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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva faktory indukce tvorby hliz lilku bramboru (Solanum tuberosum
L.) vin vitro podminkach. Cilem bylo sledovat kultivaci jednonodalnich segmenti lo-
dyh na induk¢énim médium se snizenym obsahem anorganického dusiku na 12 pmol, 80
g/l sacharozy a ptidavku 10 mg/l BA pro tvorbu hliz. Byla hodnocena frekvence tuberi-
zace, morfologické zmény, velikost a hmotnost hliz. Byly zalozeny tii skupiny explan-
tatd, lisici se délkou kultivace na indukénim médiu. Byly sledovany zmény v obsahu
endogenni ABA v jednonodalnim segmentu lodyhy a ve stolonu. Sledovaly se zmény
v obsahu endogennich cytokininti, dale pak obsah dusiku, produkce etylenu, etanu a
CO,. Byly pfipraveny trvalé mikroskopické preparaty zachycujici pfeménu axildrniho
pupenu ve stolon, resp. hlizu. ZvySeny obsah ABA v dobé¢ tvorby hliz doklada jeji vliv
na tuberizaci. Nejvétsi vliv z cytokinini na tuberizaci ma BA, iP a iPR. A naopak nulo-
vy vliv mél Z a ZR. Obsah etylenu, etanu, CO; a dusiku souvisi s délkou kultivace na

indukénim médiu.
Kli¢ova slova: lilek brambor, tuberizace, ABA, CK, dusik, etylen

This thesis deals with the factors responsible for induction of the formation of tuber
potato (Solanum tuberosum L.) in in vitro conditions. The aim was to observe cultivati-
on of the nodal segments of stems on the induction medium with reduced content of
inorganic nitrogen 12 pmol, 80 g/l sucrose and the addition of 10 mg/l BA for the for-
mation of tubers. The frequency of tuberisation was evaluated, as well as morfological
changes, size and weight of the tubers. Three groups of explants were established diffe-
ring in lenght of cultivation on the induction medium. These were monitored for chan-
ges in the content of endogenous ABA in the nodal segments of stem and stolon. Moni-
toring of the changes in content of endogenous cytokinin, nitrogen content, production
of ethylene, ethane and CO, was performed as well. Permanent microscopic preparati-
ons were prepared to detect transformation of the axillary bud into stolon, resp. tuber.
Increased content of ABA during the tuber formation demonstrates its effect on tuberi-
zation. Amongs cytokinins, the biggest effect of cytokinins on tuberization has BA, iP
and iPR. Conversely, Z and ZR had no influence. Contents of ethylene, ethane,CO, and

nitrogen are related to the lenght of culturing on the induction medium.

Key words: potato, tuberization, ABA, CK, nitrogen, etylene
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1 UVOD

Lilek brambor (Solanum tuberosum L.) patii mezi plodiny s dlouhou historii péstovani.
Brambory s nejvétsi pravdépodobnosti pochazeji z oblasti pohoii And v Jizni Americe.
Byly domestikovany v Peru a Bolivii zhruba pfed 8000 az 5000 lety pfed naSim leto-
poétem. Do Evropy je piivezli Spanélé v 16. stoleti po objeveni Ameriky. Trvalo téméf
200 let, nez se brambory zacaly rozsifovat jako lidska potrava. Poté se rozsitily do celé-
ho svéta a staly se zakladni potravinou lidstva. V Evropé se lilek brambor stal oblibenou
plodinou mezi obyvateli. Byl pouzivan jako zakladni potravina pii nedostatku obilovin
vV dobé hladomoru. Péstovani brambor v 19. stoleti zabranilo v Evropé cyklickym hla-
domortim a epidemiim kurdé&ji. Dokonce byl zjistén nartst poc¢tu obyvatel v oblastech,
kde se brambor péstoval (BROWN a HENFLING 2014). Novodoba historie brambor se
zacala rozvijet pied dvaceti lety, kdy se zménilo jejich péstovani a odridova skladba.
Brambory se ptestaly péstovat ke krmeni hospodarskych zvirat a omezilo se jejich vyu-
ziti na vyrobu $krobu a lihu takové jako bylo v 90. letech. P&stovani brambor v Ceské
republice ma dlouholetou tradici. Vyroba nativniho bramborového skrobu ma na dnes-
nim uzemi Ceské republiky tradici od poloviny 19. stoleti, kdy byly brambory zpraco-
vavané na skrob jako pfidruzena vyroba velkostatkli. Brambory zpracované na brambo-
rovy Skrob maji vSestranné vyuziti v potravinaiském, textilnim a papirenském primys-
lu. V soucasné dobé funguji u nas Ctyfi provozovny zabyvajici se produkci $krobu
Z brambor, které plné¢ svou kapacitou nahrazuji ptivodnich sedmnact Skrobaren, které
Skrob vyrab€ly na uzemi nasi republiky v 80. letech minulého stoleti. Brambory jsou
zlepSujici plodinou v osevnim postupu. Péstebni plochy brambor neustale klesaji,
pted deseti lety plochy brambor ptfedstavovaly 40 000 ha, pfi¢emZ v soucasné dobé¢ se
jedna o néco kolem 30 000 ha. Primérny vynos brambor na hektar v letech 2006 — 2011
je 28,67 tun/ha. V letech 2012 — 2015 byl primérny vynos 26,47 tun/ha.

Lilek brambor je viceleta hliznata rostlina z Celedi lilkovité (Solanaceae), pésto-
vana jako jednoletd plodina. Vyrtstd do vysky 50-100 cm, vyjimecné az do vysky
1,5m. Je to bylina s hranatou, bohat¢ vétvenou lodyhou, s ptimou nebo i poléhavou,
s kratkymi trichomy. Listy jsou lichozpefené mirn¢ ochlupené 20 az 30 cm dlouhé.
Kvéty nejcastéji bilé az fialové se syt zlutymi az oranzovymi prasniky. Plody jsou zlu-
té az zelené bobule o velikosti 2 az 4 cm, které uvnitf obsahuji bila semena. Podzemni

¢ast je charakteristickd svazCitymi kofeny s hlizami elipsovitého nebo nepravidelného
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tvaru. Pokozka hliz je okrové zluta az svétle hnéda nebo u nekterych kultivar ¢ervena
az Cervenofialova. S vyjimkou hliz je celé rostlina jedovata. Brambory se mnozi pie-
vazné vegetativné hlizami nebo také v mensi mife generativné. Lilek brambor se péstuje
zejména pro podzemni hlizy, které vznikaji metamorfézou stonku. Existuje celd fada
kultivart, které se 1i$i podle doby zralosti hliz na rané, polorané a pozdni odridy. Dale
podle vyuziti na konzumni a priimyslové. Také se lisi tvarem hliz na kulovité nebo ro-

hlickovité, barvy slupky a konzistence duzniny.

Nézev brambor se u nas pouziva pro kulturni, polokulturni a ptibuzné plané druhy
pSenici a kukufici. Cilem vyzkumu je pochopit proces tuberizace a vyvoj hliz
(JACKSON 1999). V Ceské republice se zkonzumuje na 70 kg brambor na osobu, coz
nas tadi na ptredni mista ve svété. Brambory obsahuji fadu nutri¢né¢ vyznamnych latek.
Jsou bohaté na mineraly, vitaminy, bilkoviny a jsou témét bez tuku. Hliza bramboru
obsahuje v zavislosti na odrud¢, terminu sklizné, délky a zptusobu skladovani asi 20 %
susiny a 80 % vody. Susina je tvofena prevazné sacharidy 11-18 %, dusikatymi latkami

2 % a minimem tuka 0,1 %.
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2 CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo sledovat morfogenetické zmény v procesu tuberizace
u lilku bramboru (Solanum tuberosum L.) v podminkach in vitro. Byly zaloZeny expe-
rimenty, u kterych byly sledovany zmény v procesu tvorby hliz vlivem rozdilné délky
kultivace na indukénim médiu se snizenym obsahem anorganického dusiku. Byla stano-
vena kriticka délka pro indukci tuberizace v podminkach in vitro. Byl stanoven obsah
fytohormonil a dusiku, které maji vliv na indukci a prubéh tuberizace. Byly pfipraveny

mikroskopické preparaty zachycujici pfeménu stolonu v hlizu.
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3 LITERARNI PREHLED
3.1 Tuberizace

Tuberizace u brambor je sezonni, morfogeneticky proces piemény stonku v zasobni
hlizu. Hliza je metamorfovany stonek. Jednd se o komplexni proces zahrnujici anato-
mické, hormonalni a biochemické zmény vedouci k diferenciaci lateralnich stonkd, sto-
lont a hliz (HAJIREZAEI et al. 2000). Tuberizace probiha v nékolika fazich: stoloniza-
ce, inhibice rustu stolonu, indukce a iniciace rastu hliz. VREUGDENHIL a STRUIK
(1989) popsali ctyfi nezbytné kroky pro tvorbu hliz na rostlindch bramboru. Prvnim
krokem je iniciace tvorby stolonu z axilarniho pupenu. Za druhé se jedna o rust a vétve-
ni stolonu. Ve treti fazi dochézi k zastaveni longitudinalniho ristu stolonu. Poslednim
a tedy ctvrtym krokem je indukce a iniciace tvorby hliz lilku bramboru. Proces tuberi-
zace se sleduje zejména v in vitro podminkach, kde dochazi k vétsi frekvenci tvorby
hliz oproti polnim podminkam (FERNIE a WILLMITZER 2001). Iniciace tuberizace je
doprovazena morfologickymi a biochemickymi zménami. Zmény v ristu jsou zapiici-
nény zménami hladiny hormontit (EWING 1995). Tento sezénni vyvojovy proces je
ovliviiovan celou fadou vnitinich a vnéjSich faktor. Mezi indukujici faktory patii nizka
teplota, kratky den, nizky pfisun dusiku, sacharidy a cela fada fytohormonti. Uginek
jednotlivych fytohormont se béhem tuberizace méni. Mezi faktory, které inhibuji pru-
beh tuberizace, patfi dlouhy den, vysoka teplota a vysoky ptijem dusiku. Mezi vnitini
faktory indukujici tuberizaci patii obsah fytohormonti, zejména kyselina abcisova, kyse-
lina indolyl-3-octova, etylén, kyselina jasmonova a cytokininy, dale pak sachardza.
Z vngjsich faktori se jedna o teplotu, fotoperiodu a mineralni vyzivu dusikem. Tuberi-
zace se sklada ze tii vyvojovych kroki za prvé z indukce hliz, za druhé z iniciace hliz
a za treti z rastu hliz (EWING a STRUIK 1992). Podle nékterych autort, napt. VREU-
GDENHIL a STRUIK (1989) ve své praci uvadeji, Ze jsou Ctyii faze tuberizace, zatim-
co Vv nov¢jsi publikaci EWING a STRUIK uvadéji, ze jsou pouze tii faze tuberizace.
Tuberizace brambor je vysoce komplexni proces regulovany i pfitomnosti sachar6zy —
zdroj uhliku v médiu (ALTINDAL a KARADOGAN 2010). GREGORY a LE (1956)
stolony jsou podzemni vyhonky lilku bramboru, které rostou Sikmo nebo vodorovné.
Vrcholy téchto stonki se metamorfuji v zasobni hlizy. Tvorba stoloni za¢ind hned

po klic¢eni, Casto jesté diive, nez se objevi nadzemni ¢ast.
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Mikropropagace brambor in vitro je vyznamnym postupem pro produkci hliz. Mik-
rohlizy jsou prvni generace bramborové sadby ziskané v podminkach in vitro, feSici
problém pievodu z in vitro do ex vitro. Maji moznosti vyuZiti pro snadné uskladnéni,
transport a mechanizaci pro jejich malou velikost a malou hmotnost. Proces produkce
sadby je redukovan na 3-4 roky (NISTOR et al. 2010). Meristémové kultury poskytuji
reproduktivni a ekonomické metody pro produkci viruprosté sadby (NISTOR et al.
2010). S produkci sadby brambor jsou spojeny dva problémy. Prvnim z nich je nizky
vynos sadby. A druhym problémem je hrozba virovych, houbovych a bakterialnich ne-
moci pii Vegetativnim mnozeni sadby. Existuje korela¢ni vliv velikosti hliz na rtst nad-
zemni ¢asti a také listli. Plati, ze vétsi hlizy zptisobuji vétsi rst listl a nadzemni ¢asti a
rast hliz. Produkce zdravych hliz je stézejnim problémem produkce brambor v mnoha
zemich. Patrné je to pfi vhodné mikropropagaci a produkei hliz. Hlavnim problémem je
vysokd cena (KAWAKAMI a IWANA 2012). Rychly produkéni systém zahrnuje Ctyfi
faze podle TADESSE et al. (2001):

1) in vitro multiplikace
2) aklimace

3) normalizace pouziji se jednonodalni segmenty, které se nechaji zakotenit

4) produkce hliz

3.2 Vnitini faktory tvorby hliz na tuberizaci

Jednad se o endogenni faktory tuberizace, piedev§im o rizné fytohormony. Tyto
vnitini faktory pienaseji informaci/signal od vnéjsich faktorti a do jist¢é miry na nich
zaviseji a jsou jimi ovliviiovany.

3.2.1 Hormonalni regulace tvorby hliz

Fytohormony pfedstavuji vyznamny endogenni faktor tuberizace. Fytohormony za-
hajuji pfeménu stolonu v zdsobni hlizu, pokracuji ptisobenim v jejim rdstu a po Case
vyvolavaji jeji dormanci, tzn. Ze zabranuji predCasnému raseni pupent a riistu nadzemni
¢asti. Hormony se mohou syntetizovat bud’ ptimo v hlize nebo mizou byt do ni trans-
portovany z okolnich pletiv, organii. Analyza téchto hormondlnich signalt je pomérné
narocné a doposud komplexné nevysvétlend. Proces hormondlni regulace se jesté kom-
plikuje tim, ze transportnimi cestami miize byt floém, xylém, apoplast nebo symplast

(BANGERTH 2008).
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3.2.2 Uc¢inek auxinu
Auxiny patii mezi vyznamné fytohormony, které hraji vyznamnou roli pfi tuberizaci

lilku bramboru, kde ovliviuji témét kazdou fazi zivotniho cyklu. Nejvyssi koncentrace
auxinu je piredevSim v mistech jeho syntézy, jedna se o primarni meristém predevSim
vzrostného vrcholu a mlad¢ listy. Odtud je signal pifenasen bazipetalné na misto spotie-
by (LOMAX et al. 1995). Bazipetalni transport auxini je polarni a udrzuje polaritu mezi
buiikami v pletivech, ale i orgdnt. Polarni transport se vyznacuje vyznamnym morfoge-
netickym ucinkem a je potfeba pro vystup specifickych proteinovych pienasect tzv.
PIN proteini a AUX proteinti pro vstup auxinu do buiiky (BLAKESLEE et al. 2005).
Auxiny pusobi antagonisticky proti u¢inku cytokininti. Podporuji apikalni dominanci
a brzdi rust axilarnich pupent. Potlacuji rist primarniho kofene a zaroven podporuji rist
boc¢nich a adventivnich kotfent. IAA podporuje rist kofene a tvorbu hliz a soucasné
brzdi rast stonku. Auxiny nemaji vliv na pocet zalozenych hliz, ale ovliviuji jejich veli-
kost (ROMANOV et al. 2000). Auxin hraje vyznamnou roli béhem tvorby hliz. Hladina
auxinti se dramaticky zvysi ve stolonech pfed zacatkem tuberizace a ziistava relativné
vysoka pfi nasledném rastu hliz, coz naznacuje podporovaci vliv auxinu na tvorbu hliz
(ROUMELIOTIS et al. 2012). Auxin méni orientaci meristému z lateralniho na longitu-
dindlni. Vysledkem je terminace elongace stonku a radidlni ztloustnuti stolonu. ZvySena
koncentrace auxinti ve stolonu mtize podporovat déleni a expanzi buné€k. Zména bunéc-
ného déleni souvisi zejména s poklesem obsahu GA. Proto rozdil mezi obsahem GA

a IAA muZe hrat roli v indukci tvorby hliz (KLOOSTERMAN a BACHEM 2014).

