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Summary: Precise small plot field trials have been established at a research station of FAFNR in Červený Újezd, where we tested effect of brassinosteroids on winter rapeseed: 24-epi, 4154BR and K3 in 2005/06; 24-epi, 4154BR and TOT in 2006/07; 24-epi, 4154BR in 2007/08. We have monitored yield, TSW, oil content and oil composition. In the three years average none of brassinosteroids exceeded yield of control variant. TSW value is slightly above level of control variant in 24-epi and oil content value is slightly above level of control variant in 4154BR. Regarding fatty acids composition in oil brassinosteroids influence has been of minimum. None of applied brassinosteroids has a crucial influence on rapeseed oil quality.
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Souhrn: Přesné maloparcelkové polní pokusy jsme založili na Výzkumné stanici FAPPZ v Červeném Újezdě, kde jsme testovali účinek brassinosteroidů na řepku ozimou: 24-epi, 4154BR a K3 v roce 2005/06; 24-epi, 4154BR a TOT v roce 2006/07; 24-epi, 4154BR v roce 2007/08. Sledovali jsme výnos, HTS, olejnatost a složení oleje. V tříletém průměru žádný z brassinosteroidů nepřekonal výnos kontroly. U HTS je mírně nad úrovní kontroly 24-epi a u olejnatosti 4154BR. Z hlediska složení mastných kyselin v oleji byl vliv brassinosteroidů minimální. Žádný z aplikovaných brassinosteroidů nemá zásadní vliv na kvalitu řepkového oleje.
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Úvod 

Brasinosteroidy jsou rostlinné biodynamické látky. Steroidní povahou se blíží živočišným hormonům, ale  současnost je řadí mezi fytohormony. Byly zjištěny jak ve vyšších rostlinách, kde jsou přítomny v různých částech - v pylu, semenech, listech, stoncích (stéblech), kořenech a květech tak i v řasách a houbách. Dodnes bylo charakterizováno 70 látek patřících do skupiny brassinosteroidů z toho 65 volných a 5 konjugovaných (Bajguz, Tretyn, 2003). Přírodní (24-epi) jsou označovány jako brassinolidy, syntetické jako brassinosteroidy. 

Pojmenovány byly podle řepky olejky (Brassica napus), z jejíhož pylu je prvně izoloval Groowe v roce 1979. Výzkumy potvrzují schopnost brassinolidu kvantitativně ovlivňovat morfogenezi rostlin (zvyšují počet buněk a prodlužují je, zvyšují počet produktivních odnoží, větví, klasů, šešulí či lusků). Makroskopicky se projevují zvýšením produkce sušiny rostlin, vyššími počty nasazených květů, plodů s větší velikostí a lepší kvalitou (výnos ředkviček se po brassinolidu zvýšil o 15 %, fazole a pepře o 35 %, pšenice a rýže o 15 %, brambor o 10 %, rajských jablíček o 40 %.) Brassinolid byl použit i do okurek, ve školkách při pěstování lesních stromů, do obilnin, řepky, či cukrovky s průkaznými pozitivními výsledky již při aplikaci 4.10-12 g na rostlinu, což při 250 rostlinách na 1 m2 činí 1.10-5 g na ha. Účinek až do 0,01 g na ha, vyvolá signál, který startuje fyziologickou odezvu, spočívající v řízení růstu. Potvrdilo se, že zmíněné látky podporují i metabolismus, zejména, enzymovou aktivitu buněk. 
V poslední době se studuje u nás i ve světě jejich aktivita ve vztahu k zátěžím: stresu herbicidy, chladem, suchem, deficitní výživou atd. Předběžně se ukazuje, že po jejich aplikaci vzrůstá odolnost rostlin (Kulaeva, 1991; Jiang, Wang, 1996; Schilling et al., 1991; Hathout, 1996; Anuradha, Rao, 2001; Takematsu, Takeuchi, 1989; Cutler, 1991; Krishna, 2003). Brassinolid je ale i při vysoké účinnosti pro širší zemědělskou praxi velmi drahý, protože v přírodních materiálech se nachází ve velmi malém množství a syntéza je obtížná. U nás je výzkum systematicky řadu let veden v Laboratoři růstových regulátorů Ústavu experimentální botaniky (ÚEB) v Olomouci a v Ústavu organické chemie a biochemie Akademie věd ČR. Bylo připraveno asi 50 nových brassinosteroidů, které se zkoušejí v polních pokusech na ČZU v Praze. Jsou sice i 10x méně účinné než přírodní brassinolid, ale zato 100x levnější, a aplikace v praxi, která se dosud jeví u mnohých plodin příznivě, by mohla být i levnější. Experimenty na ČZU se v posledních  letech 2005-2008 zaměřují na srovnání nativního 24-epi s deriváty, připravenými na Ústavu organické chemie a biochemie Akademie věd ČR. Cílem předložené práce bylo srovnání vlivu aplikace přírodního brassinolidu (24-epi) (chemický vzorec viz Obr. 1), a připraveného derivátu brassinosteroidu (jehož vzorec neuvádíme z důvodu současně probíhajícího patentového řízení na Ústavu organické chemie a biochemie Akademie věd ČR) na růst a výnos ozimé řepky a na kvalitu řepkového semene.

