HRABE, F. a kol. Travy a jetelovinotravy v zemé&dé&lské praxi. 1. vyd.
Olomouc: Ing. Petr Bastan , 2004, 121 s., ISBN 80-903275-1-6

HRABINA, M.; PELTRE, G.; VANREE, R.; MOINGEON, P. Grass pollen
alergens. Clinical and Experimental Allergy Rewiews, 2008, 8, s. 8 — 11

HRUBISKO, M. a kol. Alergolodgia. Osvéta, Martin, 2003, 518 s., ISBN 80-
8063-110-7

HRUBISKO, M.; KVASNICKA, P. Polinéza — aktualny problém aj v XXI.
storo¢i. Cast’ L.: priciny, klinické prejavy, stibor vySetrenych pacientov a metddy

spracovania. Klinicka imunoldgia a alergologia, 1997, 1,s. 510

IGER ANNUAL REPORT. Institute of Grassland & Environmental Reserch.
Aberystwyth: Cambrian Printers, No. 1995/96, 39 s., ISSN 0961 — 6071

150



[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

ILIOPOULOS, O.; PROUD, D.; ADKINSON, Jr. N. F, et al. Relationship
between the early, late and rechallenge reaction to nasal challenge with antigen:
observations on the role of inflammatory mediators and cells. Journal Allergy
Clinical Immunology, 1990, 86, s. 851 — 861

International Rhinitis Management Working Group. International Consensus
report on the diagnosis and management of rhinitis. Allergy, 1994, 49 (19
Suppl.),s.5-34

JANOVSZKY, J. Red fescue grass. Gras species cultivated in Szarvas

(Hungary). Szarvas: Research institute for irrigation, 1986, 48 s.

JOHNSTONE, D. E.; DUTTON, A. The value of hyposensitization therapy for
bronchial asthma in children — a 14 year study. Pediatrics, 1968, 42, s. 793 — 802

KALINER, M. K.; LEMANSKI, R. Rhinitis and asthma. JAMA, 1992, 268, s.
2807 — 2829

KAPYLA, M. Diurnal variation of tree pollen in the air in Finnland. Grana,

1984, 23, s. 167 — 176

KOCI, T. Alergenova imunoterapie vcera, dnes a zitra. Medical Tribune, 2010,

23,5.1-2

KOBES, M. Vybézkaté travy — biologie, ekologie, uplatnéni. C. Budg&jovice:

Jihoc¢eska univerzita, Zemédélska fakulta, Studijni materialy, 2009, s. 1 - 2
KOBES, M. Biologie a ekologie trav. Produkéni a mimoprodukéni uplatnéni

trav. Vyuziti trav pii bioindikaci vodniho a vyZzivného reZzimu. C. Budé&jovice:

JihocCeska univerzita, Zemédelska fakulta, Studijni materidly, 2009, 6 s.

151



[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

KOFLER, H. et al. Specific Immunotherapy Normalizes Tryptophan
Concentrations in Patients with Allergic Rhinitis. Arch Allergy Immunology,
2012, 159 (4), s. 416 — 421

MC KONE, M, J. Characteristic of pollen production in a population of New
Zealland snow — tussock grass (Chionochloa pallens Zotov). New Phytology,
1990, 116, s. 555 - 562

KRATENOVA, J. Alergicka onemocnéni v détské populaci v CR v roce 2001.
Prevalenc¢ni priifezova studie. Alergie, 2003, 5 (Suppl. 2),s. 8 — 10

LANGER, R. H. M. How grasses grow. London: Edward Arnold Publishers,
1972, 60 s.

LI, J. T.; LOCKEY, R. F.; BRENSTEIN, I. L.; PORTNOQY, J. M.; NICKLAS,
R. A. Allergen immunotherapy: a practice parameter. Annual Allergy Asthma
Immunology, 2003, 90, s. 1 —40

MAROUSEK, J. Two-fraction anaerobic fermentation of grass waste. Journal of
the science of Food and Agriculture, 2013, 93 (10), s. 2410 — 2414

MARSH, D. G.; MEYERS, D. A.; BIAS, W. B. The epidemiology and genetics
of atopic allergy. New England Journal Medicine, 1981, 305, s. 1551 — 1559

MARTINKOVA, Z.; HONEK, A. Piehled a vyskyt vyznamnych alergennich
rostlinnych druhd pro &lovéka. Praha: VURV, Védecky vybor fytosanitarni a
zivotniho prostiedi, 2004, s. 1 -2

MC MILLAN, R. M. Leukotrienes in respiratory disease. Paediatric Respiration,
2001, Revue 2 (3), s. 238 — 244

MIKA, V.; GAISLER, J.; KALAC, P.; KLEJDUS, B.; KOHOUTEK, A.:
KOMAREK, P.; KUBAN, V.; ODSTRCILOVA, V.; POZDISEK, J. Fenolické

152



[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

latky v lu¢nich rostlinach. Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha, 2001, 76 s.,
ISBN 80-86555-07-0

MIKA, V. a kol. Morfogeneze trav. 1. vyd. Praha: VURV, 2002, 200 s., ISBN
80-86555-20-8