3.2.3 Utinek giberelint
Vnéjsi faktory jako teplota, obsah dusiku, fotoperioda a obsah sachar6zy v médiu

mohou ovlivilovat endogenni hladinu fytohormont v rostliné. Hladina endogennich
giberelinl (GA) je zvySena za neindukénich podminek, a naopak za indukénich podmi-
nek tuberizace se jejich hladina snizuje (VREUGDENHIL a SERGEEVA 1999). Pro-
dluzovani stonku je spojeno s intenzivnim riistem, coz vede k nedostate¢né tvorbé me-
chanickych pletiv. Rust kofend je zpravidla potlacen. Déale se GA ucastni procesu sti-
mulujicich kliceni semen a oddalujicich senescenci. Bylo provedeno detailni srovnani
obsahu GA ve vrcholech stolont a ve vyvijejicich se hlizach. Vysledky ukazuji, Ze vyssi
obsah endogennich GA je v rostoucich stolonech, zatimco pfed viditelnou iniciaci hlizy
byl obsah siln¢ redukovan (XU et al. 1998). V rostlinach bramboru je vyssi hladina GA

za neinduk¢nich podminek. Pokud osetfime celou rostlinu GA, dojde k inhibici tuberi-
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zace. Tuberizaci miizeme podpofit, pokud aplikujeme supresory a inhibitory ¢innosti
GA. Existuje 120 riiznych GA pouze GAj je aktivni, psobi v ranych fazich tvorby hliz,
kde inhibuje indukci hliz pii tuberizaci. Obsah GA ve vrcholech stolont v pribéhu tu-
berizace klesa. Exogenni aplikace GA vede u lilku bramboru k potlaceni tuberizace,
a tedy K intenzivnéj§imu riistu stolonit (ROUMELIOTIS et al. 2012). Rada vyvojovych
zmén u rostlin je zplsobena zménou fotoperiody. Bylo zjisténo, ze GA pusobi jako
sekundarni poslové v procesech vyvolanych dlouhou fotoperiodou. Indukce stolont
probiha za dlouhého dne, zatimco indukce tvorby hliz je vyvolana kratkym dnem. Po-
kud budeme aplikovat GA, miizeme zabranit tuberizaci. Indukce tuberizace je vyvolana
nizkou hladinou GA v rostliné. K potlaceni tuberizace dochazi za podminek dlouhého
dne a za soucasného vysokého obsahu GA v rostliné (DRAGICEVIC et al. 2008). Exo-
genni aplikace GA zlepSuje tvorbu stolonu, ale negativné ovlivituje indukci tuberizace.
Osetieni hliz GA zptsobilo snizeni dormance (COLEMAN et al. 2001). GA ma silny
inhibi¢ni efekt a zpluisobuje degradaci aktivni GA ve vrcholech stolond. Piitomnost GA
hraje roli v riznych fazich tvorby bramborovych hliz. Transgenni rostliny se snizenou
expresi StGA20x1, vedly k normalnimu ristu a opozdéné tuberizaci in vitro. Bylo uve-
deno, Ze uloha StGA2ox1 na zaCatku tvorby hliz Upravou hladiny GA v subapikalni
oblasti stolonu usnadiuje normalni vyvoj a rust hliz (KLOOSTERMAN et al. 2007).
Bylo potvrzeno, Ze patrné témét vSechny GA tuberizaci inhibuji, ale na druhou stranu
MARKAROV (1990) zjistil, Ze tuberizace se miiZze vyskytnout i po oSetfeni gibereliny,
ale je opozdéna a hlizy jsou mensi a na rostling jich vznikne méné. GA plsobi v ranych
fazich tvorby hliz, podileji se na elongaci stonku a stolonu. GA hraji roli ve zméné me-
ristémove identity a reorientaci bunécného déleni (ROUMELIOTIS et al. 2012). U fy-
tochromu B vykazuji deficitni rostliny zvySenou hladinu GA nebo citlivost. Bylo zjisté-
no, ze hlizy jsou protdhlé a obsahuji nedostatecné mnozstvi chlorofylu (JACKSON
a PRAT 1996).

3.2.4 Udinek cytokinint
Cytokininy (CK) jsou syntetizovany zejména v apikalnich meristémech a kotenech,

kde probiha intenzivni bunécné de€leni a odtud jsou rozvadény do cilovych rostlinnych
pletiv. Exogenni aplikace CK ma vliv na formovani stolonti pfi tuberizaci a také ma vliv
na vétveni stolontt (ROUMELIOTIS et al. 2012). Ke stejnym zavérim dosel takeé
RASPOR et al. (2012), ktery tvrdi, ze CK jsou syntetizovany pfevazné v kotenech

zejména v apikalnich meristémech, odkud jsou rozvadény do ostatnich casti rostliny.
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M¢én¢ jsou potom syntetizovany v mladych plodech, embryich a mladych listech. Vyssi
obsah endogennich CK obsahuje koten oproti stonku, prevdzné v inaktivni formé. Sta-
noveni CK pomoci hmotnostni spektrometrie, ukazala, Ze hladina zeatin ribosidu je
v indukénich podminkach vyssi oproti neindukénim podminkam. OSetfeni jednonodal-
nich segmentl zeatin ribosidem vede k tuberizaci (MAUK a LANGILLE 1978). Vyssi
koncentrace BA (benzyl adenin) vede k vyssi frekvenci tvorby hliz. Bylo zjisténo, ze
koncentrace 5 mg/l BA vede Kk nejvyssi tvorbé hliz, a naopak nejnizsi pocet hliz vznikl
pii koncentraci 1 mg/l BA. Obsah BA ma vliv na ¢erstvou hmotnost hliz — plati, ze pfi
vy$§i koncentraci BA jsou hlizy vétsi a naopak (EBADI a IRANBAKHSH 2011). CK
se ucastni tvorby hliz. Hraji roli v buné&ném déleni, rozd€leni asimilatd, akumulaci
Skrobu a signdlnich drahach fytohormond, ¢imz ovliviiuji vznik hliz. Pomér cytokinini
a auxinii ma vliv na bunécné déleni, proto lze predpokladat, ze to ma podobny vliv
i na tvorbu hliz (KLOOSTERMAN a BACHEM 2014). BA inhibuje rust kofent u jed-
nonodélnich segmentt lilku bramboru. Interakci mezi CK a JA snizoval celkovy obsah
cukrti v hlizach (SARKAR et al. 2006). Piidavek BA do média ma vliv na pokrocilou
tvorbu hliz a bylo pokusem prokazano, Ze hlizy se objevi o 10 — 20 dni dtive, nez u kon-
troly (GALIS et al. 1995). Rust stolonti na médiu s kinetinem vede k tvorbé hliz oproti
médiu bez kinetinu, to se hlizy netvofi. Kinetin eliminuje potfebu indukce fotoperiody
K tvorbé hliz u rostlin bramboru, coz dokazuje stejny sklon k tuberizaci, jako u rostlin
vystavenych kratkému dni (FORSLINE a LANGILLE 1976).

Pouziti exogennich CK nebo zvySend produkce CK v rostlinnych pletivech vede
k oddaleni senescence list, a tim se prodlouzi fotosynteticka produkce. CK stimuluji
transport zivin do listl z jinych ¢asti rostliny. Regulace syntézy fotosyntetickych pig-
mentl a bilkovin je ovlivnéna svétlem a mineralni vyzivou v kombinaci s CK. Aplikace
CK pozitivné pusobi na indukci tvorby hliz a hromadéni §krobu v rostoucich stolonech.
Vyssi koncentrace CK byla zjisténa ve Spickach stolonli a v rostoucich hlizach (DI-

MALLA a VAN STADEN 1977).

3.2.5 Utinek kyseliny abscisové
Bylo zjisténo, Ze ke zvySené syntéze ABA dochdzi za ptedpokladu, Ze je rostlina ¢i

jeji Casti vystaveny stresu, jako je sucho, chlad, zasoleni, poranéni a infekce. Ke hroma-
déni ABA v rostlinnych pletivech dochéazi za podminky, kdyz je rostlina vystavena stre-

su suchem. Nizkd hodnota vodniho potencidlu sméfuje k prudkému ndrastu ABA
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Vv kotfeni a souCasné nastava inhibice prodluzovani stonku a prodluzovani primarniho
kofene (SAAB et al. 1990). Ke snizovani vodniho potencialu dochazi v souvislosti se
stoupajici koncentraci sacharozy a ionti v médiu. Nizky vodni potencidl negativné
ovlivituje délku stonku, ¢erstvou hmotnost list, pocet kofend, coz je spjato i poctem
vzniklych hliz (GOPAL et al. 2008). Xylémem ptipadné floémem probiha transport
a distribuce ABA do vSech ¢asti rostliny. ABA je primarn¢ transportovana do listl, kde
se Ucastni zavirani praduchi. Béhem vyvoje stolonu a hlizy dochazi k poklesu obsahu
ABA v rostlin¢ (XU et al. 1998). Pti péstovani brambor v médiu, které obsahovalo pou-
ze sachardzu a kyselinu abscisovou, dochazelo se zvySovanim jeji koncentrace v médiu
ke zvySovani poc¢tu noveé zalozenych hliz. Bylo pozorovano, ze tyto hlizy se bez dodani
ostatnich fytohormont jen nepatrné zvétSovaly. To ukazuje na to, Ze kyselina abscisova
ma ulohu v zaloZeni hliz a jejich rist jiz pfili§ neovliviiuje (KODA a OKAZAWA
1983). Endogenni gibereliny a kyselina abscisova byli identifikovany a kvantifikovany
vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii a plynovou chromatografii — hmotnostni
spektrometrii. Bylo zjiSténo, ze GA podporuje prodluzovani stolonu a inhibuje tvorbu
hliz, ale v ptipadé¢ ABA je to naopak. ABA podporuje tuberizaci a omezuje prodluzova-
ni stolonu Endogenni hladina ABA klesa v priibéhu stolonizace a vyvoje hliz. Urovei
kyseliny abscisové je srovnatelna v indukujicich i1 neindukujicich podminkach (XU et

al. 1998).

3.2.6 Kyselina jasmonova
Kyselina jasmonova (JA) je zapojena do iniciace tuberizace u lilku bramboru. Pod-

pora ¢i inhibice tuberizace se odviji od davky aplikované JA (ROUMELIOTIS et al.
2012). Bylo prokazano, Ze kyselina jasmonova podporuje tuberizaci, pficemz tato sti-
mulace je silnéj$i u ranych odriid bramboru a s délkou vegetace schopnost tvorby hliz
slabne (KODA et al. 1991). Bylo zjisténo, ze koncentrace JA s t¢inkem na tuberizaci je
20x vys$si nez v ptipadé kinetinu (cytokinin). JA je syntetizovana v listech pod indukg¢-
nimi podminkami, déale je hydroxylovana a je transportovana do stolonti, kde se ucastni
spusténi tvorby hliz jako kyselina tuberonova. U¢inek JA a kinetinu se odviji od fyzio-
logického veéku rostliny. Kinetin a JA byly pfidany do média, kde také kinetin kromé JA
byl efektivnim induktorem tuberizace (PELACHO a MINGOCASTEL 1991). Zaroven
byl pozorovan inhibi¢ni vliv kyseliny jasmonové na rust stolonti pfi vysSich koncentra-
cich (7,5 = 10 uM) u ranych kultivarid. Po aplikaci kyseliny jasmonové nebyl pozorovan

zadny ucinek na pocet hliz. U ranych kultivarti podporovala tvorbu suSiny v hlizach.
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Kyselina jasmonova zvysSuje obsah redukujicich a celkovych cukri v hlizéch vcetné
obsahu Skrobu (SARKAR et al. 2006). U jamt z ¢eledi smedincovitych, jednd se o jedlé
Skrobnaté hlizy podobné bramboru, bylo pozorovéno, ze hladina endogenni JA se
v listech s postupnym rdstem zvySuje a z toho vyplyva, ze JA vyvolava rust hliz. JA
byla izolovéana z listi a identifikovana pomoci HPLC a hmotnostni spektrometrie (KO-
DA a KIKUTA 1991). JA vykazuje indukujici aktivitu u tuberizace rostlin lilku bram-
boru, ktera je zahajena expanzi buné€k. Disky bramboru kultivovany na médiu s JA ved-
ly k bobtnani diskt po jednom dni v kultufe a do péti dni se jejich hmotnost zdvojnaso-
bila. Bylo potvrzeno, ze kyselina jasmonova a methylester kyseliny jasmonové se podi-
leji a vyvolavaji indukci hliz (TAKAHASHI et al. 1994). Obsah ribosidii a 9-glukosidu
cytokininll je ovlivnén pfitomnosti nebo nepfitomnosti kyseliny jasmonové. OSetieni
rostlinek bramboru JA vedlo k rozsifeni kofenového systému, rozsiteni listové plochy,
navyseni poctu uzlin na stonku a zvétSeni priméru stonku (DERMASTIA et al. 1994).
Interakce JA s endogenni GA v meristému stolonu ma vliv na tvorbu hliz. JA je obsaze-

na ve vysokych koncentracich v peridermu (ABDALA et al. 1996).

3.2.7 Etylén
Etylén pfi niz8ich davkach tuberizaci podporuje, ale pii vysSich davkach dochazi

K inhibici potlaceni u¢inku cytokinini a oxidu uhli¢itého. Nadbytek etylénu vede
k tomu, ze hlizy neobsahuji témét zadny Skrob a jsou protahlé. V dusledku vysokého
obsahu etylénu v kultivacnim médiu a nedostate¢ném obsahu oxidu uhli¢itého dochazi
K tvorbé svétlych kalust bez obsahu chlorofylu na bazi stolonti rostlin bramboru (MIN-
GO-CASTEL et al. 1974). Etylén aplikovany jako synteticky ethefon inhibuje etiolizaci
axilarnich vyhonkt a stimuluje radialni rist po celé délce vyhoni. Stejné jevy nebyly
pozorovany pii aplikaci ACC — prekurzoru etylénu. Ethefon potlacil tvorbu hliz. Dvoji
role etylénu v indukci tvorby hliz méla pozitivni vliv tim, Ze blokuje prodlouZeni stolo-

nt a potlacuje iniciaci hliz (VREUGDENHIL a VAN DIJK 1989).

3.3 Vnéjsi faktory na indukci tvorby hliz

Vnéjsi faktory tvorby hliz lilku bramboru ptfedstavuji vlivy vnéjsiho prostredi, které
tuberizaci bud’ stimuluji, nebo naopak inhibuji, G¢inky téchto vlivii se mohou scitat ne-

bo odcitat. Vné&jsi faktory spolecné s aktivitou genil rostliny bramboru ovliviiuji stav
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a vyvoj vnitinich faktort tuberizace. Mezi vnéjsi faktory patii teplota, fotoperioda, kon-

centrace sachar6zy v médiu, mineralni vyziva, vlhkost a jing.

3.3.1 Sacharéza
Cukr hraje roli v koordinaci a naasovani vyvojovych procest. Vysoka troven do-

stupného cukru zpisobi tvorbu zasobnich organt tedy hliz (GIBSON 2005). V médiu
probiha interakce mezi dusikem a sachar6zou. Sachar6za ma vyznamny vliv na indukci
hliz pfi tuberizaci, nejmensi mnozstvi sacharézy vedouci k tuberizaci je 2-3 % a opti-
malni mnoZstvi sachardzy v médiu je 8 % (NISTOR et al. 2010). Uginek indukce pietr-
vava urcitou dobu, ikdyz indukujici podminky uz nejsou k dispozici. Sachar6za neni
urcujici morfogenni faktor na poc¢atku vzniku hliz (GREGORY 1956). V procesu tube-
rizace vysoka koncentrace sachardzy neptedstavuje zdroj energie, ale vyvolava indukéni
signal. Délka dne ma rozhodujici vliv na hladinu cukru p#i udrzovani signalu tuberizace
(PERL et al. 1991). Apikalni vrcholy stolonil tvotici hlizu akumuluji §krob a sacharézu,
ale obsah hexozy zejména fruktozy klesa. Ve vyvijejici hlize je dvakrat vice Skrobu
oproti ostatnim ¢astem rostliny lilku bramboru (ROSS el al. 1994). Pti pouziti sachard-
zy a maltdzy do média na indukci tuberizace brambor bylo sledovano, jak koncentrace
téchto sacharidi ovliviluje vznik hliz. Nejvyssi celkova hmotnost hliz byla dosaZena
pii koncentraci 4 % u maltozy a 10 % u sachardzy, ptiCemz optimalni hlizy se tvoftily
pii 4 % maltoze a 6 % sacharoze. Nizka a vysoka koncentrace sacharozy potlacuje zaca-
tek mikrotuberizace a vede k zisku méné hliz (ALTINDAL a KARADOGAN 2010).
Maximalni katalyticka aktivita invertdzy (enzym katalyzujici hydrolyzu sachar6zy)
a aktivita sachardza syntazy spolu nepiimo koreluje. Béhem rané faze tuberizace je ak-
tivita invertazy vysoka a béhem maturace klesa, souvisi to s akumulaci Skrobu a uloze-

nim proteinii (HAJIREZAEI et al. 2000).