Obr. 1. Vzorec brassinolidu z řepky.
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Materiál a metody

Přesné maloparcelkové polní pokusy byly založeny v letech 2005/06-2007/08 na Výzkumné stanici FAPPZ v Červeném Újezdě. Stanice se nachází na rozhraní okresů Kladno a Praha-západ, cca 25 km od Prahy. Zeměpisné údaje jsou: 50(04’ zeměpisné šířky a 14(10’ zeměpisné délky, nadmořská výška 398 m n. m.. Převažujícím půdním substrátem je hnědozem, půda má střední až vysokou sorpční kapacitu, sorpční komplex je plně nasycen. Půdní reakce je neutrální, obsah humusu střední. Obsah P a K je střední až dobrý. Pokusné stanoviště spadá do oblasti mírně teplé, průměrná roční teplota vzduchu je 6,9(C, průměrný roční úhrn srážek je 549 mm. Délka vegetačního období činí 150-160 dní.

Pokusy byly založeny ve čtyřech (v roce 2007/08 ve třech) opakováních na parcelách o velikosti 1,25 x 9,5 m (netto) na hybridu NK Spirit (rok 2005/06) a linii Californium (roky 2006/07, 2007/08). Jednotlivé agrotechnické zásahy během vegetace jsou uvedeny v tabulce 1 a přehled pokusných variant v tabulce 2.
Tabulka 1: Přehled agrotechnických zásahů u řepky ozimé ve vegetačních letech 2005/06 - 2007/08 na Výzkumné stanici v Červeném Újezdě.
	Agrotechnický zásah
	2005/06
	2006/07
	2007/08

	Podzim

	Hnojení N, P, K, Ca, Mg před setím
	ne
	ne
	ne

	Sklizeň předplodiny (ozimá pšenice)
	23.8.2005
	22.8.2006
	25.7.2007

	Mulčování slámy
	24.8.2005
	23.8.2006
	1.8.2007

	Aplikace N na slámu (170 kg síranu amonného/ha)
	26.8.2005
	25.8.2006
	1.8.2007

	Podmítka (do 15 cm)
	-
	-
	1.8.2007

	Orba (22 cm)
	27.8.2005
	26.8.2006
	24.8.2007

	Předseťová příprava půdy kombinátorem
	27.-28.8.2005
	27.-28.8.2006
	25.8.2007

	Aplikace Treflan 48EC (2 l/ha)+Devrinol 45F (2,5 l/ha),
	-
	-
	25.8.2007

	Výsev, mořené osivo, výsevek 50 klíčivých semen na 1m2, po setí válení (Cambridge)
	29.8.2005
	31.8.2006
	26.8.2007

	Aplikace herbicidu Butisan Star (2,5 l/ha)
	30.8.2005
	1.9.2006
	-

	První aplikace graminicidu
	9.9.2005 - Agil 100 EC (0,5 l/ha)
	5.9.2006 - Gallant Super (0,5 l/ha)
	5.10.2007 – Targa Super (1 l/ha)

	Aplikace regulátoru růstu - Stabilan (2 l/ha) + Caramba (0,8 l/ha)
	6.10.2005
	nebylo potřeba
	nebylo potřeba

	Druhá aplikace graminicidu
	12.10.2005 - Gallant Super (0,5 l/ha)
	22.9.2006 - Targa Super (1 l/ha)
	nebylo potřeba

	Dle potřeby aplikace rodenticidu Stutox do děr, limacidu Vanish a proti černé zvěři Hukinolu na hadříky
	od září do prosince
	od září do prosince
	od září do prosince