MONTGOMERY SMIT, J. Epidemiology and natural history of asthma, allergic
rhinitis and atopic dermatitis (eczema). Allergy: Principles and Practice. St.
Louis: CV Mosby, 1988, s. 891 — 929

von MUTIUS, E.; MARTINEZ, F. D.; FRITZSCH, C.; NICOLAI, T.; ROELL,
G.; THIEMANN, H. H. Prevalence of asthma and atopy in two areas of West
and East Germany. Journal Respiration Critical Care Medicine, 1994, 149, s. 358
— 364

von MUTIUS, E.; SHERILL, D. L.; FRITZSCHG, C.; MARTINEZ, F. D,
LEBOWITZ, M. D. Air pollution and upper respiratory symptoms in children
from East Germany. Europe Respiration Journal, 1995, 8, s. 723 — 728

MYGIND, N. Diseases. Allergy Manual. UCB Pharmaceutical Sector, Brussels,
1992,5.70 - 76

NACLEIRO, R. M. Allergic rhinitis. New England Journal Medicine, 1991, 325,
s. 860 — 869

NACLEIRO, R. M.; NORMAN, P. S.; FISH, J. E. In vivo methods for study of
allergy: mucosal tests, techniques, and interpretation. Allergy: Principles and
Practice. St. Louis: CV Moshy, 1988, s. 437 — 460

NEDELNIK, J., POKORNY, R. Choroby picnich jetelovin. Agro, 2006, 6, s. 24
— 26

NEGRINI, A. C. Pollens as allergens. Aerobiologia, 1992, 8,s. 9 — 15

153



[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

NOON, L. Prophylactic inoculation against hay fever. Lancet, 1911, 1, s. 1572 —
1573

NYULASSY, S. Klinicka imunolégia a alergologia pre prax, Bratislava: Herba,
s.r.o., 2002, 142 s.

PEARSON, D.; FREED, D.; TAYLOR, G. Respiratory allergy and month of
birth. Clinical Allergy, 1977, 7,s. 29 — 33

PEDERSEN, P. A.; WEEKE, E. R. Allergic rhinitis in Danish general practice.
Allergy, 1981, 36, s. 375 — 379

POLLENINFO. How is pollen grain constructed. Mezinarodni portal pylové
sluzby, 2009, [cit. 2009-08-05]. Dostupny z:
<http://www.polleninfo.org/index.php?language=en&nav=_n7&module=article
&action=first_page&id=1249&id_parent=1243>

REGAL, V. Picni a plevelné travy. Praha: Statni zemé&délské nakladatelstvi,
1953, s. 1 -290, SZN ¢. 154

ROGERS, R. W. The effect of Festuca rubra on size, leaf demografy and
reproductive capacity of Vulva Fasciculata. St. Lucia: School of Plant Biology,
University College of North Wales. St. Lucia, The new Phytologist, 1980, 86, s.
229 — 236

RONGLI, O. A.; SAHA, M. C.; BHAMIDIMARRI, S.; HEIUDEN, S. VAN
DER. Fescues. Fodder Crops and Amenity Grasses. Handbook of Plant Breeding
5, Springer Sci+Business Media, 2010, s. 261 — 292, DOI 10.1007/978-1-4419-
0760-8_11

RYBNICEK, O. Pylova alergie — soudasné moznosti 1é¢by. Remedia, 1998, 8
(4),s. 206-218

154


http://www.polleninfo.org/index.php?language=en&nav=_n7&module=article&action=first_page&id=1249&id_parent=1243
http://www.polleninfo.org/index.php?language=en&nav=_n7&module=article&action=first_page&id=1249&id_parent=1243

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

RYBNICEK, O. Pylova alergie. Remedia, 2004, 14, s. 56 — 68

SEBEROVA, E. Specifickd imunoterapie v 1é¢b& bronchialniho astmatu (SIT).
Bronchidlni astma. Principy sledovéni a 1écby. Praha: Astra 1994, s. 114 — 119

SIBBALD, B.; STRACHAN, D. P. Epidemiology of rhinitis. Asthma and
rhinitis. Cambridge, Massachussetts: Blackwell Science, 1995, s. 32 — 43

SOLOMON, W. R.; MATHEWS, K. P. Aerobiology and inhalant allergens.
Allergy: Principles and Practice. St. Louis: CV Mosby, 1988, s. 312 — 372

SPIEKSMA, F. T.; NIKKELS, B. H.; DDKMAN, J. H. Seasonal appearance of
grass pollen allergen in natural, pauci-micronic aerosol of various size fractions.
Relationship with airborne grass pollen concentration. Clinical Experimental
Allergy, 1995, 25, s. 234 — 239

STRACHAN, D. P. Hay fever, hygiene, and household size. British Medicine
Journal, 1989, 299, s. 1259 — 1260

STRACHAN, D. P. Family size, infection and atopy: The first decade of the
“hygiene hypothesis®. Thorax, 2000, 55 (Suppl 1),s. 2 - 10

SYSTEM MONITOROVANI ZDRAVOTNIHO STAVU OBYVATELSTVA
VE VZTAHU K ZIVOTNIMU PROSTREDI. Pylové informaéni sluzba (PIS),
Narodni portal pylové sluzby, 2009, [cit. 2009-08-05]. Dostupny z:
<http://www.zupu.cz/index.php?pid=31>

SANTRUCEK, J. Picninafstvi — povolené odriidy. Praha: Vysoka gkola
zemédé@lska Praha, Nakladatelstvi a vydavatelstvi H&H, 1993, s. 1 — 121, ISBN
80-2123-0148-1

SASKOVA, D., STOLFA, V. Travy a obili. 1. vyd. Praha: Artia a.s. a Granit
s.r.o., 1993, 64 s., ISBN 80-85805-03-0

155


http://www.zupu.cz/index.php?pid=31

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

SLECHTITELSKA STANICE HLADKE ZIVOTICE Kostfava &ervena.