Sachar6za je vyznamnym asimildtem translokovanym do hliz, pfi indukci hliz apo-
plasticky a pfi jejich zvétSovani symplasticky (FERNIE a WILLMITZER 2001). Sacha-
réza je ve vyvijejich hlizach pfeménovana na Skrob, proto je nezbytné zajistit po celou
dobu kultivace dostate€né mnozstvi sachardzy v médiu. NiZ§i mnoZstvi sachardzy
v médiu ovlivituje pouze velikost hliz, které jsou tvofeny az z 20 % Skrobem. Syntéza

Skrobu je nezbytny proces pro rust hliz (FERNIE a WILLMITZER 2001).
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3.3.2 Fotoperioda
Tuberizace u lilku bramboru je siln¢€ ovliviiovana délkou dne, pticemz plati, ze krat-

ké dny a dlouhé noci vznik hliz stimuluji a naopak dlouhé dny a kratké noci tento jev
inhibuji. MACHACKOVA et al. (1998) sledovali rostliny lilku bramboru po dobu dvou
mésich za raznych podminek. Jednalo se o tfi varianty, ¢ast rostlin byla vystavena krat-
kému dni (14 hod. noc), druha varianta zahrnovala rostliny vystavené kratkému dni,
pfi¢emz noc byla pferusena jednou hodinou svétla a tieti varianta se tykala rostlin, které
byly vystaveny kontinualnimu svétlu (dlouhy den). Rostliny z kratkého dne tvoftily hli-
zy, zatimco rostliny z dlouhého dne kvetly, pfestavka 1 hodinu potlacila tvorbu hliz
a vedla ke slabsimu kveteni. Zména fotoperiody mize zménit indukované hladiny fyto-
hormont. Zatimco komer¢ni odrudy jsou pomérné necitlivé k délce dne, brambory vol-
né zijicich druhti Solanum demissum nebo Solanum tuberosum L. ssp. antigena jsou
zcela zéavislé na fotoperiodé pro indukci hliz. Tyto druhy tvoii hlizy jen za kratkych
dnt. Na svétle stabilni fytochrom PHYB je hlavni fotoreceptor podilejici se na regulaci
indukce tvorby hliz (AMADOR et al. 2001). Molekularni mechanismy, kter¢ fidi tvorbu
hliz, byly podrobné zkoumdany v poslednich nékolika desetiletich. ProtoZze ovliviiuji
vznik hliz, pocet a jejich velikost je pravdépodobné nejvétsi ekonomické omezeni mo-
derni produkce brambor. Byla odhalena ptitomnost alely StSP6A, jejiZz exprese je spo-
jena s tvorbou hliz za podminek dlouhého dne (MORRIS et al. 2014). GARNER
a BLAKE (1989) zjistili porovnanim tfi délek dne, Ze zkracena délka dne ma pozitivni

vliv na tuberizaci.

3.3.3 Teplota
Byl studovan vliv kombinace délky osvitu a teploty na rostliny lilku bramboru. Vys-

§i teplota a delsi fotoperioda oddalily riist hliz a zvétSeni objemu. Fotoperioda neovliv-
fluje absolutni rychlost rastu hliz pii nizsich teplotach (VAN DAM et al. 1996). Vysta-
veni zvySené teploté 30 °C/20 °C den/noc oproti 22 °C/16 °C den/noc vede ke snizené-
mu vynosu hliz a narGstu Cist¢tho vykonu fotosyntézy a sniZzeni syntézy Skrobu
Vv hlizach. Vysledky ukazuji, Ze mirn€¢ zvySené teploty nezpusobily klasické piiznaky
abiotického stresu a vyvoj hliz je odpovédi prostfednictvim na rozmanitost biochemic-
kych a molekularnich signalt (HANCOCK et al. 2014). Rostliny lilku bramboru byly
vystaveny vysokym teplotdm den 35 °C a noc 25 °C. Vysoké teploty béhem vegetacni-
ho obdobi jsou pfi¢inou fady zmén v rostlinach bramboru, které ovliviiuji jeho rozvoj

a mohou vést k vyraznému snizeni ekonomického vynosu. Bylo zjisténo, ze odpovéd
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bramboru na vystaveni vysoké teploté je zavisla na fazi rastu. Cim diive dojde
k vystaveni vysokym teplotam, tim je negativnéj$i jeji dopad na rist a celkovy vynos

brambor (RYKACZEWSKA 2015).

3.3.4 Vliv mineralni vyzivy
Pfijem a distribuce N, P, K byly zkoumany pro jednotlivé faze ontogeneze rostlin

brambor. I kdyz jsou dcefiné¢ hlizy vytvofeny velmi rychle, tak je koncentrace
N, P, K stabilni po dlouhou dobu. Tyto koncentrace jsou udrzovany i pies klesajici miry
absorpce (MOORBY 1968). Existuje pfedpoklad, Zze nové odridy nebo agronomické
postupy maji za nasledek snizeni koncentrace mineralnich latek nezbytnych pro lidskou
vyzivu u jedlych plodin. Bylo prokazano, ze koncentrace mineralnich latek je snizena
U genotypt poskytujicich vyssi vynosy (WHITE et al. 2009). Vyznam dusiku je zejmé-
na v tom, Zze umoznuje rostlinam utilizovat uhlik. Optimalni zasobeni rostlin dusikem
zvySuje intenzitu ristu rostlin, coz vede k vétsi listové plose a tvoii se 1 vétsi hlizy
(HASSANPANAH et al. 2009). Vyssi pfijem dusiku rostlinami se projevuje intenziv-
nim vegetativnim ristem a soucasné je potlaena generativni faze tedy tvorba hliz. Cel-
kovy pocet hliz a jejich hmotnost ovliviiuje genotyp, fotoperioda a obsah dusiku
v médiu. Pokud jsou rostliny dobie zadsobeny dusikem, prodluzuje se obdobi tuberizace

in vitro (DOBRANSZKI a TABORI 2010).

Bylo zjisténo, Ze ptidavek NPK hnojiva (komplexni hnojivo s obsahem dusiku, fos-
foru a drasliku) do média oproti kontrole (Murasige a Skoog médium) zvysil in vitro
tuberizaci. NPK mélo pozitivni vliv na vSechny slozky vynosu, jako je pocet hliz,
hmotnost hliz a hmotnost kotfene a stonku (RADOUANI a LAUER 2015). Vysoké kon-
centrace drasliku vede k poskozeni vyvoje hliz in vitro po indukci. Vyuziti jednonodal-
nich segmentti ukdzalo, Ze pii vyssi koncentraci drasliku dojde k vyznamnému sniZeni
zelené biomasy s odpovidajicim poklesem obsahu Skrobu v hlizdch (SARKAR et al.
2010). Rostliny lilku bramboru byly péstovany ve dvou variantach, v prvni se jednalo
0 snizeny obsah dusiku v médiu a ve druh¢é varianté byl dostatek dusiku. Potlaceni
piijmu dusiku vedlo ke snizeni ristu nadzemni ¢asti a vyvoji mezofylu listu se zabloko-
vanym hromadénim chlorofylu (CHANG et al. 2016). Nitratova forma dusiku podporu-
je produkci vice siln€jsich stoloni a ma za nasledek indukei tuberizace hliz proti amon-
né form¢. Nitrdtova forma ma vliv na ztlusténi Spicky stolonu nebo Casné€jsi produkci

hliz a jejich vétsi pocet nez pii amonné formé (GAO et al. 2014).
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3.3.5 Vliv vlhkosti
Lilek brambor je znam tim, ze je mélce kofenici plodinou v polnich podminkach.

Proto je nachylny na sucho a tedy vyzaduje pravidelné zavlazovani oproti jinym plodi-
nam (DURRANT et al. 1973). Brambory jsou plodinou, kterd negativné reaguje
na zmeény v zadsobovani vodou. Do budoucna se uvazuje o planovaném zavlazovani
podle evapotranspirace plodin a napéti vody v pidé. Na stresu vyvolaném suchem se
podili i to, Ze brambory jsou péstovany na pudach s nizsi zadrznosti vody (SHOCK et
al. 2007). Z toho vyplyva, ze stres suchem (i slaby) vyznamn¢ ovlivituje rostliny bram-
boru a podepisuje se kvalité¢ i kvantité bramborovych hliz. SniZzena dostupnost Zivin
pii stresu nedostatkem vlahy ovliviiuje produkci brambor. Lilek brambor reaguje
na ucinky zavlahy jesté pied zahajenim iniciace hliz (SHOCK et al. 2007). Naopak
I nadmérné zavlazovani muze ovlivnit kvalitu a kvantitu hliz. Tyto hlizy jsou vodnaté
a vice trpi chorobami. Nadmérna zévlaha vede také k vyplavovani Zivin z pidy, coZ se

negativng projevi na rostlinach lilku bramboru (SHOCK et al. 1993).

3.4 Chemické slozeni hliz

Brambory jsou vybornym zdrojem sacharidl, mineralnich latek a vitamind. Hlizy
jsou slozené prevazné z vody, ktera tvoii 70-75 % a zbylé susiny o obsahu 20-25 %.
Uvedeny obsah mineralnich prvkil vztazen na stiedné velkou hlizu s ¢erstvou hmotnosti
200 g, podle americkych kritérii. Doporucena denni ddvka bramboru podle americkych
kritérii obsahuje 26 % médi, 17 % drasliku, 18 % fosforu a Zzeleza a 5 % az 13 % zinku,
hot¢iku a manganu (WHITE et al. 2009). U brambor je znamo, ze obsahuji dostatek
vapniku i sodiku. Brambory mohou byt pfi spravném hnojeni vyznamnym zdrojem sto-
povych prvkd, jako je selen a jod. Selen je vyznamny stopovy prvek, jehoz nedostatek

vede ke zdravotnim porucham (BROADLEY et al. 2006).

Brambory se vyznacuji vyznamnym obsahem mineralnich latek, jejich obsah se od-
viji zejména od genotypu, prostiedi, ptidniho typu a také od pH piidy. Na obsah mine-
ralnich latek plsobi obsah piidni organické hmoty, a také zavlaZzovani a hnojeni (NA-

VARRE et al. 2014).

Aplikace mineralnich hnojiv ma vliv na koncentraci minerali v hlizach. V zavislosti
na slozeni mineralnich hnojiv dochazi k interakcim mezi jejich jednotlivymi slozkami.

Hnojeni mineralnimi prvky maze ovlivnit ur€ité mnozstvi prvkt v hlize. Zvyseni vyno-
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su, a to bud’ aplikaci mineralnich hnojiv nebo rostouci trodnosti ptdy, vede k poklesu
koncentrace mineralnich prvka v hlizdch. Kromé¢ aplikace hnojiv ovliviiuje slozeni hliz
také genotyp (WHITE et al. 2009). Hlizy lilku bramboru hned po vodé obsahuji
V nejvétsim mnozstvi skrob. Ten predstavuje 70 az 80 % susiny. Skrob je tvofeny amy-
lopektinem a amylézou, které jsou obvykle v poméru 3:1 (WOOLFE a POATS 1987).
Skrob ma §iroké vyuziti v pramyslu. V Ceské republice prevlada skrob vyrobeny
Z brambor (60 %) a pSenice (40 %). Ve svété je nejvice produkovan kukufiény Skrob.
Pomér amylézy a amylopektinu urcuje, k ¢emu bude Skrob dale wvyuzit, jestli
V potravinafstvi nebo v lihovarnickém primyslu. 'V potravinafstvi se upfednostiuji
odridy s vy$§im obsahem amylézy a v primyslu jsou pouzivané odriidy s vyssim za-

stoupenim amylopektinu (SIMKOVA et al. 2013).

Obsah bilkovin v bramborovych hlizach neni pfili§ vysoky, pohybuje se mezi 1,7 —
2,1 g na 100 g Cerstvé hmotnosti, coz ptedstavuje zhruba 2 %. Brambory sice nepatii
mezi potraviny s vyznamnym obsahem bilkovin, av§ak v oblastech s vysokou spotiebou
bramboru na jednoho obyvatele mohou mit vyssi nutriéni vyuzitelnost (STOREY et al.

2007).

3.5 Dormance hliz

Dormance je povazovana za obdobi vegeta¢niho Klidu. Pf#i dormanci dochazi
ke zpomaleni a zastaveni vyvojovych a metabolickych procest hliz. Toto obdobi slouzi
predevsim k piekonani nepfiznivych podminek prostfedi, ve kterém se rostliny lilku
bramboru nachézeji. Obdobi klidu se vyskytuje u nejmensich jednobunécénych organis-
mu, az po organismy mnohobunécné. Dormance je vyvolana piisobenim vnitinich, ale
I vngjSich faktord a v neposledni fad¢ je dormance ovlivnéna geneticky. U rostlin a hliz
V mirném pasmu se jedna zejména o ochranu proti chladu a mrazu, kdy vystaveni tém-

To podminkam by bylo pro né letalni nikoliv pro semena.

Dormance je komplexni proces zavisly na genetickém pozadi, vyvojové fazi hliz,
environmentalnich i fizenych podminkéach v pribéhu rustu a uskladnéni hliz. Teplota,
zasobeni vodou, zasobeni pidy zivinami a fotoperioda béhem ristu jsou dilezité envi-
ronmentalni faktory regulujici kliceni (MUTHONI et al. 2014). Ke stejnym zavéram
dosla i AKSENOVA et al. (2013), ktera tvrdi, Ze dormance je komplexni proces zavisly

na odrtdé, rustové fazi hliz, prostiedi, a na celkovych podminkdch béhem rlstu
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a uskladnéni hliz. RozliSujeme tii typy dormance: endodormance, paradormance, eko-
dormance. Endodormance znamena ovlivnéni vnitinimi faktory vyplyvajici ze struktury
a nastava hned po vytvoreni hlizy. RaSeni pupent je v této fazi potlacené. Paradormance
zahrnuje pusobeni vnéjSich fyziologickych faktori. Vyznacuje se rasenim jediného api-
kalniho pupenu, ktery inhibuje ostatni meristémové pupeny a pravé ty se nachazeji
v paradormanci. Ekodormance je ovlivnéni nepfiznivymi vnéj$imi faktory zivotniho
prostiedi, pfedevSim vlivem velmi nizkych teplot. V této fazi by hlizy za ptiznivych
podminek uz mohly zacit rasit (SUTTLE 2007). U planych druhti prevlada delsi obdobi
dormance oproti kulturnim druhtim. Dormance se ztraci, kdyz je teplota pted nebo
po sklizni vysoka, ale neplati to obecné. Pfitomnost nebo absence svétla po ulozeni
po sklizni ma maly vliv na trvani dormance, ale dramaticky vliv na morfogenezi vznika-
jicich klickti (SUTTLE 2007). Poskliznovy pribéh dormance je del$i u malych (mla-
dych) hliz oproti velkym (star§im) hlizam (SUTTLE 2007).

3.5.1 Dormance a skladovani hliz
Dormanci hliz se mysli obdobi potlac¢ené¢ho rastu pupenii v podminkach vhodnych

pro rast (SONNEWALD 2001). Délka dormance hliz jednotlivych druht a kultivari je
pomérné variabilni, miZze trvat od 0 do vice jak 9 mésici. VétSina kultivarQi péstova-
nych pro primyslové vyuziti ma pomérné kratké obdobi vegetacniho klidu. Pokud
chceme hlizy skladovat dlouhodobg, je nezbytné pouziti chemickych latek, které podpo-
i dormanci a zabrani ptedCasnému kli¢eni. Dormance hliz je ovlivnéna genotypem

a faktory vnéjsiho prostredi (SUTTLE 2007).

V mnohych studiich se délka dormance odvozuje od data sbéru hliz. V polnich
podminkach se datum sbéru miize znacné liSit a zavisi na mnoha faktorech. Muze se
jednat o faktory, jako je vliv pocasi, doba vysadby a agrotechniky (SUTTLE 2007).
Termin sbéru, jako vychozi bod pro méteni délky dormance, nema fyziologicky vy-
znam. Uvadi se, Ze nejlogictéjsim fyziologickym nebo biochemickym obdobim, od kte-
rého by se mél méfit zacatek dormance, je obdobi zacatku iniciace hliz. Z toho vyplyva,
Ze obdobi vegetacniho klidu uvaZované od iniciace hliz, by mohlo byt ovlivnéno faktory
zivotniho prostfedi, které maji vliv na nadzemni ¢ast rostliny v priibéhu ristu. Jako vy-
chozi bod pro pocatek dormance se miize také brat ukonceni ristu hliz (CLAASSENS

a VREUGDENHIL 2000).
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Dormance umoziuje del$i skladovani zasobnich organti, tedy hliz. Spravné sklado-
vani je nezbytné pro udrzeni kvality a zivotaschopnosti sadbovych hliz (BETHKE
2014). Protoze jsou brambory péstované na celém svéte, je jejich skladovani ovlivnéno
také produkéni oblasti. Zptsob uskladnéni brambor zavisi na pozadované délce sklado-
vani, na mistnich podminkach Zivotniho prostfedi a od pozadované kvality hliz na konci

skladovani (BETHKE 2014).

Zkraceni délky dormance je nezbytné pro rychlou produkci sadbového materidlu
a experimentalni zaméry. Prodlouzeni dormance je prospésné pro prodlouzeni nabidky
brambor na trhu. PfedCasné raseni hliz neni vhodné ani pii pé€stovani brambor v malém
rozsahu, napf. na zahrddkéch ¢i zahumencich. Rasenim se u hliz snizuje jejich nutri¢ni
hodnota a zvySuje se obsah redukujicich cukri. Hlavnim z4jmem primyslu je potlaceni
pred¢asného raseni hliz (HAINES et al. 2003). Od zptsobu skladovani a délky dorman-
ce se odviji kvalita hliz (sadby), kterou chceme vyuzit v dal§im roce. Z mikrohliz se
ve skleniku produkuji minihlizy a ty se nasledné¢ pouzivaji v polnich podminkach.
Pro svoje rozméry, lehkou manipulaci a jednoduché skladovani se mikrohlizy hojné

vyuzivaji pfi studiu regulace dormance.