	Jaro

	První 1a. dávka dusíku (35 kgN/ha) v LAV
	9.3.2006
	21.2.2007
	20.2.2008

	První 1b. dávka dusíku (40 kgN/ha) v LAV
	3.4.2006
	6.3.2007
	7.3.2008

	Aplikace Cyperkill 25EC (0,1 l/ha)
	-
	-
	11.3.2008


	Druhá dávka dusíku (50 kgN/ha) v LAV
	18.4.2006
	22.3.2007
	25.3.2008

	Aplikace Nurelle D (0,6 l/ha)
	21.4.2006
	15.3.2007
	1.4.2008

	Aplikace brassinosteroidů 
	26.4.2006
	28.3.2007
	24.4.2008

	Třetí dávka dusíku (30 kgN/ha) v LAV
	2.5.2006
	4.4.2007
	21.4.2008

	Aplikace insekticidů
	4.5.2006 - Karate Zeon (0,15 l/ha), 9.5.2006 - Decis EW 50 (0,15 l/ha), 15.5.2006 - Decis EW 50 (0,15 l/ha)
	nebylo potřeba
	21.4.2008 - Bulldock 25 EC (0,2 l/ha), 27.4.2008 - Cyperkill 25EC (0,1 l/ha)

	Sklizeň (maloparcelkový kombajn Wintersteiger)
	26.7.2006
	14.7.2007
	27.7.2008


Tabulka 2: Přehled pokusných variant ve vegetačních letech 2005/06 - 2007/08.

	Varianta
	2005/06
	2006/07
	2007/08

	1
	neošetřená kontrola
	neošetřená kontrola
	neošetřená kontrola

	2
	24-epi
	24-epi
	24-epi

	3
	4154BR
	4154BR
	4154BR

	4
	K3
	TOT
	nebyla


Po plném obnovení jarní vegetace ve fázi prodlužování byla řepka ošetřena brassinosteroidy: 24-epi, 4154BR a K3 (26.4.2006); 24-epi, 4154BR a TOT (28.3.2007); 24-epi, 4154BR (24.4.2008). Aplikační dávka činila 1.10-6 mol.1-1. Brassinosteroidy byly připraveny v Ústavu organické chemie a biochemie AV ČR. Účinnost byla porovnávána s neošetřenou kontrolou. V roce 2006/07 jsme aplikovali brassinosteroidy o přibližně měsíc dříve, protože se velmi brzo otevřelo jaro. Naopak rok 2005/06 se vyznačoval dlouhou zimou a pozdním otevřením jara. Obdobně i rok 2007/08 s rozvleklým předjařím umožnil aplikovat brassinosteroidy až v druhé polovině dubna.
Po sklizni bylo hodnoceno: HTS, olejnatost (při 8 % vlhkosti) a složení mastných kyselin v oleji pomocí plynové chromatografie (Agilent 6890, plamenoionizační detektor). Stanoveny byly metylestery jednotlivých mastných kyselin připravené alkalickou transesterifikací 0,4 M roztokem hydroxidu sodného. Separace probíhala na kapilární koloně HP-INNOWAX, 60 m, 0,25 mm, 0,25 µm za následujících podmínek: split 1:20, 200°C držet 1 min., 250°C při 10°C/min, držet 9 min., 260/270°C nástřik/detektor, nosný plyn N2 2,5 ml/min. Výsledky byly statisticky zhodnoceny programem Statgraphics metodou ANOVA a Multiple range testem Tukey na hladině významnosti 95 %.

Výsledky

Výnos, HTS a olejnatost

Z grafů 1 až 3 je patné, že mezi sledovanými variantami nebyly v žádném pokusném roce pozorovány statisticky průkazné rozdíly ve výnosu, HTS ani olejnatosti semen. K podobným výsledkům došel i Havel (2008), který testoval celkem 11 brassinosteroidů aplikovaných na jaře u řepky ozimé. Pouze TCOT byl jako jediný výnosově nad kontrolou (o 8 %). U olejnatosti se nad úroveň neošetřené kontroly dostalo celkem 7 brassinosteroidů (rozdíly však autor neměl statisticky průkazné). 