Firemni material., Zivotice, 2004, 1 s.

SPICAK, V. Poselstvi Josefa Lisky a Specificka alergenova imunoterapie
(SAIT) — prednaska. Praha: Universita Karlova, IPVZ — Subkatedra alergologie

a klinické imunologie, 2003, 6 s.

SPICAK, V. Astma a pylova alergie. Prakticky Lékat 74, 1994, s. 203 — 204

SPICAK, V. Poselstvi Josefa Lisky a Specificka alergenova imunoterapie
(SAIT) — prednaska. Praha: Universita Karlova, IPVZ — Subkatedra alergologie

a klinické imunologie, 2003, 6 s.

SPICAK, V.; HRUBISKO, M. Alergie. Praha: Institut UCB pro alergii, 2005, 64

S.

SRAMEK, P.; TVRZ, V. Picninaiské a semenaiské vyuziti novych odrid trav -
Metodiky pro zavadéni vysledkll vyzkumu do zemédé€lské praxe, 6/1990. Praha:
Mze CR — Ustav védéckotechnickych informaci pro zemédélstvi., 1990, s. 10 —
11, ISSN 0231 — 9470

STERBOVA, D.; MATEJICEK, D.; VLCEK, J.; KUBAN, V. Combined
microwave-assisted isolation and solid-phase purification procedures prior to the
chromatographic determination of phenolic compounds in plant materials.
Analytica Chimica Acta, 2004, 53, s. 435 - 444

TAGRO Cerveny Dvir, s.r.o. Kostiava ¢ervena vybézkatd TAGERA. Firemni
material., Tabor, 1999, 2 s.

TAYLOR, B.; WADSWORTH, J.; GOLDING, J.; BUTLER, N. Breast feeding,

eczema, asthma and hayfever. Journal Epidemiology, Community Health, 1983,
37,5.95-99

156



[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

THOMMEN, A. A. Hay Fever. Asthma and hay fever. Springfield: Thomas,
1931; 111 .

TOMEK, J. Pollen cleaning method and a device applying this method. Inventor:
Tomek, J. Int. Cl.: BO1D 36/00, BO1D 36/04, BO7B 7/06. World Intellectual
Property Organization, WO 2004/004866 A1, vydano 2004, 11 s.

TOMEK, J. Zpisob ¢isténi pylu a zafizeni k provadéni tohoto zptisobu. Inventor:
Tomek, J. Int. Cl.: BO1D 36/04, BO1D 36/00, BO1D 45/16, BO7B 7/04, BO7B
7/086, BO7B 7/10. Ceska republika, CZ 296898 B6, vydano 2006, 5 s.

TOMEK, J. Zptsob ¢isténi pylu a zafizeni k provadéni tohoto zplisobu. Inventor:
Tomek, J. Int. CL.: BO7B 7/06, BO1D 36/00, BO1D 36/04. Ceska republika, CZ
297625 B6, vydéano 2007, 7 s.

TRNA, J.; TABORSKA, E. Piirodni polyfenolové antioxidanty. Skripta
Lékarska chemie, 1. roc., 1. ¢ast., 2003, 96 s.

TROISE, C.; VOLTOLINI, S.; DELBONO, G.; EBBI, A.; NEGRINI, A. C.
Allergy to Parietaria pollen and month of birth. Allergologie Immunopathology,
1989, 17, s. 201 — 204

VALENTA, R.; KRAFT, D. What makes an allergen an allergen? Allergy
Clinical Immunology Internation, 1996, 8, s. 60 — 66

VAN CAUWENBERGE, P.; BACHERT, C.; PASSALACQUA, G. et al.
Concensus statement on the treatment of allergic rhinitis. Allergy, 2000, 55, s.

116 - 134

VESELA, M. Picni travy. Praha: CZU, Studijni materialy, Agrokrom, 2009, s. 3
a6

157



[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

VESELA, M., MRKVICKA, J., STEPANEK, P. Vyziva a hnojeni travnich
porostl. Agro, 2005, 5, s. 70-71

VONDRA, V.. REISOVA, M.; KOTESOVEC, F.. NOZICKA, 1.
VITNEROVA, N.; PLANEROVA, D. Prevalence alergickych rym u 14- az

15letych ve dvou méstskych a ve venkovském okrese Ceské republiky. Prakticky

Lekat, 1997, 77, s. 121 — 123

VSUP TROUBSKO, OSEVA. Trvani semenéistvi sou¢asnych &s. Odrtd a jejich
vyuziti pro picninafské a travnikové ucely. Vétrov: Sbornik ptrednasek pii

prilezitosti 50. vyro&i zalozeni SS Vétrov. 1988, s. 46 — 47

WACHS, M.; PROUD, D.; LICHTENSTEIN, L. M.; KAGEY-SOBOTKA, A;
NORMAN, P. S.; NACLEIRO, R. M. Observations on the pathogenesis of nasal
priming. Journal Allergy Clinical Immunology, 1989, 84, s. 492 — 501

von WAHL, P. G.; PULS, K. E. The emission of mugwort pollen (Artemisia
vulgaris L.) and its flight in the air. Aerobiologia, 1989, 5, s. 55 — 63