Dormance je vysoce regulovanéd faze vyvoje, kterd je nezbytnad pro preziti rostlin.
Spravny prubéh aktivniho ristu, ktery prechazi do dormance a je nasledovanym puce-
nim. Tento proces se tyka vSech pletiv hliz, a proto je vyzadovana fyziologicka koordi-
nace. Vyvojové faze rostlin jsou zavislé na piisobeni ristovych reguldtort nebo fyto-

hormont (SUTTLE 2007).

Délka dormance je pod genetickou a environmentalni kontrolou. Teplota, zdroj vody
a fotoperioda v prubéhu ristu a uskladnéni, jsou dilezité environmentalni faktory regu-
lujici kliceni. Prodlouzeni dormantniho obdobi dosahneme vystavenim nizkym teplotdm
pfi skladovani hliz nebo pouzitim ristovych inhibitorti. Gibereliny a cytokininy podpo-
ruji raSeni, zatimco kyselina abscisova a etylén inhibuji rast vyhonkti. Obsah ABA
Vv hlizach po sklizni je vysoky, musi klesnout pod urCitou hranici, aby mohlo dojit
k indukci ristu vyhont.. Problém je, Ze nizké teploty zptuisobuji degradaci Skrobu a redu-
kujicich sacharidl. Toto sniZuje jejich kvalitu, zejména pokud jsou uréeny pro primys-
lové vyuziti. Zkratit obdobi dormance miiZzeme riznymi zplsoby napf. skladovanim
vV ochranné atmosféfe s nizkou koncentraci kysliku nebo oSetfenim chemickymi latkami,

které zkracuji délku dormance (SONNEWALD 2001).
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3.5.2 Vliv vnitinich faktori na pribéh dormance
Béhem vegetacniho klidu se méni obsah fytohormonid v dormantnich hlizach. Proto

jejich interakce hraji ulohu pfi regulaci dormance. Vnitini faktory zahrnuji vliv mno-
hych genti. Interakce vnitinich faktori se zavisi na daném genotypu. Mezi hlavni fyto-
hormony ovliviiyjici pribéh dormance patii cytokininy, auxiny, gibereliny, kyselina
abscisova a etylén. Z dalSich se mohou ucastnit kyselina jasmonovéa a fenolické slouce-
niny. Rizné fytohormony jsou syntetizované na vice mistech rostlin a nejsou tak strikt-
n¢ specifické, jako zivocisné hormony, a proto se jich na vyvolani dormance miize

ucastnit vice.

3.5.3 Vliv auxinii na dormanci hliz
Auxiny patii mezi vyznamné fytohormony podporujici rist. Jejich uloha v dormanci

araseni pupenil hliz neni pfili§ jasnd. SORCE et al. (1996) zjistili pomoci plynové
chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii, Ze koncentrace auxinu (IAA
I konjugovanych forem) byla obecné nejvyssi v ranych fazich dormance, tedy hned
po sbéru. Cerstvé posbirané hlizy akumuluji auxin pfevazné v apikalnim meristému,
v axilarnich pupenech a ve vodivych pletivech, které lezi pod apikdlnim meristémem.
Vyrazngj$i Grovné auxinl vykazovaly axilarni pupeny na konci dormance predevSim
hladinami m-RNA transkriptt kodujici enzymy souvisejici se syntézou auxint. Hladina
auxinl vzrustd na zacatku ranych fazi ristu pupeni. Dojde k aktivaci nékolika primar-
nich genti pro syntézu auxint a také gent pro PIN1 proteiny, které realizuji jejich polar-
ni transport (HARTMAN et al. 2011). Pokud doddme exogenné syntetické auxiny (2,4-
D, NAA), dojde Kk vyrazngjsi inhibici ristu pupent a prodlouzeni obdobi dormance
(SUTTLE 2003). Auxiny mohou mirn¢ ptisobit na zkraceni obdobi vegetacniho klidu,
ato stimulaci diivéjSich rastovych procesii v zavislosti na kultivaru (SORCE et al.

2009). O endogennich auxinech nemlZeme fict, Ze patii mezi vyznamné regulatory

dormance hliz. Jejich tloha je pfedevsim v nasledné regulaci ristovych procesi.

3.5.4 Vliv cytokininii na dormanci hliz
CK jsou u¢innymi regulatory vegetaéniho klidu hliz. Usnadnuji pfechod z dormance

a podporuji nasledny aktivni riist pupend. Ve spicich hlizach je nizky obsah bioaktiv-
nich CK. Nasledné vystoupeni hliz z dormance a zacatek raSeni souvisi se zvySovanim
obsahu aktivnich CK (KODA 1982). K podobnému vysledku dosli také TURNBULL
a HANKE (1985). Po dobu hlubokého vegeta¢niho klidu byl obsah CK v hlizach nizky.
Postupné se obsah CK v hlizach zvySoval a nejvyssi hodnoty bylo dosazeno pted rase-
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nim a v obdobi raseni pupent. Kone¢na faze dormance byla spojena se zvysenym obsa-
hem CK v hlizach a také zvySenim citlivosti na CK. Pokud pouzijeme piirodni a synte-
ticky CK na dormatni hlizy, nastane piferuseni obdobi vegetacniho klidu, coz vede

k raseni mnoha pupeni (HEMBERG 1970).

Bylo zjisténo, Ze syntetické derivaty CK, fenylmocovina nebo nitroguanidin, byly
ucinnéjsi v preruseni vegetacniho klidu mikrohliz oproti nativnim. To by mohlo souvi-
set s vyssi odolnosti syntetickych CK vici enzymatické degradaci (SUTTLE 2008).
Exogenni aplikace CK nema zadny vliv na dormantni hlizy, které jsou oSetfeny bezpro-
stfedné po sbéru a na pocatku obdobi skladovani a dormance. (SUTTLE 2001). Po ur¢i-
tém Case dormantni hlizy vykazuji postupny narist citlivosti na CK. Nadéle vzrhsta
citlivost po dobu skladovani a dormance, tak mize byt oslabena vlivem exogenn¢ doda-
nych CK. Zmény v uc¢innosti CK po obdobi dormance nejsou vysledkem jejich katabo-
lismu, ale spiSe hormonalni citlivosti nebo transdukce signalu (SUTTLE 2001). Kli¢ova
uloha endogennich CK v obdobi dormance byla potvrzena na rostlindch transgennniho
lilku brambor, které mély zabudovany gen CKX pro tvorbu cytokinoxida-
zy/dehydrogenazy. Tyto hlizy vykazovaly zvySenou expresi a syntézu enzymu, ktera je
zodpovédna za inaktivaci CK. Uginek tohoto genu spo¢ival v tom, Ze mél za nasledek
opozdéni raseni a rast pupenti o 5 az 8 tydnt. Osetieni téchto hliz pomoci BA se obno-
vil normalni pribéh dormance a raSeni hliz. Naopak transgenni hlizy se zvySenou bi-

osyntézou CK maji vyrazné zkracenou dobu vegetacniho klidu (HARTMAN 2011).

3.5.5 Vliv giberelinii na dormanci hlizy
BRIAN et al. (1955) zjistili mezi prvnimi, Ze aplikace GA vede ke zkraceni dorman-

ce. RAPPAPORT et al. (1958) uvedli, ze aplikace GA ve form¢ postiiku na nat’ pred
predCasné raseni hliz a tento postup byl schvaleny pro komercni pouziti a bézné se pou-
ziva (CLAASSENS a VREUGDENHIL 2000). GA3 je u¢inny pfi zkraceni obdobi klidu
hliz, ale jeho u¢innost zavisi na kultivaru. Klicky vyriistajici z pupent oSetfenych hliz,
maji sklon byt dlouhé, tenkeé, kiehké a vSeobecné nachylné k poskozeni pfi manipulaci
a zejména pii vysadbe. Tento negativni jev mizeme omezit komerénim pouzitim GAj

(SALIMI 2010).

Obsah endogennich GA jako jsou GAjg, GAz, GA; je pomérné vysoky ihned
po sklizni. Obsah klesa po dobu skladovani a nejvyssich hodnot dosahuje v obdobi sil-
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ného rastu (SUTTLE 2004). Bylo zjisténo, ze v dobé prvotniho raseni vnitini hladiny
mutanti brambor bylo zji$téno, Zze obsahovaly detekovatelné mnozstvi GA;. Navzdory
tomuto zjisténi byl jejich vyvoj srovnatelny v jednotlivych fazich vegeta¢niho klidu
jako u normalniho fenotypu. Umé¢lé snizeni obsahu endogenniho GA5y a GA; metodou
antisense na expresi genu StGA200x1, ktery je odpovédny za biosyntézu GA, neovliv-
novalo trvani dormance, ale opozd’ovalo nasledny rtist vyhoniit (CARRERA et al. 2000).
Stimulace pied¢asného puceni se da dosdhnout pouzitim rtiznych inhibitora biosyntézy

GA (SUTTLE 2004).

Transgenni rostliny se sniZzenym obsahem endogennich CK neodpovidaly na oSetre-
ni pomoci exogenn¢ aplikované GAs. Na zakladé tohoto pokusu se doslo k zavéru, ze
GA vyzaduji piitomnost CK na indukci raseni hliz a CK jsou nezbytné pro vyvolani
dormance. Transgenni rostliny nesouci gen pro insoentenyl transferdzu, ktery vede ke
zvySeni endogenniho obsahu CK, podporovaly giberelinu zprostfedkované raSeni hliz
in vitro (HARTMAN 2011). Pfirozen¢ se vyskytujici endogenni GA nehraji vyznamnou
roli v regulaci dormance, spiSe podporuji nasledny rast vyhonid. K ukon¢eni dormance
muze vést zvySeni endogennich GA. Na zkraceni dormance ma vliv exogenni aplikace
GA. Jednotlivé odridy mizou reagovat odlisnég, je to zpisobeno hloubkou a dobou tr-

vani dormance.

3.5.6 Vliv kyseliny abscisové na dormanci
ABA je vyznamnym a hlavnim hormonélnim reguldtorem dormance. Je potiebna jak

pro vyvolani dormance, tak pro jeji prubéh. Bylo zjisténo, ze obsah ABA v pupenech
a parenchymu se zvysil po nastupu vegetacniho klidu. Nejvyssi obsah dosahovala
po dobu hluboké dormance a vyrazné klesala na konci vegetacniho klidu (SUTTLE
1995). Pokud uméle pterusime dormanci, dojde k poklesu ABA v hlizach (SUTTLE
2007). Ptred¢asné vystoupeni z dormance bylo zplsobeno umélym snizenim obsahu
ABA pomoci inhibitoru ABA biosyntézy FLD (SUTTLE 1995). Po 9 tydnech ristu
byly hlizy sklizeny a ulozeny po dobu nésledujicich 15 az 20 tydnii (SUTTLE a HULT-
STRAND 1994). Dlouhodobé ptisobeni FLD po dobu dormance mé¢lo vliv na pfed€asné
raSeni po 3 az 6 tydnech kultivace. Aplikace ABA na hlizy oSetfené FLD obnovila en-
dogenni obsah ABA a potlacila raSeni hliz. Mimochodem, pouziti FLD na hlizy
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V hluboké dormanci vede také k prfedcasnému raseni hliz (SUTTLE a HULTSTRAND
1994).

Na délku trvani klidu hliz nema Zadny vliv trvalé zvySeni endogenniho obsahu
ABA. Ackoliv pokles obsahu ABA koresponduje s pribéhem vegetacniho klidu
Vv hlizach, je patrno, ze neni nevyhnutelnym pfedpokladem pro ukonceni dormance
(SUTTLE 2012). Uloha ABA je vyznamna v iniciaci a udrzovani dormantniho stavu
hliz. Jeji tloha je méné jasnd pii ukonceni dormance a nasledném raSeni hliz. Zatim
jesté nebylo zjisténo, jestli existuje né€jakd prahovéa koncentrace ABA pro ukonceni
dormance (SUTTLE 1995). Ukonc¢eni dormance je zptisobeno kombinaci n¢kolika fak-
torti. Na dobu vegeta¢niho klidu nema vliv ani trvalé zvySeni obsahu ABA (SUTTLE et
al. 2012).

3.5.7 Vliv etylénu na dormanci hliz
Bylo zjisténo, Ze etylén stimuluje pocatek dormance. Ale bohuZzel jeho tloha

v tomTo a naslednych procesech neni piili§ objasnéna. Uinky exogenné dodévaného
etylénu se odviji od kultivaru a délky osetfeni. RYLSKI et al. (1974) dokazali, ze 72
hodinové oSetfeni etylénem zptsobilo zkraceni délky dormance, ale doslo k potlaceni
ristu pupent pii kontinualni expozici. SniZeni koncentrace etylénu po dobu skladovani
prodlouzilo dobu trvani dormance a vedlo k poklesu celkového mnozstvi pupent po 35

dnech (WILLS et al. 2004).

Produkce etylénu byla nejvysSi na pocatku dormance a potom prudce klesala
(SUTTLE 1998). Na pocatku dormance muze dojit k prechodnému zvyseni etylénu,
které mtze byt zpisobeno namahanim a poSkozenim pletiva v souvislosti se sbérem
(SUTTLE 2007). Pouziti dusi¢nanu sttibrného (AgNO3) nebo 2,5-norbornadienu, které
vedou K inhibici G¢inku etylénu, vede k pred¢asnému raseni hliz. Pouziti exogenné apli-
kovaného etylénu na takto oSetfené hlizy inhibovalo pied¢asné raseni (SUTTLE 1998).
Bylo dokéazéano, Ze endogenni etylén je vyznamny v indukci dormance hliz a ptimo vy-
volava endodormanci mikrohliz (SUTTLE 1998). Délka dormance mize byt do urcité
miry ovlivnéna exogenni aplikaci etylénu. Jeho ucinek se odviji od kultivaru, délky ex-

pozice a kultiva¢nich podminek.

3.6 Vliv vnéjsich faktoru na dormanci
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3.6.1 Vliv teploty na dormanci hliz
Podminky pocasi pted sbérem a po sbéru mohou mit u¢inek na dormanci hliz. Pokud

budeme skladovat brambory pfiiblizn¢ po dobu jednoho mésice pfi teploté tésné
pod bodem mrazu (-1 °C), muze dojit k prodlouzeni dormance nebo se miize trvale na-
rusit schopnost hliz rasit (BURTON 1978). Dormanci mize ovlivnit také pocasi
v pribéhu sezony, zejména kratce pied sklizni. Studeny a vlhky pribéh sezony
pted sklizni, vede k prodlouzeni dormance zhruba o mésic. Na druhou stranu suché, a

teplé pocasi snizuje dormanci zhruba o 9 tydnii (BURTON 1978).

Vystaveni hliz vysokym teplotam vede k jevu oznaCovanému jako tepelné raseni
nebo raseni pii vysoké teploté. Vysoka teplota 32 °C v zavislosti na kultivaru vedla
k raseni hliz a také na né pusobila negativné. Negativni vliv vysoké teploty se projevo-
val hnédnutim pupeni a ztratou Zivotaschopnosti. Ke zkraceni dormance o 2 az 3 tydny,
u vSech kultivarti dojde po skladovani pfi teploté 28 °C a nasledné pfemisténi do teploty
18 °C. Také vystaveni chladnym teplotam 2 °C a nasledné piemisténi do 18 °C vedlo
ke zkraceni obdobi vegetacniho klidu pfiblizné o 2 tydny (VAN ITTERSUM
a SCHOLTE 1992).

Po urcité dobé mohou nizké teploty napomahat hlizam z vystupu z dormance. Po
prekonani endodormance jsou hlizy vlivem chladu udrzovany v ekodormanci. Nizka
teplota pravdépodobné pisobi na snizeni koncentrace rustovych inhibitort. RaSeni hliz
je vyrovnangjsi a rychlejsi u téch hliz, které jsou pteneseny z chladu do indukénich
podminek. Dlouhodobé&jsi vystaveni nizkym nebo vysokym teplotdm mé za nasledek

ukonceni dormance, po pieneseni do mirnych podminek nastane rychlé raseni.

3.6.2 Vliv svétla a sacharézy na dormanci hliz
Dormance mize byt ovliviiovana jiZ po dobu tuberizace a ndsledného rozvoje hliz.

COLEMAN a COLEMAN (2000) zjistili, Ze pti skladovani hliz pfi 8 h fotoperiodé
oproti kontinualni tmé doslo k vyraznému snizeni obdobi dormance. Doba zkraceni se
odvijela od kultivaru. K G¢innéj$imu zkraceni dormance doslo po ptfidani sachardzy
do induk¢éniho média v kombinaci s 8 h fotoperiodou. Vyssi koncentrace sacharozy
v indukénim médiu (12-16 %) zkracovala dormanci, jak pii 8 h svétle, tak za kontinual-
ni tmy. Na druhou stranu niz$i koncentrace sachar6zy (4 %) ma vliv na prodlouzeni
obdobi klidu (COLEMAN a COLEMAN 2000). Vliv svétla na zkraceni dormance se

odviji zejména od jednotlivych genotypti. Pfipadné teplota, koncentrace sachar6zy nebo
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fytohormony ve spojeni s fotoperiodou kratkého dne, mohou zvysit ucinek svétla
na zkraceni dormance. V pribéhu skladovani ma pritomnost nebo nepfitomnost svétla
jen maly vliv na obdobi dormance, ale vyznamné ovlivituje morfologii vznikajicich pu-

pentl (SUTTLE 2007).