V roce 2005/06 byl prokázán pozitivní účinek některých brassinosteroidů (především 4154BR) na výnos a kvalitu (olejnatost semen). U výnosu semen se mírně nad úroveň kontroly dostala pouze varianta 3 (4154BR), rozdíl činí 0,06 t/ha (tj. 1,2 %). U olejnatosti jsou nad úrovní kontroly (41,5 %) varianty dvě: var. 3 (4154BR, 42,3 %) a var. 4 (K3, 42,1 %). Nejlépe vychází HTS, kde všechny varianty s brassinosteroidy jsou nad neošetřenou kontrolou.
V roce 2006/07 dosáhla neošetřená kontrola nejvyšší výnos semen (4,39 t/ha), druhou nejvyšší hodnotu HTS (4,020 g) a nejvyšší olejnatost (42,1 %). Tato skutečnost byla pravděpodobně způsobena dlouhotrvajícím suchem, které se výrazným způsobem podílelo na nižším účinku aplikovaných brassinosteroidů. K těmto závěrům docházíme na základě obdobných výsledků v účinnosti u jiných stimulátorů a podpůrných látek v takto suchém jarním období. Proto nelze rok 2006/07 považovat za rozhodující z hlediska účinku brassinosteroidů na tyto ukazatele.

V roce 2007/08 jsme vedle neošetřené kontroly zkoušeli pouze dva brassinosteroidy (24-epi a 4154BR). Ani v tomto třetím roce nebyly statistiky průkazné rozdíly u sledovaných ukazatelů. Výnosově nejlépe vyšla varianty 3 (4154BR), která o 2 % (tj. o 0,08 t/ha) překročila výnos neošetřené kontroly. Druhá varianta (24-epi) naopak za kontrolou zaostala o téměř 6 % (tj. o 0,22 t/ha). Tato varianta (24-epi) měla nejvyšší HTS (4,690 g) a naopak nejnižší olejnatost (42,9%). Nejvyšší olejnatost (43,3 %), ale naopak nejnižší HTS (4,453 g) jsme naměřili na variantě s aplikací 4154BR.

Graf 1: Výnos (t/ha), HTS (g) a olejnatost (%) semen po aplikaci brassinosteroidů v roce 2005/06.
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Graf 2: Výnos (t/ha), HTS (g) a olejnatost (%) semen po aplikaci brassinosteroidů v roce 2006/07.

[image: image3.emf]3

3,2

3,4

3,6

3,8

4

4,2

4,4

4,6

4,8

kontrola 24-epi 4154BR TOT

HTS (g) 

výnos (t/ha)

37

38

39

40

41

42

43

olejnatost

(%)

výnos HTS olejnatost


Složení mastných kyselin

Z hlediska složení mastných kyselin v oleji byl vliv brassinosteroidů minimální. V roce 2006 se statisticky významně od kontroly lišila varianta 24-epi, která zvyšovala obsah kyseliny eikosenové, a varianta 4154BR, která zvyšovala obsah kyselin eikosenové a behenové. Tyto kyseliny nicméně nemají zásadní vliv na kvalitu oleje a jsou v něm obsaženy pouze v malém množství (cca 1,25 % respektive 0,35 %). V roce 2007 byly pozorovány statisticky významné rozdíly u kys. erukové a palmitoolejové, obě se ovšem pohybují na hranici stanovitelnosti a tyto rozdíly jsou pravděpodobně způsobeny analytickou chybou. 24-epi dále zvyšoval obsah kys. linolenové, což ale neodpovídá výsledkům z roku 2006. V roce 2008 nebylo možno pozorovat statistické rozdíly u žádné ze stanovovaných kyselin. Při porovnání všech ročníků je vidět mírné snížení obsahu kyseliny palmitoolejové v roce 2008, zvýšení obsahu kys. palmitové v roce 2006 a zvýšení obsahu kys. stearové a linolenové v roce 2007 a 2008.

Lze konstatovat, že žádný z aplikovaných brassinosteroidů nemá zásadní vliv na kvalitu řepkového oleje a větší rozdíly jsou pozorovány v závislosti na ročníku.

Pokud zprůměrujeme stejné varianty za tři pokusné roky nejsou výsledky pro přírodní brassinolid (24-epi) ani syntetický brassinosteroid (4154BR) příliš příznivé (tab. 3). Výnosu kontroly se nejvíce blíží 4154BR, který zaostává o 0,4 %. U HTS je mírně nad úrovní kontroly 24-epi (o 0,7 %) a u olejnatosti 4154BR (o 0,7 %).

Graf 3: Výnos (t/ha), HTS (g) a olejnatost (%) semen po aplikaci brassinosteroidů v roce 2007/08.
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Tabulka 3: Porovnání výnosu semen (t/ha), HTS (g) a olejnatosti (%), tříletý průměr (2005/06-2007/08).
	 
	výnos
	HTS
	olejnatost

	
	t/ha
	%
	g
	%
	%
	%

	kontrola
	4,66
	100,0
	4,603
	100,0
	42,3
	100,0

	24-epi
	4,51
	96,7
	4,637
	100,7
	42,1
	99,6

	4154BR
	4,64
	99,6
	4,510
	98,0
	42,5
	100,7


Tabulka 4: Složení mastných kyselin v oleji u jednotlivých variant (%) 2006.