WASSERMANN, S. I. Mediators of immediate hypersensitivity. Journal Allergy
Clinical Immunology, 1983, 72, s. 101 — 115

WELLIVER, R. C.; DUFFY, L. The relationship of RSV-specific
immunoglobulin antibody responses in infancy, recurrent wheezing, and
pulmonary function at age 7-8 years. Pediatric Pulmonology, 1993, 15, s. 19 —
27

WRIGHT, A. L.; HOLBERG, C. J.; MARTINEZ, F. D.; HALONEN, M.;
MORGAN, W. Taussig LM. Epidemiology of physician-diagnosed allergic
rhinitis in childhood. Pediatrics, 1994, 6, s. 895 — 901

WUTHRICH, B. Epidemiology of the allergic diseases: are they really on the
increase? Int Arch Allergy Appl, 1989, 90, s. 3 - 10

158



10 SEZNAM TABULEK

Tab. 1 Dusik dodany hnojenim a jeho export sklizni

Tab. 2 Fosfor dodany hnojenim (32 kg P . hafl) a jeho export sklizni

Tab. 3 Vyziva travnich porostl, davky a pomér N : P : K

Tab. 4 Export drasliku sklizni pfi stupfiovanych davkéach dusiku

Tab. 5 Uroveti vynost dle zpisobu vyuZiti a stanovisté

Tab. 6 Doporuéené davky dusiku (kg . ha™)

Tab. 7 pH a obsah zakladnich makroprvkii v pidé (mg . kg ™), stiedni pudy,
Mehlich 111)

Tab. 8 Doporugené davky fosforu (kg . ha™)

Tab. 9 Doporugené davky drasliku (kg . ha™)

Tab. 10 Doporugené davky hoi¢iku (kg . ha™)

Tab. 11 Vliv mineralnich a statkovych hnojiv na vynos a kvalitu pice

Tab. 12 Priméry piivod Zivin do pidy ve statkovych hnojivech (kg . t™7)

Tab. 13 Preference pouZiti statkovych hnojiv na travnich porostech

Tab. 14 Vliv hnojeni na travni porost (dlouhodoby pokus — 23 roki, vysledky
jsou priméry z poslednich deseti let)

Tab. 15 Rozbory upraveného pylu — mikroskopicka analyza — 1. rok - 2010

Tab. 16 Rozbory upraveného pylu — mikroskopicka analyza — 2. rok - 2011

Tab. 17 Rozbory upraveného pylu — mikroskopicka analyza — 3. rok - 2012

Tab. 18 Velikost pylovych zrn (um)

Tab. 19 Identifikace 8 sledovanych latek dle analyz HPLC a LC - MS

Tab. 20 HPLC analyzy — 1. rok — 2010

Tab. 21 HPLC analyzy — 2. rok — 2011

Tab. 22 ELISA test — 1. rok - 2010

Tab. 23 ELISA test — 2. rok - 2011

Tab. 24 ELISA test — 3. rok — 2012

Tab. 25 Sklizefi semen z 1 parcelky (tj. 10 m?) v kg

159



11

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

SEZNAM OBRAZKU (v textu)

a), b)

© 00 N oo o1 B~ W N

=
o

11
12
13
14
15

Travni biom v CR

Struktura semendaiskych porostii

RozlozZeni stanic PIS

Pylové zrno

Schema struktury pylového zrna

Schema pokusu

SuSeni pylu na topnych deskach

Upraveny pyl ve vialkach

Detail pylového zrna

Obsah tryptofanu a 7 fenolickych latek v zavislosti na rizné urovni
hnojeni dusikem (prameér roku 2010 a 2011)

Spektra latek

HPLC separace extraktu z pylu. Popis vrcholt 1 - 8 viz Tab. 19
Tryptofan

Piiklady - sigmoidy extraktu (2010), standard a vzorky Al, A3, A5

SDS — PAGE - elektroforeogram — proteinovy profil z extrakti pylu

(kDa)
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14 PRILOHY

1. Geologicka mapa oblasti — I.




2. Geologicka mapa oblasti — Il. (legenda)

==« <63
oz ] w[a]e[7 ] «[A ][z =z ]=[1]

0foooese] o[ v ]l v |s| x |

KVARTER 1 - pogenni 2 - piséito-jilovité

M\i 0 umélych h nadrzi; 4 -lipm.M sedimenty;
. én: 5 — i pm hliny a hiinité

pblmoﬂl 7 - sprasové hliny, misty s Glomky hornin; 8 - nwulnl piscité "brky (svrchni pbb'om wurm);

9 ~ fluvidini phem nltky (stredni plomooon riss); 10 ~ fluvidini pistité Stérky (stfedni mn mindel);

TERCIER, ¢ (=pestré) jily; s p larnimi

plevézné ki 2 c .,:“_' i ddst iny, , plsky
é sed i bad 13 - my ké i, spodni éast: hdoul.n‘]lynphky(lupﬂ)

ce, slepence (na Nz
PAL!ZOIKUI. perm: 14 - chynwtkl vrstvy - pestré
méné i jilovce; v aleuropelitech kalcitické konkrece (spodni autun); 15 — Ihotlckb vnuy rudé, z¢asti i u«
vapnité prachovce, polohy jilovch, vrstvy s kalcitickymi konkrecemi, éoékovité viozky piséitych vapencii, viozky

phhoveo (spodni autun);

PALEOZOIKUM, stfedotesky p 16 - Zilny 17 - npl X it; 18 — Py ¥

melanokratni, zéasti porfyricky ta y syenit; 19 ~ sy az diorit olmhvl facie tdborského syenitu;