3.7 Sadba brambor

Pro produkci brambor se zpravidla uzivaji hlizy jako sadba. Pokud se jedna o hlizy
0 priméru vétSim nez 25 mm, pak se jednd o konvencni sadbu hliz. Nicméné
Vv poslednich letech se pouzivaji pro produkci sadby tzv. minihlizy, které byly odvozeny
z rostlin in vitro. Tyto minihlizy se pouzivaji v prvnich fazich mnozeni sadby brambor.
Kromé toho se v omezeném mnoZstvi pouziva bramborovych semen. Sadba brambor je
produkovana v§ude tam, kde se brambory péstuji. Casto se pouzivaji malé hlizy, které
maji Spatnou kvalitu. Dobra kvalita sadby je zaruc¢ena péstovanim, presné za timTo uce-
lem. Bramborové hlizy museji projit certifikaci a musi byt péstovany na ptudach pros-
tych chorob. A v prib¢hu vegetace sadbovych brambor musi byt sledovany vyskyt cho-
rob a Skudct. U brambor je pomérné vysoka degenerace pivodné zdravého osiva.
Pti péstovani ze semen a nasledném klonovém vybéru trva 810 rokti, nez vznikne cer-
tifikovana sadba. V mnoha zemich nejsou pro produkci sadby odpovidajici rostlinolé-
katské podminky, a tedy neni moZzné po tak dlouhou dobu udrzet sadbu zdravou.
V takovych zemich se pouziva rychlé namnozeni sadby za 3—4 roky. Sadba brambor by
m¢éla byt prosta karanténnich chorob, jako je krouzkovitost a hnéda hniloba. Nové rych-
1¢ mnozici techniky pro vyrobu minihliz jsou zaloZeny na explantatovych kulturach,
K tomu se vyuziva napf. hydroponie. Tyto techniky umoziuji produkci velkého mnoz-
stvi hliz v kratkém case. Minihlizy maji zpravidla praimér 5 — 20 mm a hmotnost 0,5—
5 g. Za ptedpokladu, Ze ptivodni rostlinny material byl zdravotné nezavadny vcetné la-

tentnich chorob, pak mizeme tyto hlizy pouzit jako pre-zakladni sadbu.

3.8 Certifikace sadby brambor

V CR se v soucasné dobé vyuziva pro novoslechténi odrid bezvirového materialu,
ktery lze ziskat ozdravenim napadeného materidlu pomoci meristémovych kultur
V podminkach in vitro. Na novoslechténi navazuje bezvirové udrzovaci slechténi taktéz
v podminkach in vitro. Ke kontrole bezvirdzniho stavu rostlinného materialu se vyuzi-

vaji metody ELISA a PCR. TimTo postupem je mozné dosahnout zkraceni cyklu udr-
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7ovaciho §lechténi a produkce sadby o 2-3 roky (HORACKOVA et al. 2008). Metoda
ELISA se hojné vyuziva pro hodnoceni zdravotniho stavu rostlin, u brambor zpravidla

v kombinaci s negativnim vybérem.

U sadby brambor je dulezité pouzivat certifikovanou sadbu z divodu vyskytu viro-
vych chorob. Soucasti uznavaciho fizeni mnozitelského porostu je i kontrola zdravotni-
ho stavu na vyskyt virovych chorob tzv. ELISA testem. Z diivodu zajisténi minimalniho
napadeni virovymi chorobami se smi sadba brambor mnozit jen v tzv. uzavienych p¢s-
tebnich oblastech. Jedna se zpravidla o vyssi polohy, kde je predpoklad nizsiho vyskytu
pfenaSecl virovych chorob a vSechny porosty véetné konzumnich zde mohou byt pésto-
vany pouze z certifikované sadby. Pokud je k vysadbé pouzita vlastni sadba, dochazi
zpravidla K rychlému vyskytu viréz a silnému snizovani vynosu. Po dvou az tfech pte-
sadbach, zejména v teplejSich oblastech, byva vétsSinou cely porost siln€é napadeny
s pfedpokladem velmi nizkého vynosu. V mnoha piipadech sklizen neni vibec rentabil-
ni a dochazi k likvidaci porostu. Pouzitim certifikované sadby je zajistén odpovidajici

zdravotni stav a tudiz i podminka dosazeni vysokého vynosu.

3.8.1 Pozadavky na mnozitelské porosty a sadbu brambor
RozliSujeme nékolik kategorii sadby brambor. OdliSujeme rozmnozovaci material

predstupnd SE 1 a SE 2, dale tfi stupné zakladni E 1, E 2 a E 3, potom nasleduje certifi-
kovany rostlinny material A a B obr. ¢. 1 a obr. ¢ 2. Sadbu Ize vyrabét v kategorii B
pouze za ptedpokladu, ze pouzity vychozi rozmnozovaci materidl obsahuje nejvyse 5 %
hliz napadenych viry, pfi pouziti ELISA diagnostiky. Plati, ze musime splnit n€kolik
pozadavkll na vlastnosti mnozitelskych porosti. Pied vysadbou musi byt na pozemku
proveden prizkum na vyskyt Globodera rostochiensis a Globodera pallida
s negativnim vysledkem. Pozemek nesmi byt v karantén¢ z divodu ptedesiého vyskytu
had’atek Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus a Ralstonia solanacearum, které se
tykaji zdkazu mnozeni sadby. MnoZeni na stejném pozemku je ptipustné nejdiive za tfi
roky po pfedchozim porostu brambor. Musi byt dodrzeny minimdlni izola¢ni vzdalenos-
ti mnozitelskych porostl od jinych porost brambor s vyskytem virovych chorob nad 10
%. Kazdy mnozitelsky porost musi byt zietelné oddélen od sousedniho porostu alespon
jednim, bramborami neosdzenym tfadkem, nebo nejméné 10 m dlouhym neosédzenym
pruhem v §ifi sazeCe na pocatku i na konci mnozitelského porostu. Za nedodrzeni mi-

nimalni vzdalenosti mnozitelskych porostii od jinych porostl brambor se povazuji i vy-
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selektované rostliny neodstranéné v den nasledujici po selekci. Zdravotni stav porostu
se hodnoti pomoci piehlidek porostu a provadénim negativnich vybéri (odstranéni na-
padenych rostlin a plevelnych brambor). U kazdého stupné sadby brambor musi byt
dodrZena velikost hliz pro jednotlivé kategorie, velikost hliz je uvedena v zakon¢. Po-
kud mame sadbu, tak velikost sadbovych brambor mize obsahovat max. 3 % podsad-
bovych brambor a 3 % nadsadbovych brambor. Velikost sadby se stanovuje na ¢tverco-
vych sitech o minimalnim rozméru 35 x 35 mm a maximalnim rozméru 60 x 60 mm.
V jedné partii sadby musi byt zastoupeny hlizy vSech velikosti ve vyrovnaném poméru.
Pfimés zeminy a jinych necistost mize byt nanejvys 2 %. Hlizy jinych odrid nejvys 0,1
%. Nesmi obsahovat $kodlivé organismy, které je zakazano zavlékat a rozSifovat na
uzemi EU. Dale se hodnoti vyskyt suché a mokré hniloby, plisent brambor, aktinomyce-
tova obecna strupovitost bramboru, vlockovitost hliz bramboru. Pti produkci sadby se
také hodnoti vnéjsi vady zptiisobené mechanicky nebo skudci, hlizy poskozené mrazem
nebo zapafenim. Hodnoti se také silné Sednuti az ¢ernani duzniny zaujimajici vice nez

1/3 hlizy a silna rzivost duzniny vice jak 1/10 hlizy.

Pti péstovani brambor na sadbu musime dodrzovat celou fadu pokynti, které vycha-
zeji z vyhlasky ¢. 369/2009 Sb., o podrobnostech uvadéni osiva a sadby péstovanych
rostlin do ob&hu. Musi byt dodrZena kvalita a zdravotni stav mnozitelského materidlu,
mohou byt pouzity hlizy ziskané z explantatovych kultur. V pribéhu sezony musi byt
porost pravidelné kontrolovan pracovnikem UKZUZ a musi byt provadény negativni
vybéry, aby se sniZil vyskyt napadenych a plevelnych rostlin bramboru. Pfehlidky po-
rostu se provadgji tiikrat za sezOnu, pii primérné vysce trsi 20 cm, v plné vegetaci
a po ukonceni vegetace. Takto ziskana sadba musi byt zabalena a ozna¢ena navéskou:
ufedni navéska sadby brambor — rozmnozovaci material pfedstupiiti nebo Slechtitelsky
rozmnozovaci material obsahuje nékolik dulezitych udajt, jako napft. trivialni a bota-

nicky nazev druhu, oznaceni kategorie mnozeni a nazev odrady.
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1. rok ® , ® . Q ? ®e I ® Q 3} IndividudIni vyb&r klond (km. m.)

2.rok Al T Al [Al[Al Vysadba A — klon( (selekce)

UDRZOVACI SLECHTENI

3.0k B] [B] B E B] [B] Vysadba B —klond (selekce)
4ok | _C-kon_ | et pap el
5. rok SE1 | Vysadba pledstupné SE1
= 6. rok SEZ Vysadba pfedstupné SE2
‘§ 7. rok [ E | Vysadba zakladni sadby E
= 8. rok [: C __] Vysadba kategorie C

(Zdroj: Houba, Hosnedl, 2002)

Obrazek ¢. 1 Udrzovani a mnozeni bramboru.

1. rok (YT X X XXX XK XX X BECiat-ubsieis odrddove

typicke rostliny pro odbér

=

“'.:E“ 1 vokT — vrcholového meristému

AL Lin vitro" mnoleni, '.hcnnoln.a,)uc

é .il.'\“r?} 2akolehovani (sklenfk) mnoZeni ,in vitro”

BN | e

§ 2.1ok | ozmnolo 'ém mer klom. L. Vysadba mikrohlizek na pole
(3.1ox === 8¢} | Vysadba pledstupné SE1

575 4. rok SE2 | Vysadba pfedstupné SE2

§ S. rox I Vysadba zakladni sadby E

=|6. rok C1

| Vysadba kategorie C

(Zdroj: Houba, Hosmedl, 2002)
Pozn.: V obou schématech mnozeni bramboru 1ze rozmnozovat kategorii Cl do C2

Obrazek ¢. 2 Udrzovani a mnozZeni bramboru pri vyuZiti explantatovych kultur.

3.8.2 Poznatky o produkci sadby brambor v podminkach in vitro
Produkce hliz v podminkach in vitro v poslednich letech nabyva ¢im dal vice

na vyznamu. Kultivace jednonodélnich segmentii nebo mikrohliz umoznuje v kratkém
Case ziskat velké mnozstvi sadby vysoké kvality, zejména co se tykd zdravotniho stavu.
Lze je snadno transformovat. Podstatné je spravné zvolit genotyp brambor, protoze ten
muze podstatné ovlivnit vynos hliz. Nejcastéji se pro propagaci in vitro pouzivaji jed-

nonodalni segmenty lodyh lilku bramboru s jednim axilarnim pupenem. Casto se také
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pouzivaji vicenodalni segmenty s vice pupeny nebo malé hlizy do velikosti 3 mm (DO-
NELLY et al. 2003). Hlavni nevyhodou produkce sadby v podminkach in vitro ve srov-
nani s produkci sadby v polnich podminkach jsou nepochybné jeji vyssi finan¢ni nakla-
dy. Problém piestavuje nizsi vynos a mensi velikost hliz (GOPAL et al. 2008). Cilem
komer¢ni produkce sadby je zajistit optimalni podminky produkci velkého mnozstvi
sadby odpovidajiciho zdravotniho stavu a velikosti. Béhem kultivace in vitro jsou rost-
liny vystaveny nestandardnim podminkam. Rostliny jsou péstované v uzaviené vzdu-
chotésné nadob¢ za zvysené relativni vlhkosti vzduchu, divodem je zabranéni vzniku
mikrobialni kontaminace. Takto ziskané rostliny jsou velmi citlivé a vyzaduji nékolik
tydni aklimace (BAROJA-FERNANDEZ et al. 2002). Zavedeni explantatovych kultur
do produkce sadby brambor mélo velky vliv zejména na zkraceni doby produkce sadby.
TimTo zpiisobem lze ziskat dostatecné mnozstvi sadbovych brambor a vysoké trovné
zdravosti materialu. Byly porovnany rostliny ziskané v in vitro podminkach, mikrohlizy
a hlizy ziskané z normalnich polnich podminek. Tyto rostliny byly vysdzeny na pole
a byla u nich sledovana nachylnost na virové onemocnéni. Bylo zjisténo, ze sadba zis-
kana v podminkach in vitro vykazuje vy$si nachylnost k virovym chorobam (WROBEL
2014). Byla porovnavana produkce hliz z nékolika variant sadby z rostlin in vitro, mik-
rohliz, minihliz a tradi¢nich sadbovych brambor. VSechny tyto varianty byly vysazeny
na pole ve tfech terminech (2. tyden v dubnu, 4. tyden v dubnu a pielom Cervna a Cer-
vence). Nejvyssi koeficient produkce hliz byl u tradi¢ni sadby a mikrohliz, a naopak
vetsi produkce ve tretim terminu. Obecné platilo, Ze vyssi produkce hliz byla u vSech

variant u tfetiho terminu vysadby (WROBEL 2015).

Vysoka produkce hliz byla vyvinuta s pomoci automatizovaného systému bioreakto-
ru. Pouzivaji se bioreaktory rotacni nebo stacionarni, ve kterych je umisténo tekuté mé-
dium, které se podle potieby mize ménit. Kultivace explantati probiha ve dvou krocich.
V prvnim kroku byly donorové rostliny inokulovany do bioreaktoru pro rist a mnoZeni
rostlin. V druhém kroku po ¢tyfech tydnech kultivace se médium vymeéni za nové a do-
jde indukei a iniciaci hliz. Analyza velikosti hliz ukédzala, Ze ptidavek BA v kultivanim
médiu pozitivné ovlivnil formovani hliz, které byly velké az 1, 1 g (PIAO et al. 2003).
Porovnanim péstovani brambor v bedynkach, kvétinacich a hydroponii vyslo najevo, ze

nejvhodnéjsi pro péstovani sadby brambor se jevi hydroponie. Mezi vyhody hydroponie
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patii jednoducha sklizen, fizend mineralni vyziva, efektivnéjsi vyuzivani vody a nizsi
spotieba pesticidl. V piipadé hydroponie byl vynos vyrazn€ vyssi oproti zbylym varian-
tam (CORREA et al. 2008). RITTER et al. 2001 porovnavaly produkci hliz mezi pésto-
vanim pomoci aeroponie a hydroponie ve skleniku. U aeroponie byl pozorovan inten-
zivni vegetativni rist a opozdénd tuberizace v porovnani s hydroponii. Pé&stovani
bez ptidy ma mnoho vyhod v porovnani s pé€stovanim v pud¢, které se hojné vyuziva.
Jedna se o vyssi produkci, fizenou mineralni vyzivu, nizs§i napadeni chorobami a sktdci.
RYKACZEWSKA (2016) ve své studii zjistila, ze pii vyuziti aeroponie dosdhne 2—3X
vy$s§i vynosy v produkci minihliz ve srovnani s tradiénimi metodami. Dale vysledky
této studie ukazaly, ze aeroponicky systém je dobrou technologickou alternativou
pro produkci bramborové sadby, a ze odriida hraje vyznamnou roli v poétu vytvofenych
hliz.