	
	C 16:0
	C 16:1
	C 18:0
	C 18:1
	C 18:2
	C 18:3
	C 20:0
	C 20:1
	C 22:0
	C 22:1

	Kontrola
	5,09
	0,29
	1,50
	62,43
	19,66
	8,90
	0,56
	1,20
	0,33
	0,04

	24-epi
	5,07
	0,29
	1,52
	62,79
	19,44
	8,66
	0,58
	1,25
	0,35
	0,04

	4154BR
	5,24
	0,31
	1,49
	61,91
	20,06
	8,78
	0,57
	1,24
	0,35
	0,04

	K3
	5,15
	0,29
	1,55
	62,21
	19,98
	8,67
	0,57
	1,21
	0,33
	0,04


C 16:0 – kys. palmitová, C 16:1 - kys. palmitoolejová, C 18:0 - kys. stearová, C 18:1 - kys. olejová, C 18:2 - kys. linolová, C 18:3 - kys. linolenová, C 20:0 - kys. arachidová, C 20:1 - kys. eikosenová, C 22:0 - behenová, C 22:1 – kys. eruková.
Tabulka 5: Složení mastných kyselin v oleji u jednotlivých variant (%) 2007.
	
	C 16:0
	C 16:1
	C 18:0
	C 18:1
	C 18:2
	C 18:3
	C 20:0
	C 20:1
	C 22:0
	C 22:1

	Kontrola
	4,31
	0,26
	1,65
	62,73
	19,84
	8,98
	0,58
	1,30
	0,32
	0,03

	24-epi
	4,43
	0,19
	1,70
	61,59
	20,44
	9,41
	0,59
	1,29
	0,33
	0,02

	4154BR
	4,37
	0,24
	1,19
	62,77
	19,97
	9,29
	0,55
	1,28
	0,31
	0,03

	TOT
	4,43
	0,28
	1,63
	62,43
	19,81
	9,20
	0,58
	1,29
	0,32
	0,03


C 16:0 – kys. palmitová, C 16:1 - kys. palmitoolejová, C 18:0 - kys. stearová, C 18:1 - kys. olejová, C 18:2 - kys. linolová, C 18:3 - kys. linolenová, C 20:0 - kys. arachidová, C 20:1 - kys. eikosenová, C 22:0 - behenová, C 22:1 – kys. eruková.
Tabulka 6: Složení mastných kyselin v oleji u jednotlivých variant (%) 2008.
	
	C 16:0
	C 16:1
	C 18:0
	C 18:1
	C 18:2
	C 18:3
	C 20:0
	C 20:1
	C 22:0
	C 22:1

	Kontrola
	4,22
	0,15
	1,54
	62,13
	20,03
	10,02
	0,57
	0,96
	0,34
	0,04

	24-epi
	4,31
	0,16
	1,57
	61,61
	20,23
	10,15
	0,58
	0,99
	0,35
	0,06

	4154BR
	4,18
	0,16
	1,53
	61,98
	20,05
	10,14
	0,58
	0,97
	0,36
	0,05


C 16:0 – kys. palmitová, C 16:1 - kys. palmitoolejová, C 18:0 - kys. stearová, C 18:1 - kys. olejová, C 18:2 - kys. linolová, C 18:3 - kys. linolenová, C 20:0 - kys. arachidová, C 20:1 - kys. eikosenová, C 22:0 - behenová, C 22:1 – kys. eruková.

Závěr 

V žádném pokusném roce nebyly mezi variantami pozorovány statisticky průkazné rozdíly ve výnosu, HTS ani olejnatosti semen. V tříletém průměru žádný z brassinosteroidů nepřekonal výnos kontroly. U HTS je mírně nad úrovní kontroly 24-epi a u olejnatosti 4154BR. Z hlediska složení mastných kyselin v oleji byl vliv brassinosteroidů minimální. Žádný z aplikovaných brassinosteroidů nemá zásadní vliv na kvalitu řepkového oleje.
Při optimálním průběhu vegetace je účinek brassinosteroidů u řepky minimální nebo dokonce žádný. Uplatnění mohou tyto látky najít v případě stresovaných porostů (nikoliv však suchem), což se domnívá i Havel (2008).
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