PREKAMBRIUM ?, moldanubikum: 20 - ummn a pfombnln m:om 21 - eklogit; 22 ~ dvojsl 2Zilny

granit az metagranit; 23 — muskoviticko-biotitické ortorula biotitické ortorula; 25 — mm-

leukoratni ortorula az metagranit; 26 — kvarcit; 27 - mmw a - kry y vép

29 - erlan; 30 - amfibolit; 31 — biotiticka a dvoj P misty s p svorQ (m.j. “chy
svory"); 32 ~ biotiticka 33 - misty s kvueﬂclﬂ ruly a kvarcitu:

34 - mlwmmxovm biotitické a2 Mjumn‘ pararuly; 35 - biotiticka a2 se silli

36 - biotitickd a sillimanit biotiticka misty s p itu a kvarcitickych rul;

37 - zjisténa j a hornin; 38 — pravdép g ych jednotek
a homnin; 39 - lit hornin; 40 - zlom y: 41 — zlom pfedp y nebo

mulomww 42~ Mummmm 43 - kataklaze, mylonitizace; 44 - foliace metamorfitd;

45 fosiini zvétraliny; 46 — vyplavovy kuZel; 47 - slufidk; 48 — kry 49 - 50 - y v ornicl;
51 - lom v provozu, opustény; 52 — hliniété; 53 - opusténé stiibmé doly.

Plehled mapovych podkiadi:
1. geologické mapy GPUP 1:50 000, -uyu.s:-m
wm . Opletal,

2. mm.namnum Tabor.
4 - Pra2eké prodmasty Viadimir Cech - UUG 1963
reambulovino M. Woﬂ;.‘l:n e
3. rukopisnd geologickd mapa 1 list
2 Tabor, M. Suk /7/, reambulovino M. Opletal, M. Novak

CGU 1994

4. zékladnl goologickd mapa CSSR 1:25 000, list
”M'u gdwmcmmsm list
u-uccmmwa

kvariér na celém Gzemi listy reambulovan P. Haviidek.

3 5 €GU 1094




3. Mapa — pozemkovy katastr

YX=734872 1120798 ["Jortofoto [ ] pozemkovy katastr
" Priblizeni Gzemi. [] def. body parcel [ | def. body budov

1:16373 -



4. Protokol o zkousce — rozbory piidy pted zasevem pokusu P, K, Mg, Ca, pH

"AGRO-LA", spol. s r.o.
stiedisko laboratoF
Jiraskovo predmésti 630/111, 377 01 Jindrichuv Hradec
tel:384 321 011-12, fax:384 320 558, mail: laborator(@agrola.cz

List ¢islo : 1

Protokol o zkouSce ¢. 405-P-2009/J Poget listi: 1

Zakaznik : Ing. Alena Ratajovd

Vzorek ¢islo : 405-P

Material : puda

Misto odbéru : Ing. Alena Ratajova

Odebral : zakaznik

Poznamka : P.K.Mg.Ca - vyluh dle Mehlicha III

Typ rozboru : dle objednavky

Datum pFijmu :7.12.2009 Obdobi zpracovani vzorku : 7.12.2009 - 21.12.2009

Ukazatel Hodnota | Jednotka N;Jé:;::a Pouzita metoda

Fosfor (P) 2) 154 mg/kg i 45:)71:);;('11:;9 AP 1 kap. 3, JPP AR Kap. 3, JPP ZK I kap. 7, CSN
Draslik (K) 407 mg/kg £20% | SOP 42 (JPP AP I kap. 3)

Hor¢ik (Mg) 2 125 mg/kg £15% | SOP42 (JPP AP I kap. 3)

Viapnik (Ca) 2] 1385 mg/kg +20% | SOP 42 (JPP AP I kap. 3)

pH (CaCl2) 5.15 = £0.10% | SOP 44 (JPP AP I kap. 2.3, CSN ISO 10523, CSN ISO 10390)
Pozn.: Metody nepodiéh kreditaci CIA jsou y (N) pred kddem SOP, (SA) akreditovana dodavka, (SN) neakred bdodavka, 1) adaj v pavodni hmotg, 2)
udaj ve 100 % susing 8) idaj v jednotkach pH

Uvedena méfeni je dardni nej y méfeni a koeficientu rozsifeni k=2, coZ pro Ini rozdéleni odpovida pravdépodob i pokryti asi 95 %.

Nezahrnuje nejistotu vzorkovani. Jednotlivé postupy metod jsou uloZeny v laboratofi k nahlédnuti

ProhliSeni: Tento protokol nesmi byt reprodukovan bez pisemného souhlasu laboratofe "AGRO-LA", spol_ s r.o. jinak nez cely. Vysledky se tykaji pouze predmétu zkousky a

i jiné dok v. 1 nerudi za spra odbéru v pfipade, Ze byl odbér proveden zadavatelem
V J.Hradci dne: 21.12.2009 Jméno, funkce, podpis, razitko : Ing. Martina Sulcova
#AGRO-LA" , spol. sxo- oA g
Sttedisko laboratof
Jirdskovo predmesti 630 /1

3. Jiradec 377 01



5. Protokol o zkousce — rozbory ptdy pied zdsevem pokusu N (vzorek inkubovany)

"AGRO-LA", spol. s r.o.
stredisko laboratof
Jiraskovo predmésti 630/111, 377 01 JindFichiuv Hradec
tel:384 321 011-12, fax:384 320 558, mail: laboratori@agrola.cz