3.8.3 Vyzkumné ustavy zabyvajici se Slechténim, produkci a udrzZovanim sadby
brambor
V Ceské republice ma $lechténi a mnoZeni brambor dlouhou tradici. Brambory byly

k nam dovezeny b&hem tficetileté valky v letech 1636 — 1638. Péstovani brambor se
U nas nejprve omezovalo na péstovani na Slechtickych sidlech a klasternich zahradach.
Jejich péstovani pozdéji pomahalo lidem piekonat obdobi moru, hladu a jinych epidemii
pii neurod¢ obilnin, a to zejména po napoleonskych valkach. V 18. stoleti a na zacatku
stoleti 19. zaznamenaly nejvétsi rozvoj brambory na Skrob, vyrobu lihu a na krmeni.
Ve svéte zacali pomalu vznikat Cetné Slechtitelské stanice, zejména v Anglii, Némecku
a Americe. Vlastni zéklad Slechténi byl vyvolan rozsahlymi Skodami zpisobenymi plis-
ni bramboru. Ze strachu o ztratu sadby se zacaly brambory péstovat ze semene. Prvni
odrtdy vznikaly samoopylenim a az pozdé&ji se pieslo ke kfizeni dvou odrid. Prvni sta-
nici na tizemi Ceské republiky byla stanice ve ValeGové u Némeckého Brodu, dnes
Havli¢ktv Brod. Odridy uz v té dobé byly rozdéleny na konzumni, primyslové a krm-
né a podle ranosti se délily na rané, polopozdni a pozdni. Postupné dochazi k druzstevné
organizovanému péstovani brambor, a to vedlo k zaloZeni odbornych pracovist’. V roce
1921 ve ValeCové vznikla Statni vyzkumna stanice zemédélskd. O dva roky pozdéji
vznikd v Némeckém Brod¢ Statni vyzkumny ustav bramboraisky. A také v roce 1923

vznikla v Ketkové Slechtitelska stanice.
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V soudasné dobé se novoslechténim bramboru zabyvaji v Ceské republice zejména
SATIVA Ketkov, SELEKTA Pacov, VESA Velhartice a ¢astecné i Vyzkumny ustav
bramboratsky Havlicktiv Brod. Tyto spolecnosti byly az do roku 1990 soucasti jednoho
statniho podniku Oseva Praha. Tvorba odrid na jednotlivych pracovistich byla tzce
specializovana. Soucasnd SATIVA se zabyvala Slechténim brambor s kratkou vegeta¢ni
dobou, dnesni SELEKTA ptedevsim tvorbou odrid s vysokym obsahem skrobu a VE-
SA se zabyvala experimentalnim Slechténim a pfipravou vychozich materiala s vyssi
odolnosti vii¢i chorobam a $ktdcim. Stanice Ketkov se jako prvni nase Slechtitelska
stanice zacala zabyvat Slechténim brambor na rezistenci proti had’atku bramborovému
vroce 1967 a v roce 1986 byla vyslechténa na této stanici odrida Klara odolna vici
had’atku bramborovému. Piikladem pracovisté zabyvajici se Slechténim a produkci sad-
by brambor je Slechtitelska stanice VESA Velhartice. V soucasné dobé jsou jako zaklad
vyuzivany pouze zcela zdravé rostliny z explantatovych kultur péstované v technickém
izolatu. Takto ziskané hlizy jsou déale rozmnozovany v prostorovém izolatu a nasledné
ptihlaSovany k mnoZitelskému cyklu jako super elita (SE). Takto ziskana sadba je dale

mnozena u smluvnich partnerti.

V tomTo obdobi nebyly odrudy ¢eského Slechténi vystaveny pfili$ silné konkurenci.
Slechténi bylo piedeviim zaméfeno na odolnost odriid viiéi chorobam jako je plisent
bramboru a aktinobakteridlni obecnd strupovitost a Sklidctim, jako je had’atko brambo-
rové. V prvni poloviné devadesatych let minulého stoleti doslo k vyznamnému rozsifeni
sortimentu u nas povolenych a péstovanych odrid. V souc¢asné dobé mohou byt u nas
péstované odridy registrované v CR (142 odrtid z toho 52 &eskych) a odridy registro-
vané v ostatnich statech EU (Spole¢ny katalog odriid druhtt zemédé&lskych plodin, ktery
uvadi vice jak 1500 odrtd).

UdrZovaci Slechténi brambor vyuziva k udrZeni vysoké kvality vychozich materiala
zejména expantatovych kultur — meristému. Je vybrano nékolik klont u odridy. Ty jsou
pecliveé sledovany a nejlepsi vyuzivany k produkci vychozich materialti. Mnozitelsky
cyklus se zkratil na minimalni obdobi. Od merist¢émovych kultur k pouziti sadby
na bézné plose uplyne pouze 5 let. Tim se vyrazné zvysila kvalita nabizené sadby. Pec-
livé sledovani v prabéhu mnozitelského cyklu a kvalitni selekce snizuje nasledné pésti-

telska rizika zemédélcu.
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Historie Vyzkumného tustavu bramboraifského v Havlickové Brod¢ sahd hluboko
do prvni poloviny dvacatého stoleti. V nasi republice patii k nejstar§im vyzkumnym
ustavim. VUBHB se zabyva udrzovanim genetickych zdrojt bramboru v genové bance,
Slechténim a diagnostikou chorob a Skidct. Hlavni naplni prace tstavu v minulosti byla
védecko-vyzkumna Cinnost, kterd pokryvala prakticky celou bramborarskou problema-
tiku. Pfi feSeni vyzkumnych problémut byla samoziejmosti spoluprace s tuzemskymi
institucemi, ale 1 spoluprace se zahrani¢nimi pracovisti. Soucasti bylo rozsahlé poraden-
stvi jak pro odbornou, tak laickou vetejnost. Vedle vyzkumu a navazujicich ¢innosti
Jednd se predevSim o zajiSténi tzv. registracnich pokust pii zkouSeni piipravki
na ochranu rostlin, o sklenikové poskliziiové zkousky zdravotniho stavu sadby (ELI-

SA), o mnozeni ozdravenych odrid a kiizencti brambor metodou explantatovych kultur.

Prace s genovym fondem bramboru ma v VUB dlouholetou tradici. Probiha nepietr-
zité jiz od roku 1952. Vyzkumny tistav bramborafsky je jedinym pracoviitém v Cesku,
které se touto problematikou zabyva. V genové bance V Havlickové Brodé je
na 2439 vzorku, které reprezentuji 1258 odrid Solanum tuberosum, 478 tetraploidnich
kiizencti Solanum tuberosum, 271 dihaploidd, 313 genotypi od péti kulturnich
a 23 planych druhti a 119 mezidruhovych hybridi rodu Solanum. Soucasti genové ban-
ky je rovnéz kolekce 140 odrtid vyslechténych v Cesku v letech 1932 — 2013. Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o velmi cenny material, je jeho bezpetné zachovani jisténo uloze-
nim v kryobance bramboru, kterd byla vytvofena ve Vyzkumném ustavu v Praze-
Ruzyni. Kryobanka slouzi ke konzervaci vegetativnich vrcholli bramboru. Nejstarsi
Ceské odridy jsou také duplicitné ulozeny v podminkach in vitro ve Velké Lomnici
na Slovensku, v ramci recipro¢ni spoluprace obou genovych bank. Aby mohly byt gene-
tické zdroje brambor spravné hodnoceny, zda jsou viibec zivotaschopné, nestaci jen
kultura in vitro. Je vysazovana polni studijni kolekce na tzv. pracovni parcele.
V polnich podminkach je rocné hodnoceno sto az sto padesat vzorkli. Vzorky slouzi
k uchovani genotypu a obnové jiz zapomenutych odriad piikladem; je odrida Kefkov-
skych rohlickd, které se podafilo zachranit pomoci meristémovych kultur. Poslanim
banky genetickych zdroji bramboru je shromazd’ovéni a rozsifovani kolekce, dlouho-
dobé a spolehlivé uchovani genofondu a jeho regenerace, systematické studium, hodno-

ceni a charakterizace vzorku a dokumentace genetickych zdroju bramboru, mezinarodni
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spoluprace v oblasti genetickych zdroji bramboru a poskytovani informaci o udrzova-
ném materialu. Vzorky z genové banky se na vyzadani poskytuji pro vyzkumné, slechti-
telské a vzdélavaci programy v Ceské republice, ale i v zahraniéi. Vzorky jsou Zadate-
lim poskytovany zpravidla ve formé rostlinek in vitro nebo minihlizek z produkce

ve skleniku.

3.9 Analytika biologicky vyznamnych latek v procesu morfogeneze
hliz

Fytohormony muzeme stanovit dvéma zpiisoby, a to bud’ kvalitativn¢ biotesty nebo
kvantitativné instrumentalnimi a imunochemickymi metodami. Biotesty se nehodi
pro kvantifikaci, protoZze se pouzivaji pro ovéfeni biologické ucinnosti dané latky.
Do instrumentélnich metod fadime plynovou chromatografii, vysokoucinnou plynovou
chromatografii, kapilarni elektroforézu a fadu dalSich metod. Imunochemické metody
vyuzivaji ke stanoveni fytohormonid protilatky (imunoglobuliny), jednd se o vysoce
citlivé metody. Tyto metody jsou zalozeny na kompetici nativniho ¢i standardniho fyto-
hormonu (hapten) a radioaktivné (RIA) nebo enzymové (ELISA) znaceného fytohor-
monu (ligand) ve vazbé na specifickou protilatku. Pro stanoveni ABA se pouZziva radio-

imunoanylyza (RIA) a stanoveni CK pomoci HPLC v kombinaci s metodou ELISA.

3.9.1 Princip RIA p¥i stanoveni kyseliny abscisové
Radioimunoanalyza je imunochemickd analytickd metoda zaloZena na principu

kompetitivni reakce stanovovaného analytu a vhodného radioindikatoru o vazebna mista
specifické protilatky. Principem imunochemické reakce je specificka reakce zalozena
na kompetici haptenu (stanovovany analyt) a zna¢ené¢ho radioligandu (radioindikator)
0 vazebna mista specifické protilatky. Soucasné plati, Ze mnoZzstvi znaceného komplexu
je nepfimo tmérné pivodnimu mnozstvi stanovovaného antigenu. Radioimunoanylyza
(RIA), jedna se o vysoce citlivou kvantitativni imunochemickou metodu pro stanoveni
hledaného analytu v pg - ng. RIA ke stanoveni ABA je zaloZena na schopnosti mono-
klonalni protilatky MAC 252 (QUARRIE et al. 1988) rozpoznat molekulu ABA s velmi
vysokou specifitou bez nezadoucich kiizovych reakci (BARRIEU a SIMONNEAU
2000). Zékladem metody je kompetitivni reakce pii vazbé nativni nebo standardni ABA
(hapten) a radioaktivn& znacené *H-ABA (radioligand) na molekulu protilatky MAC
252. Pokud je v reakci neménné mnozstvi protilatky MAC 252 a *H-ABA a zaroveii

nadbytek nativni ABA (hapten), tak dochdzi k vazb& haptenu s protildtkou a zaroven
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dochazi k vytésnovani radioligandu z vazby s protilatkou. Reakce bude probihat tak
dlouho, dokud se neustavi imunoprecipitaéni rovnovaha. Optimalni tvorby komplext
hapten-protilatka a radioligand-protilatka je dosazeno za vystaveni nizké teploté
(+4 °C). Oddéleni volnych radioligandti a haptenti od komplexu protilatek s haptenem
nebo radioligandem je provedena vysraZzenim se siranem amonnym a naslednou centri-
fugaci. *H-aktivita sedimentu se zjistuje technikou kapalné scintilace na scintilaénim
spektrofotometru PACKARD 2000 CA. Ziskané hodnoty jsou pievedeny na obsah
ABA v analytu v ,,pg* prostfednictvim programu Securia PACKARD. Kalibra¢ni kiiv-
ka je sestavena za pomoci standardni ABA. Plati pfedpoklad, Ze pouziti konstantniho
mnozstvi protilatky vede k tomu, Ze mnozstvi znaceného vazaného haptenu je nepiimo
umérné mnozstvi neznaceného haptenu ve vzorku. Pomoci standardl je mozné vyjadrit
vztah mezi mnozstvim neznaceného haptenu v komplexu hapten-protilatka a ptivodnim
mnozstvim haptenu ve vzorku kvantitativné. Vysledky koncentrace ABA v analytu v pg

jsou prevedeny na obsah ABA v gramu Cerstvé hmotnosti rostlinného materialu v ng/g.
3.9. 2 Princip ELISA p¥i stanoveni cytokinini

Izolované, purifikované extrakty rostlinného materialu s cytokininy je nezbytné roz-
délit pomoci kapalinové chromatografie (HPLC) na jednotlivé frakce cytokinint. Tyto
pak musi byt kvantifikovany pomoci imunotestu (RIA, ELISA). Princip ELISA testu je
podobny jako RIA (imunopercipitace) a nasledujici enzymaticka reakce a spektrofoto-
metrické hodnoceni barevného produktu. Podobné jako u RIA muze byt ELISA uspo-
fadana kompetitivné a kalibracni kiivka vykazuje nepfimou uméru. Ke stanoveni CK se
pouzivaji polyklondlni protilatky vici jednotlivym frakcim cytokinini (STRNAD
1996).

3.10 Stanoveni produkce etylénu, ethanu a CO; metodou plynové
chromatografie

Stanovit pfimo etylén je pomérné slozité, protoZe se z rostlin uvoliiuje také stresovy
etylén. Nadoba na méteni etylénu pomoci plynové chromatografie musi mit co nejmensi
objem, zaroven vSak musi umoznovat rastové pochody rostlin a branit uniku plynt
z nadoby do okolniho prostiedi (FISEROVA et al. 2008). Rostliny jsou proto kultivo-
vany v typicky laboratornich nadobach nebo ve skleni¢kach od détské vyzivy. Tyto né-

doby mohou byt uzavieny pomoci vicka s plastovym septem (v tom ptipad¢, kdy potie-
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bujeme plyny odebirat opakovan¢) nebo latexovou membranou (v pripadé jednorazo-
vych odbérit). Pro odbér plynnych vzorki se pouziva stiikacka (Braun Melsungen AG)
jeji objem je 2 ml a jehla (Beeton Dickison Ltd., Irsko) jeji primér je 0,5 mm. Pfed ana-
lyzou se objem vzorku upravuje na 1 ml. ProtoZe je poCet opakovani a odbéri vysoky,
neni mozné vzorky analyzovat okamzité po jejich odbéru v plynovém chromatografu.
Pted vyhodnocenim jsou vzorky skladovany ve sttikackach zapichnutych jehlou do gu-
mového Spuntu (Vitrum Roznov s. 1. 0.) z lahve. Plynné vzorky nésledné prochézeji po
rozdéleni na kolon¢ plamenové ionizujicim detektorem (FID, FISSSONS INSTRU-
MENT, Italie; soucasti piistroje je i 50 m kapilarni kolona Al,O3). Citlivost plynové
chromatografie mizeme zvysit, pokud misto bézného vzduchu pouzijeme Cisty O;
(THOMPSON 1977). Za ptedpokladu, Ze dodrzime vySe uvedeny metodicky postup, lze

zméfit 1 nizké koncentrace etylénu.

3.11 Stanoveni dusi¢nanovych iontii v médiu za pouziti spektrofotome-
trie

Ke stanoveni anorganického dusiku lze pouzit celou fadu jednoduchych metod,

napt. ke stanoveni dusi¢nanovych iontl se pouZzivaji iontové selektivni elektrody, které

jsou potenciometrickymi senzory. Orientaéné¢ lze pouzit kolometrické metody

s detek¢nimi papirky (barevnad detekce na stupnici koncentrace dusi¢nanovych ionti)

,.Nitrate test” firmy Merck. Pro stanoveni amonnych iontl lze vyuzit spektrofotometric-

ké stanoveni pomoci Nesslerova Cinidla.
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4 MATERIAL A METODIKA
4.1 Rostlinny material a kultivace

K experimentim vedenych v podminkach in vitro byly pouzity rostliny lilku bram-
boru (Solanum tuberosum L.) odrudy Karin, ktera patii mezi velmi rané odrady, vhodna
pro dlouhodobgjsi skladovani obr. ¢ 3. Material je dlouhodobé udrZovany na Ustavu
biologie rostlin od roku 2000, kdy byl ziskdn na zaklad¢ zadosti z genové banky

z Vyzkumného tstavu bramboraiského v Havlickoveé Brodé¢.

Rostliny lilku bramboru byly péstovany v kultivacnich naddobach typu Magenta GA-
7. Na kultivaci bylo pouzito MS médium (MURASHIGE a SKOOG 1962) s piidavkem
30 g/l sacharézy a 8 g/l agaru a pH 5,8. Pasdzovani rostlin na udrzeni a rozmnozovani
kultury se provadélo dekapitaci apexu a jeho pfenesenim na nové médium. Rostliny

byly vystaveny 24 h nepfetrzité kultivaci na svétle 150 pmol m™ s™ pii teploté 22 °C.

Experiment byl zalozen ve flow-boxu ze steriln¢ ptedpéstovanych rostlin lilku
bramboru (Solanum tuberosum L.) zab. ¢. 1 do sklenénych banék po ¢tyfech jednono-
dalnich segmentech. Pro tvorbu hliz bylo pouZzito modifikované MS médium se snize-
nym obsahem anorganického dusiku a s pfidavkem BA (10 mg/l) a sachardzy (80 g/l).
Standardni obsah dusiku je 43 uM, a ten byl sniZzeny na 12 uM. Po pfeneseni jednono-
dalnich segmentii na induk¢éni médium byly umistény v termostatu a vystaveny teploté
19 °C a absolutni tmé po dobu ti dni. Poté byly preneseny do kultivaéni mistnosti, kde
byly umistény pod umélé osvétleni 100 pmol m? s s délkou dne 8 hodin a teploté
22 °C. Podle variant probihal pfenos jednonodalnich segmentt z indukéniho média se
snizenym obsahem anorganického dusiku na MS médium vzdy po uplynuti délky kulti-
vace. Pravidelné od tfetiho tydne byl kazdy tyden odvétravan etylén u vSech variant
vcetné kontroly. Vyjimku ptedstavoval pokus zaméfeny na stanoveni obsahu etylénu,
kde se odvétravani neprovadélo. Pokus zaméfeny na sledovani tvorby hliz byl kultivo-
van po dobu deviti tydnd, pficemz od 4. tydne byl zaznamenavan pocet vytvotrenych

hliz, tedy po dobu péti tydnd.
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vicko

lodyhy bramboru

magenta

pevné MS médium

Obrazek ¢. 3 Kultura lilku bramboru (Solanum tuberosum L.) v podminkach in vitro.

varianta | Induk¢éni médium (délka indukce) MS médium (délka subkultivace)
Varianta 1 1 tyden 8 tydni
Varianta 2 4 tydny 5 tydnt

Kontrola 9 tydnt 0 tydnti

Tabulka ¢. 1. Prehled zalozeného pokusu.