Protokol o zkousce ¢.KS3-P-2010/J List gislo : 1

Pocet listu: 1

Zikaznik : Ing. Jiri Bocek

Vzorek &islo :KS3-p

Material : puda

Misto odbéru : Ing. Jifi Bocek.Ing. Ratajova. inkubovany

Odebral : zakaznik

Typ rozboru : dle objednavky

Datum prijmu +27.1:2010 Obdobi zpracovani vzorku : 27. 1.2010 - 22. 2.2010
| Ukazatel Hodnota | Jednotka h:fé':z:a PouZita metoda
IN-NH4 " 7.00 mg/kg : (N) SOP 76

N-NO3 " 213 mg/kg . (N) SOP 77

Pozn  Metodv nepodiéhajici akreditact CIA jsou oznateny (N) pfed kodem SOP, (SA) akreditovana subdodavka, (SN) neakreditovana subdodavka, 1) uday v pivodni hmotg, 2)
udaj ve 100 % suSiné

Uvedena nejistota meteni je souCinem standardni nejistoty meéfeni a koeficientu rozsiteni k=2. co2 pro normalni rozd¢leni odpovida pravdépodobnosti pokryti asi 95 %
Nezahrnuje nejistotu vzorkovani. Jednotlivé postupy metod jsou uloZeny v laboratofi k nahlednuti

Prohlideni: Tento protokol nesmi byt reprodukovan bez pisemneho souhlasu laboratofe "AGRO-LA" spol sro. jinak nez cely. Vysledky se tykayi pouze predmétu zkousky a
nenahrazuyi jiné dokumenty  Laboratof neruli za spravnost odbéru v pfipadée. 2e byl odbér proveden zadavatelem

V J.Hradci dne: 22. 2.2010 Jméno, funkce, podpis. razitko : lng./%aﬂina Sulco/\'é

ik
"AGRO-L.A", spol.sr. 0, /» {/[W

stfedish o iaboratof
Jirdskovo predmeésti 630/1H
37701 Jindtichtiv Hradee
D



6. Protokol o zkouSce — rozbory pudy pied zasevem pokusu N (vzorek

neinkubovany)

"AGRO-LA", spol. s r.o.
stredisko laborato¥
Jiraskovo predmésti 630/111, 377 01 Jindrichuv Hradec
tel:384 321 011-12, fax:384 320 558. mail: laborator'@agrola.cz

Protokol o zkou3ce ¢.KS2-P-2010/J i dido )

Pocet listu: |

Zakaznik : Ing. Jiri Bocek

Vzorek ¢islo :KS82-p

Material : ptuda

Misto odbéru : Ing. Jiti Bocek.Ing. Ratajova. neinkubovany

Odebral : zdkaznik

Typ rozboru : dle objednavky

Datum pFijmu :27.1.2010 Obdobi zpracovani vzorku : 27. 1.2010 - 22.2.2010

Ukazatel Hodnota | Jednotka N;:Jé':e':::a Pouzitd metoda

|N-NH4 " 4.90 mg/kg . (N) SOP 76
[N-NO3 " 19.4 me/kg — Jsor7

Pozn Metody nepodiéhayici akreditact CIA jsou oznaceny (N) pred kodem SOP, (SA) akreditovana subdodavka, (SN) neakreditovana subdodavka, 1) udaj v pdvodni hmoté, 2)
uda) ve 100 % suSing¢

Uvedena nepistota méteni je soucinem standardni nejistoty méfeni a koeficientu rozsiteni k=2, co2 pro normalni rozdélent odpovida pravdépodobnosti pokryti asi 95 %
Nezahrnue nepistotu vzorkovani Jednotlive postupy metod jsou uloZeny v laboratoft k nahlednuti

Prohliaseni: Tento protokol nesmi byt reprodukovan bez pisemného souhlasu laboratote “AGRO-LA" spol st o pmak nez cely  Vysledky se tykap pouze pfedmétu zkousky a
nenahrazu)i jin¢ dokumenty. Laboratof nerudi za spravnost odberu v ptipade. Ze byl odbér proveden zadavatelem

V J.Hradci dne: 22. 2.2010

Ll £

Jméno. funkce. podpis. razitko : lnyianina Sulcova
: o |
"AGRO:LA", spol. s . 0. //w (€674
stiedisko laboratof
Jiraskovo ptedmésti 630/111
377 01 Jindtichdv Hradee



7. Protokol o zkousce — rozbory N v nadzemnich ¢astech rostlin — 1. rok pokusu -
2010

PROTOKOL O ZKOUSCE &  121-R-10

Fkkkkhkhhkhhhhhhkkkhhhkh ok ok hkkk ok ok kh ok ok ok ok ok kkkkkk ok hhhkhkkhkkkhkkkhkkk ok ko k ok hkhkkkok k&

Dodavatel: "AGRO-LA", spol. s r.o., Jindfichiv Hradec

Zakaznik :4005 Ing. Jifi Boclek

* Ok ¥ ¥ * ¥ ¥

Datum pfijmu : 4. 5.2010
Vzorkoval : zakaznik *
Strana/poCet : 1/1 *

Ik ko kk ko kkk ok k ko k ko ko ko ko ko k ok k ke ko ko kb w kb k ke ko k ko ke kok &k

Cislo Plodina Pidni blok Su$ina Dusik
vz. [%] (%)
121 R Pokus TAGRO, kostrava Eervend, bez hnojeni 18.5 2.03
122 R Pokus TAGRO, kostrava Cervend, 1/2 davka N 16.3 3.19
123 R Pokus TAGRO, kostrava Cervend, plnd davka N 16.1 3.60

Tento protokol nesmi byt reprodukovan bez pisemného souhlasu laboratofe "AGRO-LA", spol. s
r.o. jinak neZ cely. Vysledky se tykaji pouze predmétu zkouSky a nenahrazuji jiné
dokumenty.