4.2 Média

Pro experiment byly pouzity dva druhy agarem ztuzeného zivného média. Pro vyvo-
lani indukce tuberizace u jednonodalnich segmentii lodyh bylo pouzito modifikované
MS médium se snizenym obsahem 12 pmol anorganického dusiku v nitratové formé
s obsahem 10 mg/l BA tzv. indukéni médium. Pro naslednou subkultivaci bylo pouZzito

MS médium bez rustovych regulatorti, které slouzilo pro nasledny rist a vyvoj hliz.

Zakladem induk¢niho média je MS médium s piidavkem 80 g/l sachar6zy, 10 mg/l BA
se snizenym obsahem anorganického dusiku na 12 pmol, 8 g/l agaru a pH 5,8.

4.3 Stanoveni cytokinini

Byly odebrany vzdy dva vzorky z kazdé varianty a z kazdého vzorku byla stanovena
tfi opakovani pro stanoveni endogenni hladiny CK. Vzorky byly pravidelné odebirany
od zacatku zalozeni pokusu kazdy tyden az do devatého tydne od zalozeni pokusu pro

kazdou skupinu explantatt s rozdilnou délkou indukce. Vzorky byly uklddany do mra-
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ziciho boxu. Stanoveni CK vyzaduje nékolik krokii jako je extrakce, purifikace, stano-

veni pomoci HPLC a ELISA.

4.3.1 Extrakce, purifikace a HPLC separace CK
Po homogenizaci lyofizovaného rostlinného materialu se pomoci Bieleskiho fixaze

odstrani lipidy a lipofilni barviva (chlorofyl) centrifugaci homogenatu pii 2000 g (BIE-
LESKI 1964). Cilem bylo dosdhnout oddéleni supernatantu (vodny metanol) obsahujici
CK od chloroformu (obsahuje barviva, lipofilni latky aj.). Nasledovné byly vzorky ¢is-
tény podle MACHACKOVA et al. (1993).

Po odpateni metanolu do vodného zbytku nasleduje Stépeni ribotidi CK kyselou
fosfatazou v 0,04 M acetatamonném pufru o pH 6,5. Iontoménicova chromatografie za
pouziti P- celulozy pti pH 3,00 oddéli cytokininovy extrakt od latek s negativnim nabo-
jem. CK a jejich ribosidy s parcialnim nabojem kladnym se byly zachyceny na P- celu-
16ze a poté byly z kolony P- celulozy eluovany 0,2 M amoniakem. Po Gpravé pH na 6,5
pokracovala purifikace jako chromatografie na reverzni fazi na DEAE-celuloze spojené
s C18 kolonkou (Sep-Pak). CK se vtomTo kroku ¢isténi byly zachyceny na C18 sor-
bentu a po eluci precisténé CK frakce metanolem se provedlo zkoncentrovani vzorki
odpafenim metanolu. Poté byly vzorky rozpustény a pred nastiikem na HPLC byly fil-

trovany.

HPLC separace byla provedena na pfistroji firmy Ecom. Separace cytokininovych
bazi a jejich ribosidt probihala na koloné Nucloeosil 5 s C18 sorbentem s 250 x 4,6 um
I. D. s velikosti port 5 um a pratokem mobilni faze 1000 pl/min, se slozenim mobilni
faze A: metanol, B: 0,05 % TFA. Gradient mobilni faze zahrnuje 0 — 3 min 15 % A, 3 —
11 min 40 % A, 11 — 16 min 60 % A. UV signal je detekovan pfi 272 nm a jednotlivé
frakce po sobé€ nasledujicich CK se sbiraji dle pfislusnych retencnich cast. Frakce se

odpartuji do sucha a pro ELISA kvantifikaci se rozpousti v TBS pufru (900 pl).
4.3.2 Postup ELISA stanoveni

1. pipetovani protilatky v uhli¢itanovém pufru (150 ul/jamka).

2. inkubace pies noc

3. 2x promyti desky studenou destilovanou vodou

4. pipetovani 200 ul/l BSA do vSech jamek
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5. 2x promyti destilovanou vodou

6. pipetovani TBS pufru, standardd, vzorkid a traceru alkalické fosfatazy s ribosidem

dané cytokininové baze

7. inkubace pfi laboratorni teploté¢ 1 hod.

8. 4x promyti TBS pufrem

9. pipetovani substratu PNPP v uhli¢itanovém pufru (150 ul/l na jamku)
10. inkubace pfi laboratorni teploté 1 hod.

11. zastaveni enzymatické reakce pfidanim 50 ul/l 5M KOH

12. méteni na spektrofotometru SUNRISE TECAN pii 405 nm

4.4 Stanoveni obsahu ABA metodou RIA

Pro stanoveni obsahu ABA v jednonodalnim segmentu lilku bramboru byl prvni
odbér proveden po tfech dnech od zalozeni pokusu a potom kazdy tyden od prvniho
tydne aZ do Sestého tydne. Ve vSech piipadech byl materidl odebran ve dvou opakova-

nich a nasledné¢ ulozen do mraziciho boxu pfi teploté -20 °C.

4.4.1 Extrakce ABA Z rostlinného materialu
Vzorky pro stanoveni ABA v rostlinném materialu byly extrahovany do vody a ulo-

zeny po dobu 7 az 14 dnd do mraziciho boxu pfi teploté -20 °C. Homogenizace se pro-
vadéla ve tfeti misce vychlazené tekutym dusikem (navazka do 1 g) pomoci moiského
pisku a desetinasobku destilované vody. Vzniklé extrakty byly po dobu 7 az 14 dnt
uchovany v mrazicim boxu. Vzorky obsahujici chlorofyl byly 2—-3X rozmrazeny, aby
doslo k vymrazeni chlorofylu jejich barviv aj. Nasledné byla provedena centrifugace
vzorkll po dobu 5 minut pii 5000 otackach, motsky pisek, vysokomolekularni latky
(Skroby, chlorofyly, bilkoviny), fragmenty rostlinného materidlu sedimentuji, a naopak

ABA zlstava v supernatantu.

4.4.2 Postup radioimunoanalyzy byl nasledujici:
1. ptiprava standarda pro kalibracni kfivku a vzorkli do predem oznacenych mikrozku-

mavek

2. pridavek 100 pl *H-ABA
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3. ptidavek 100 pl protilatky MAC

4. pridavek 200 pl 50% PBS

5. inkubace 45 minut v lednicce pfi teploté 4 °C

6. ptidavek 500 pl 100% (NH4),SO4

7. inkubace 30 minut pfi laboratorni teploté, piiprava centrifugace
8. centrifugace 10 minut pfi 12 500 ot/min a 4 °C

9. odstranéni supernatantu odsavackou

10. ptidavek 1 ml 50% (NH4),SO4 , uzavieni mikrozkumavky
11. vortexovani, tzn. roztfepani srazeniny

12. centrifugace cca 8 minut pii 11 000 ot/min a 4 °C

13. odstranéni supernatantu odsavackou

14. ptidavek 100 pl destilované H20, uzavieni mikrozkumavky
15. vortexovani sraZeniny

16. pridavek 1 ml dioxanového scintilatoru

17. pevné uzavieni mikrozkumavky, vlozeni do méticich ampuli, méfeni 3H - aktivity

na scintilaénim spektrofotometru Packard TRI-CARB 2900 TR

18. ptepocet hodnot 3H — aktivity na pg ABA dle programu Securia

4.5 Priprava trvalého mikroskopického preparatu

45.1 Priprava vzorki

Byly odebrany vzorky. Jako prvni vzorek byl vybran jednonodélni segment lodyhy
lilku bramboru s axilarnim pupenem. Odbér byl proveden hned po zalozeni pokusu.
Druhym vzorkem explantatii byly zvoleny segmenty s patrnou stolonizaci. Vzorek byl
odebran ve druhém tydnu od zalozeni pokusu. Ttetim vzorkem byly segmenty, u kte-
rych zapocala pfeména stolonu v hlizu. Hliza byla jesté nepatrna. Tento vzorek byl ode-

bran ve tetim tydnu.

Na fixaci byla pouzita Navasinova fixaz (roztok A a B v pomé&ru 1:1). Navasin A se

sklada z Cr,03 1,5 g, ledové kyseliny octové 10 ml a destilované vody 90 ml. Navasin B
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obsahuje 40 % vodny roztok formaldehydu 40 ml a destilovanou vodu 60 ml. Vzorky
byly v Navasinové fixazi pfes noc a potom probihala 24 hod. vymyvani fixaze pod

tekouci vodou.

Dehydratace probihala vzestupnou etanolovou fadou 10, 30, 50, 70, 90% etanol 15
minut, 96, 96, 100, 100% ctanol 45 minut. Pfevedeni do xylenu: etanol+xylen 3:1, eta-

nol + xylen 1:1, etanol + xylen 1:3, 100 % xylen, 100 % xylen vzdy 60 minut.

Ptevedeni do parafinu: ptidani pevného parafinu (Paraplast Plus, Leica) ke vzorkiim
s xylenem, inkubace 12 hod. pii pokojové teploté, pfidani roztaveného parafinu ke
vzorklim, inkubace 12 hod. pfi 42 °C, ptidani parafinu, inkubace 4 hod. pti 58 °C, 2x
postupna vyména % objemu parafinu, ndhrada ¢istym parafinem, 4krat vyména celého
objemu za Cisty parafin, vzdy po 12 hod. Umisténi do zalévacich plastikovych krabicek,
inkubace pii 60 °C. Vhodné polohovani vzorka v krabickach, rychlé zchlazeni parafinu
na ledu. Rezani vzorki: rotaéni mikrotom Leica RM 2255, tloustka fezi 14 um. Zehle-
ni na vodni lazni, pfeneseni na podlozni skla (Super Frost Plus, Thermo Scientific) a

topné desce pfi t. 42 °C, vysusSeni.

45.2 Cajal-Brozkovo barveni (podle Némce et al. 1962):
Parafinové fezy na podloznim skle odparafinujeme v xylenu (100 %) po dobu 20

min., poté inkubujeme ve smési xylen: etanol (1:1) 10 minut a ve 100 % etanolu 10 mi-
nut. Rehydratujeme sestupnou etanolovou fadou 90, 70, 50, 30 a 10 % (v kazdém rozto-
ku inkubujeme 5 min.), nasledn€ inkubujeme 10 minut v destilované vod¢. Barvime 15
minut v nasyceném vodném roztoku bazického fuchsinu, poté oplachneme v destilované
vod¢. Barvime Vv roztoku pikroindigokarminu 10 minut, oplachneme ve vodé okyselené
kyselinou octovou. Diferenciujeme v 80 % etanolu tak dlouho, az z fezii nevytéka cer-
vené barvivo. Pfeneseme do 96 % etanolu a diferencujeme, dokud se fezy neobarvi na
modrozeleny odstin (cca 1 min.). Rychle odvodnime (100 % etanol), projasnime a uza-

vieme — akrylatové uzaviraci médium Solakryl.

45.3 Porizeni mikrofotografii
Mikroskop Olympus IX70, pomoci fotoaparatu Olympus E450 s vyuzitim software
Quick Photo Micro 3.0.

4.6 Stanoveni produkce etylenu, etanu a CO,
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Pokus na sledovani zmén v produkce etylenu, etanu a CO; byl zalozen do typicky
laboratornich nadob s plastovym septem pro odbér plynl obrdzek ¢. 4. U explantati
s tydenni indukci byl proveden pfenos explantati na MS médiu po jednom tydnu a
u explantatt se Ctyitydenni indukci byl proveden pienos explantati po ctyfech tydnech
na MS médium. Explantaty s devititydenni indukci byly po celou dobu méfeni na in-
dukénim médiu. Prvni odbér byl proveden po 24 hodinach od zalozeni pokusu a potom
byly dalsi odbéry provedeny 2. den, 4. den, 9. den, 11. den a poté kazdych sedm dni az
do 39. dne. Co se tykd produkce etylenu, tak nejvyssi byla naméfena u explantatt

po deviti tydnech indukce v pribéhu celého méteni.

Obrazek ¢. 4 Experiment na stanoveni etylenu, etanu a CO;,

4.7 Stanoveni amonného dusiku s Nesslerovym cinidlem absorpcni
spektrofotometrii

4.7.1 Priprava vzorki

Vzorky jednonodélnich segmenti lodyh brambor byly homogenizovany ve treci
misce s pfidavkem 5 ml destilované vody. Vzorky odebraného média byly taktéz homo-
genizovany s piidavkem 5 ml destilované vody. Zhomogenizované vzorky byly ptelity
do zkumavek a uloZeny na noc do mraziciho boxu. Druhy den rédno byly vzorky roz-
mrazeny a nasledné byly zcentrifugovany pii 4000 otackach po dobu péti minut. Vzorky

byly ptelity do novych zkumavek, abychom se zbavili sedimentu.

4.7.2 Stanoveni NH;"
Byla pfipravena kalibra¢ni fada. Do zkumavek bylo napipetovano 5 ml destilované

vody, ptidame 0, 30, 75, 100, 150, 200 a 300 pl chloridu amonného. K tomuto roztoku
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pfidame 200 pl Nesslerova ¢inidla a 17, 5 pl vinanu draselno-sodného. Ptiprava vzorkt
na stanoveni amoniakélniho dusiku probiha tak, ze do kyvety bylo napipetovano 2 ml
vzorku, bylo ptfiddno 200 pl Nesslerova ¢inidla a 17, 5 pl vinanu draselno-sodného.
Vzorky z kalibra¢ni fady i vzorky rostlinného materialu byly méfeny na spektrofotomet-

ru pti vinové délce 425 nm.

4.7.3 Stanoveni NO3’
Pro stanoveni nitratovych iontl byl pouzit Nitrate test, ktery je zalozen na kolorime-

trickém stanoveni pomoci testovacich papirkii. Do kazdého vzorku byl ponofen testova-
ci papirek na 1 s a nasledné se ¢ekalo jednu minutu, az se papirek zbarvi podle koncent-
race NOj3 a poté se porovnal se stupnici zabarveni. Intenzita zabarveni uréovala koncen-
traci NO3™ ve vzorku. Obsah nitratovych iontd se pohybuje v rozmezi 0 — 500 mg/l. Cim

je tmavsi zabarveni papirku, tim je vy$si koncentrace NO3” ve vzorku.

4.8 Statistika hodnoceni

Pro jednotlivé skupiny explantatti v kazdém opakovani byl vypocitan pramér, stied-
ni chyba a smérodatnd odchylka. Pro konecny vysledek se primérné hodnoty
Z jednotlivych opakovani pfislusnych variant primérovaly. Dale byla vypoctena pri-
mérna hodnota frekvence tuberizace v procentech pro jednotlivé skupiny explantati
lisici se délkou kultivace na indukénim médiu, véetn€ smerodatné odchylky a stfedni
chyby. Pro stanoveni frekvence tuberizace byly provedeny ¢tyfi opakovani. Pro stano-

veni CK, ABA, dusiku, etylenu, etanu a CO; byly provedeny dvé opakovani.

Bylo ovéieno, zda data maji normalni rozdéleni. Byl pouzit Shapiro-Wilkuv test. Pro
sttedni hodnoty vypoctené pro frekvenci tuberizace a stejné tak pro obsahy stanovenych
latek byla p-hodnota mensi nez 0,05, proto byla testovaci hypotéza (Hp) zamitnuta. Pla-
tila tedy alternativni hypotéza (Hi), tzn. data nemaji normalni rozdéleni. Byl proveden
test pro ovéfeni homogenity rozptylu, konkrétné Levenetv test homogenity rozptyli a

nasledné Tukeyuv test.

4.9 Fotodokumentace

Fotograficka dokumentace byla pofizena pomoci digitdlniho fotoaparatu Olympus

410 EC.
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5 VYSLEDKY

5.1 Morfologické zmény v pribéhu tuberizace

Na pocatku kultivace jednonodalnich segmentt lodyh lilku brambor in vitro obr. ¢. 5
a obr. ¢. 8 doslo v prvnim tydnu k obnové porusené apikdlni dominance. To se projevo-
valo horizontalnim ristem Gzlabniho pupene ve stolon obr. ¢. 6 a obr. ¢. 9, ktery pied-
stavuje kvalitativni proces uvolnéni z korelativni ristové inhibice pupene. Stolonizace
se projevovala dlouzivym rastem stonka bez vétveni obr. ¢. 10. Po pieneseni explantat
na MS médium pokradoval rist stoloni. Cim del§i dobu trvala kultivace explantéti
na indukénim médiu, tim bylo krat$i obdobi stolonizace. Stolonizace probihala nejin-
tenzivnéji az do doby, neZ se zacaly utvaret hlizy. Jakmile se zacaly tvofit hlizy obr. ¢. 7
a obr. ¢. 11, nastala inhibice vegetativniho rtstu. Vrcholové internodium stolonu zasta-
vilo rast, zacalo se pozvolna zvétSovat a pripominat hlizu. Hliza se postupné dale zvét-

Sovala.