Y Toratof neruéi za spravnost odbéru v pripad®, Ze byl odb&r proveden zadavatelem.

Datum vypoctu : 7. 5.2010 Zpracoval (a) : Ing. Milan Kopenec

"AGRO-LA", spol. st. 0.
stiedisko laborator
Jiraskovo predmésti 630/111
37701 Jindfichtiv Hradec



8. Protokol o zkouSce — rozbory N, P, K, Ca, Mg, pH v nadzemnich castech rostlin
— 2. rok pokusu - 2011 - nehnojeno N

"AGRO-LA", spol. s r.o.
stiedisko laboratoF
Jiraskovo predmeésti 630/111, 377 01 Jindrichuv Hradec
tel:384 321 011-12, fax:384 320 558, mail: laborator@agrola.cz

v List ¢islo : 1
Protokol o zkoul ce ¢. 200-R-2011/J Bodiet Tt 1
Zakaznik : "AGRO-LA", spol. s r.o.

Jiraskovo predmésti 630/111
377 01 Jindfichuv Hradec

Vzorek ¢islo : 200-R

Material : Kostiava ¢ervena
Misto odbéru  : "AGRO-LA",spol s r.o0., nehnojeno
Odebral : zdkaznik
Poznamka : Typ mineralizace: mineralizace na mokré cesté
Typ rozboru : dle objednavky
Datum pFijmu :4.5.2011 Obdobi zpracovani vzorku : 4. 5.2011 - 6. 5.2011
Ukazatel Hodnota |Jednotka Nejistota Poull itd metoda
méfeni
Dusik (N) ?) 2.39 % 20%  [sopss
Fosfor (P) 2) 0.35 o 20% Isl())P 43-1 (JPP ZK I kap. 7,JPP AR kap. 3,CSN 46 7092-
SOP 41 (JPP ZK I kap. 7,JPP AR kap. 3,CSN 46 7092-
Draslik (K) 3.01 % 20% |13 SN 45 7092-14,CSN 46 7092-15)
. SOP 41 (JPP ZK I kap. 7,JPP AR kap. 3,CSN 46 7092-
Vépnik (Ca) %) 0.24 % 20% > BN 46 7092-14.06N 46 709219
’ o SOP 41 (JPP ZK I kap. 7,JPP AR kap. 3,CSN 46 7092-
Hoicik (Mg) ) 0.20 % A15% |15 SN 46 7092-14.CON 46 7092-15)
Sull ina 24.0 % al5% | SOP 39-1 (CSN ISO 11465)

Pozn.: 1) idaj v piivodni hmoté 2) udaj ve 100 % sull in&
Uvedena nejistota méfeni je soudinem standardni nejistoty mé&feni a koeficientu rozl ifeni k=2, coll pro normalni rozdéleni odpovida pravdépodobnosti pokryti
asi 95 %. Nezahrnuje nejistotu vzorkovani. Jednotlivé postupy metod jsou ulol eny v laboratofi k nahlédnuti.

Prohlall eni: Tento protokol nesmi byt reprodukovén bez pisemného souhlasu laboratofe "AGRO-LA", spol. s r.0. jinak nel cely. Vysledky se tykaji pouze
predmétu zkoul ky a nenahrazuji jiné dokumenty. Laboratof neruéi za spravnost odbéru v pripadg, I e byl odbér proveden zadavatelem.

Jméno, funkce, podpis,

V J.Hradci dne: 6.5.2011 p
razitko :

Ing. Martina [l ulcova



9. Protokol o zkouSce — rozbory N, P, K, Ca, Mg, pH v nadzemnich ¢astech rostlin
— 2. rok pokusu - 2011 - ': davka N

"AGRO-LA", spol. s r.o.
stredisko laborato¥
Jiraskovo predmeésti 630/111, 377 01 JindFichitv Hradec
tel:384 321 011-12, fax:384 320 558, mail: laborator@agrola.cz

List ¢islo : 1

Protokol o zkoul ce ¢. 198-R-2011/J BedatTistts |

Zakaznik : "AGRO-LA", spol. s r.o.
Jiraskovo predmeésti 630/111
377 01 Jindfichtv Hradec

Vzorek &islo 1 198-R

Material : Kostrava Cervena
Misto odbéru  : "AGRO-LA",spol s r.0., /2 ddvka N
Odebral : zékaznik
Poznamka : Typ mineralizace: mineralizace na mokré cesté
Typ rozboru  : dle objednavky
Datum pfijmu :4.5.2011 Obdobi zpracovani vzorku : 4. 5.2011 - 6. 5.2011
Ukazatel Hodnota |Jednotka |[\Sisto2 Poul ité metoda
méfeni
Dusik (N) %) 2.50 % #20% [SOP 55
FOSfOl’ (P) 2) 0.32 % a20% ]S]?P 43-1 (JPP ZK 1 kap. 7,JPP AR kap. 3,CSN 46 7092-
” o SOP 41 (JPP ZK I kap. 7,JPP AR kap. 3,CSN 46 7092-
Draslik (K) 2 3.04 %o 0% |1 ESN 46 7092-14,CSN 46 7092-15)
. o SOP 41 (JPP ZK 1 kap. 7,JPP AR kap. 3,CSN 46 7092-
Vépnik (Ca) 2) 0.26 %o 20% |15 ESN 46 7092-14,CON 46 7092-15)
¥x7s - SOP 41 (JPP ZK I kap. 7,JPP AR kap. 3,CSN 46 7092-
Hoitik (Mg) ) 0.04 %o A15% |15 ESN 46 7092-14,CSN 46 7092-15)
Sull ina 23.2 % al5% | SOP 39-1 (CSN ISO 11465)

Pozn.: 1) idaj v plivodni hmoté 2) Gidaj ve 100 % sull in&
Uvedena neji méfeni je soudi dardni nejistoty méfeni a koeficientu rozl ifeni k=2, col pro normélni rozdéleni odpovida pravd&podobnosti pokryti
asi 95 %. Nezahrnuje nejistotu vzorkovani. Jednotlivé postupy metod jsou ulol eny v laboratofi k nahlédnuti.

Prohlil eni: Tento protokol nesmi byt reprodukovan bez pi éh hlasu lab "AGRO-LA", spol. s r.0. jinak nel cely. Vysledky se tykaji pouze
predmétu zkoul ky a | ji jiné dokumenty. Laboratof neru¢i za spravnost odbéru v pfipadé, [l e byl odbér proveden zadavatelem.
Jméno, funkce, podpis,

V J.Hradci dne: 6.5.2011 Ing. Martina [l ulcova

razitko :



10. Protokol o zkousce — rozbory N, P, K, Ca, Mg, pH v nadzemnich ¢astech
rostlin — 2. rok pokusu - 2011 - plna davka N

199R Stranka ¢. 1 z |

"AGRO-LA", spol. s r.o.
stiedisko laborato¥
Jirdskovo predmésti 630/111, 377 01 JindFichiv Hradec
tel:384 321 011-12, fax:384 320 558, mail: laborator@agrola.cz

Protokol o zkoull ce & 199-R-2011/J Lisedtala. <

Pocet listi:

—

Zikaznik : "AGRO-LA", spol. s r.o.
Jirdskovo predmésti 630/I11
377 01 Jindfichiv Hradec

Vzorek &islo : 199-R

Material : Kostfava Cervena
Misto odbéru  : "AGRO-LA",spol s r.o., plna davka N
Odebral : zakaznik
Poznamka : Typ mineralizace: mineralizace na mokré cesté
Typ rozboru  :dle objednavky
Datum pfijmu :4.5.2011 Obdobi zpracovani vzorku : 4. 52011 - 6. 5.2011
Ukazatel Hodnota |lednotka |\&istota Poul ita metoda
méfeni
Dusik (N) %) 2.55 % @0%  |SOPSS
SOP 43-1 (JPP ZK | kap. 7,JPP AR kap. 3,CSN 46 7092-
Fosfor (P) 2) 0.34 % a20% | : W e
s SOP 41 (JPP ZK | kap. 7,JPP AR kap. 3,CSN 46 7092-
Draslik (K) 2 3.09 %o 20% |13 6N 46.7092-14.CEN 46 7092-15)
A o, |SOP 41 (JPP ZK I kap. 7,JPP AR kap. 3,CSN 46 7092-
Vipnik (Ca) 2) 0.26 % a20%  1i5 SN 46 7092-14,CSN 46 7092-15)
" SOP 41 (JPP ZK | kap. 7,JPP AR kap. 3,CSN 46 7092-
Hoi¢ik (Mg) 2) 0.04 % a15% 11> ESN 46 7092-14,CSN 46 7092-15)
Sull ina 232 % als% | SOP39-1 (CSNISO 11465)
Pozn.: 1) idaj v piivodni hmoté 2) (daj ve 100 % sull in&
Uvedena nejistota méfeni je sou¢inem standardni nejistoty méfeni a koeficientu rozll ifeni k=2, col pro alni rozdéleni odpovida p: P pokryti
asi 95 %. Nezah nejistotu kovani. Jednotlivé postupy metod jsou ulol eny v laboratofi k nahlédnuti.
Prohlil eni: Tento protokol nesmi byt reprodukovan bez pi ého souhlasu lab "AGRO-LA", spol. s r.0. jinak nell cely. Vysledky se tykaji pouze
pred zkoul ky a h ji jiné dok . Laboratof nerudi za spravnost odbéru v pfipadé, [ e byl odbér proveden zadavatelem

Jméno, funkce, podpis,

V J.Hradci dne: 6.5.2011 it
razitko :

Ing. Martina [l ulcova

http://maill.volny.cz/~~2888c0d2b155¢0259b4b6 16¢7db6c720/attach2/86 1e1fcf570c3cd4ed0d8764f3c423... 12.5.2011



11. Kosttava Cervena - pokus

12. Kostfava Cervena — trs




13. Kostfava ¢ervena — lata

14. Kosttava ¢ervena - pyl




15. Kostfava ¢ervena — sklizen semene — I.




16. Kostfava ¢ervena - sklizen semene — Il.

XA

I




17. Kostfava ¢ervena - sklizeni semene — II1I.