Prvni hlizy se zacaly objevovat od ctvrtého tydne od zalozeni experimentu. Doba
vzniku hliz se vyznamné lisila mezi jednotlivymi variantami. Cim déle byly explantaty
umistény na indukénim médiu, tim dfive po pfeneseni na MS médiu doslo k pfeméné
stolondl v hlizy. Na kazdém jednonodéalnim segmentu stonku se vytvofila bud’ jedna
hliza, nebo k pfeméné stolonu v hlizu viibec nedoslo. Pokud doslo k indukci a iniciaci
rustu hlizy, tak se zcela zpomalil €1 zastavil rist lateralni vétve stonku. Kofeny se u ex-
plantati netvofily na indukénim médiu ani po pfedneseni na MS médium. Na bazalni

fezné plose stonku byl patrny kalus.

Hlizy byly nejcastéji dlouze ovalné, Zluté az svétle zelené barvy. Velikost hliz byla
pomérné nevyrovnand. Na hlizach byly patrné postranni pupeny oznacované jako ocka,
v nékterych piipadech doSlo k jejich raSeni. Hlizy byly bud’ zanofeny v médiu, nebo
volné na stolonu mimo médium. Ke konci experimentu doslo v nékterych ptipadech
ke hnédnuti explantati a usychani listu. Nekdy doslo i k zasychani apikalni ¢asti stolo-

nu. Na stolonu se vyskytovalo pouze nékolik malych listi.
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Obrazek ¢. 5 Jednonoddalni segment lodyhy lilku bramboru.

stolon

list

stonek

kalus

Obrazek ¢. 6 Stolonizace jednonodalnich segmentii stonkii lilku bramboru in vitro.

hliza

stolony

list

Obrazek ¢. 7 Tuberizace na stolonu lilku bramboru.
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Obrazek ¢. 8 Zalozeni kultury jednonodalnich segmenti stonkit pro produkci hliz

V podminkdch in vitro.

Obrazek ¢. 9 Pocatek stolonizace (prorustani axilarnich pupenii ve stolony).

Obrazek ¢. 10 Patrna stolonizace a tvorba prvnich hliz.

53



Obrazek ¢. 11 Tuberizace na jednonodalnich segmentech lodyh lilku bramboru.

5.1.1 Hodnoceni frekvence tuberizace
U jednonodalnich segmentd lilku brambor byla hodnocena frekvence v tvorbé hliz

v podminkach in vitro v zavislosti na kultivaci na zivném médiu. Z grafu ¢. [ je patrné,
ze frekvence tuberizace v procentech se v jednotlivych tydnech zvySuje v zavislosti
na case. Bylo potvrzeno, Ze snizené mnozstvi anorganického dusiku 12 pmol/l
v indukénim médiu v kombinaci s 80 g/l sacharézy a 10 mg/l BA pozitivné plsobi
na tuberizaci, tedy pfeménu stolonu v zasobni hlizu. Delsi kultivace na indukénim mé-
byly po celou dobu pokusu na indukénim médiu (9. tydnil), doslo zhruba od 7. tydne ke
stagnaci vzniku novych hliz. Ve ¢tvrtém tydnu experimentu u explantati po tydenni
indukci k tuberizaci prakticky nedoslo, zatimco u dalSich dvou skupin expalntatt tube-
rizace dosahovala 11, 66 % resp. 6,02 %. K vyraznéjSimu nartistu tuberizace u explanté-
t po tydenni indukci doSlo az od sedmého tydne. U explantatd po ctyfech tydnech
na indukénim médiu dochazelo k nartistu tuberizace rovnomérné po celou dobu sledo-
vani experimentu. U explantati s devititydenni indukci byl v prvnich tydnech nartst
tuberizace vysoky a tedy srovnatelny s druhou variantou. Ke konci pokusu doslo ke

zpomaleni vzniku novych hliz, proto se frekvence tuberizace pfili§ nezvySovala.

Statisticky prikazny rozdil byl ve frekvenci tvorby hliz nalezen pouze mezi explan-
taty s tydenni indukci a explantaty po Ctyfech tydnech indukce, resp. deviti tydnech in-
dukce. Ve ¢tvrtém tydnu nebyly rozdily mezi vSemi Skupinami explantati statisticky
prukazné. Mezi explantaty indukovanymi k tuberizaci Ctyfi tydny, resp. 9 tydnl neexis-

tuje statisticky prikazny rozdil ve frekvenci tuberizace po celou dobu sledovani. U ex-
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plantatl po tydenni indukci byl nérGst tuberizace v prvnich tfech tydnech pozvolny,
k v&tSimu nardstu doslo az pozdgji. U této varianty dochazelo k nardstu tuberizace pra-
videlné od ¢étvrtého az do devatého tydne. Tuberizace na konci pokusu, tj. v 9. tydnu
dosahovala u explantatd po tydenni indukci - 36 %, u explantati po ¢tyftydenni indukci

- 70 % a u explantatl po devititydenni indukci 57 %.

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00

50,00 I I I m tydenindukce
40,00 e e .
:I: B ctyii tydny indukce
30,00 . .
I devet tydni indukce
20,00
10,00 i I i i
0,00 -

4. tyden 5.tyden 6.tyden 7.tyden 8.tyden 9. tyden

frekvence tuberizace v %

Graf ¢. 1: Srovnani frekvence tuberizace (%) mezi skupinami explantatii s rozdilnou

délkou kultivace na indukcnim médiu.
5.1.2 Statistické vyhodnoceni frekvence tuberizace

Statistické vyhodnoceni tuberizace ukazalo, ze existuje statisticky prukazny rozdil
ve frekvenci tuberizace mezi explantaty s tydenni indukci a explantaty s deviti tydny
indukce, a také mezi explantaty s délkou indukce jeden tyden a explantaty s délkou in-
dukce ¢ty tydny. Mezi jednotlivymi skupinami explantati, liSici se délkou kultivace
na indukénim médiu v tydnech, nebyly zjistény statisticky prikazné rozdily. Ve Ctvrtém
tydnu byl zjistén statisticky prikazny rozdil mezi explantaty s délkou indukce jeden
tyden a explantaty s délkou indukce Ctyfi tydny. V patém tydnu a stejné tak v Sestém
tydnu byl statisticky prukazny rozdil zjiStén mezi explantaty s tydenni a Ctyftydenni
indukci, a také mezi explantaty s délkou indukce jeden tyden a explantaty vystavenymi
devititydenni indukci. V sedmém tydnu byl statisticky prikazny rozdil zjistén mezi ex-
plantaty s tydenni a ¢tyitydenni indukci, a mezi explantaty s tydenni indukci a explanta-

ty s devititydenni indukci. V osmém a devatém tydnu byl zjiStén statisticky prikazny

55



rozdil mezi explantaty vystavenymi tydenni a ctyftydenni indukci, a samoziejmé také
mezi explantaty s indukci v délce jednoho tydne a explantaty s indukei v délce trvani

devét tydni.

5.1.3 Hmotnost a velikost hliz
U morfogenetického pokusu po jeho skonceni byla provedena analyza velikosti hliz

graf ¢. 2 a hmotnosti hliz graf ¢. 3 podle jednotlivych skupin explantati s rozdilnou
délkou indukce. Mezi skupinami explantat byly zjistény vyznamné rozdily obr. ¢. 12,
obr. ¢. 13 a obr. ¢. 14. Velikost hliz byla pro pfesnéjsi vyhodnoceni rozdélena do tfech
kategorii. Jednalo se o kategorie velikosti hliz do 4 mm, druha kategorie zahrnovala
hlizy o velikosti 4—6 mm a posledni hlizy vétsi nez 6 mm. U explantatd po jednom tyd-
nu na indukénim médiu ptevladaly hlizy o velikosti 4 — 6 mm, hliz v kategorii do 4 mm
a nad 6 mm bylo pfiblizné stejné mnozstvi. U explantatl po ¢tyfech tydnech indukce
bylo nejméné hliz o velikosti do 4 mm, hliz o velikosti 4 — 6 mm a nad 6 mm bylo dva-
krat tolik a srovnatelné mnozstvi. U explantati po deviti tydnech indukce bylo nejvice
hliz v kategorii 4—6 mm, potom na druhém misté v Kategorii 6 mm a nejméné hliz
ve skupiné do 4 mm. Bylo zjisténo, Ze u explantati po ctyfech tydnech indukce jsou
nejvétsi hlizy. U explantatl po jednom tydnu na indukénim médiu bylo nejméné hliz
nad 6 mm. U vSech skupin explantati mély nejvétsi zastoupeni hlizy z kategorie 46
mm. V kategorii nad 6 mm bylo nejvice hliz na explantatech po ¢tyfech tydnech induk-

ce, a naopak nejméné na explantatech vystavenych indukei v délce jednoho tydne.

Hmotnost hliz mezi jednotlivymi skupinami explantatl vykazovala vyrazné rozdily.
Mezi skupinami explantati existuji statisticky prikazné rozdily. Primérna hmotnost
hliz u explantatti po tydenni indukci dosahovala pouze 35,55 mg. Nejvétsi hmotnost hliz
byla zjisténa u explantatd po ¢tyfech tydnech indukce, a to 75,49 mg. U explantatd vy-
stavenych devititydenni indukci byla hmotnost hliz nizsi oproti skupiné explantata vy-
stavenych Ctyitydenni indukci a dosahovala 50,51 mg. Nejvyssi hmotnost hliz
u explantatl po ctyfech tydnech indukce je zplsobena ¢asnym vyvolanim indukéniho
signalu a optimalni délkou pro vyvoj a rist hliz. U explantati, které byly po celou dobu
umistény na indukénim médiu, tj. devét tydnd, negativné ptsobi indukéni médium se
snizenym obsahem anorganického dusiku a ptidavku 10 mg/l BA. Co se tyka explantati
s tydenni indukci, tam je niz8i hmotnost hliz zpiisobena pozdéj$im vyvolanim indukéni-

ho signalu.
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Graf ¢. 2: Srovnani velikosti mezi skupinami explantatu s rozdilnou délkou kultivace na

indukcnim mediu.
Hmotnost hliz
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Graf ¢. 3: Srovnani hmotnosti hliz mezi skupinami explantatii s rozdilnou délkou kulti-

vace na indukcnim meédiu.
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Obrazek ¢. 12 Hlizy po tydenni indukci.

Obrdazek ¢. 13 Hlizy po ctyrtydenni indukci.
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Obrazek ¢. 14 Hlizy po devititydenni indukci.
5.2 Anatomické a histologické zmény v procesu tuberizace

Pro srovnani anatomickych zmén v pribéhu experimentu byly odebrany i jednonodalni

segmenty neindukované k tuberizaci demonstrujici pocate¢ni anatomickou organizaci

pletiv (obr. ¢. 15).

vodiva pletiva

stonek

listova primordia
pupenu

axilarni pupen

pahvl fapiku

Obrazek ¢. 15 Jednonodalni segment lodyhy s axildrnim pupenem.
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Na obr. ¢. 15 je zobrazen axilarni pupenovy meristém v Gzlabi listu jednonodalniho
segmentu s pahylem tapiku listu. Na podélném fezu stonkem muizeme vidét vodivé ple-

tivo. V apikalni ¢asti axilarniho pupenu jsou diferenciovana listova primordia pupenu.

fiva plet
stolon

listova primordia pupenu
ilcAlni meristém

200 pm
| —

Obrazek ¢. 16 Patrna stolonizace na jednonodalnim segmentu lodyhy.

i1

stonek

pahyl stolonu

pahyl fapiku
vodiva pletiva

Obrazek ¢. 17 Jednonodalni segment lodyhy s vyvinutéjsim axilarnim pupenem.



U explantatu po tydnu indukce je patrny stolon, na konci jsou zalozena listova pri-

mordia obr. ¢. 16 ana obr. ¢. 17 je znazornéno napojeni vodivych pletiv stonku a pahy-

lu stolonu.

stolon

baze hlizy

skrobova zrna

Obrazek ¢. 18 Preména stolonu v hlizu.

listové primordium

vodiva pletiva

skrobova zrna

stolon

Obrazek ¢. 19 Patrna tuberizace jednonodalniho segmentu lodyhy.
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buiiky

skrobova zrna

Obrazek ¢. 20 Skrobova zrna v parenchymatickém pletivu hlizy.

Hliza na stolonu ve ¢tvrtém tydnu od zaloZeni pokusu a detail samotné hlizy je zna-
zornéna na obr. ¢. 18 a obr. ¢. 19. Na obrazku mtizeme vidét histologicky ptechod roz-
liseni pletiva stolonu a hlizy. Stonek i hliza jsou spoleéné propojeny vaskularnim pleti-
vem. V hlize mizeme vidét zakladni meristém. V detailn€jSim pohledu na hlizu muze-

me pozorovat Skrobova zrna obr. ¢. 20.

5.3 Zmény obsahu ristovych regulatori v pribéhu tvorby hliz
5.3.1 Zmény v obsahu ABA v jednonodalnim segmentu a ve stolonu

Stanoveni endogenni hladiny ABA v jednonodalnich explantatech stonku lilku
bramboru ukazalo na dynamiku zmén hladiny ABA a na rozdil v akumulaci ABA
v segmentech. Zmény v obsahu ABA v jednonodélnim segmentu jsou zobrazeny v gra-
fu ¢ 4 astolonu graf ¢. 5. Jednalo o explantaty s jednim tydnem kultivace na indukénim
médiu a o explantaty, které byly na indukénim médiu po celou dobu pokusu, mély de-
tekovatelny obsah ABA nad 20 ng/g Cerstvé hmotnosti. Obsah ABA u explantati
po tydenni indukci byl v prvnich dvou tydnech konstantni a vysoky. Ve tietim tydnu
doslo k poklesu v obsahu ABA v jednonodalni segmentu stonku. Zaroven byl vyvolan
induk¢ni signal pro zahajeni tuberizace, ktery souvisi se zvySenou produkci ABA, ktera
se syntetizuje Vv listu, piedev§im v plastidech. Od patého tydne u explantati s tydenni
indukei doslo opét k nartistu obsahu ABA, coz je zptiisobeno tim, Ze je hliza jiz vytvore-

na a nedochazi k distrubici ABA do ni vtakové mife. Co se tyka explantati
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s devititydenni indukci, tam bylo maximum v obsahu ABA dosazeno ve tfetim, resp.
patém tydnu 120 ng ABA/g ¢. hm. V Sestém tydnu u explantatl s devititydenni indukci
doslo k poklesu a vysledné hodnoty obsahu ABA byly srovnatelné u obou skupin ex-
plantatd. Po tiech, resp. sedmi dnech byly hodnoty u obou skupin explantati srovnatel-

né.

Co se tyka obsahu endogenni ABA ve stolonu, tak tam byly rozdily mezi explantaty
srozdilnou délkou indukce pomérné vyrazné. Obsah ABA ve stolonu byl méfen
od tfetiho tydne (stolon byl jiz dostate¢né velky) az do Sestého tydne. Obsah ABA
u explantatt s tydenni indukci byl nizky do 20 ng/g ¢. hm., avSak od patého tydne doslo
K mirnému nartstu, coz je spjato se vznikem hlizy. U explantati vystavenych devitity-
denni indukci byla naméfena nejvyssi koncentrace ABA ve tfetim tydnu 85 ng/g ¢. hm.,
a poté ve ¢tvrtém tydnu doslo poklesu. V patém tydnu u explantati vystavenych deviti-
tydenni indukci doslo opét k nartistu obsahu ABA ve stolonu, a na to nasledoval pokles

Vv Sestém tydnu.

Obsah ABA v jednonodalnim segmentu

140
120 - W tydenindukce
100 -
80 -
60
40 -
20

H dévet tydni indukce

obsah ABAv ng/g ¢. hm.

3dny 7dnd 14dnG 21dnt 28 dnl 35dnd 42 dni

Graf ¢. 4: Zmeny v obsahu ABA V jednonodalnim segmentu mezi skupinami explantatii

S rozdilnou délkou kultivace na indukcnim médiu.
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Obsah ABA ve stolonu

100 -
90 -+
80
70
60 -
50 -
40 - B tydenindukce

30 1 m dévét tydnd indukce
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10 -

O I T T T

21dnd 28 dnd 35dnua 42 dnu

obsah ABA v ng/g ¢. hm.

Graf ¢. 5: Zmeny v obsahu ABA ve stolonu mezi skupinami explantatii s rozdilnou dél-

kou kultivace na indukcénim meédiu.

5.3.2 Hodnoceni produkce etylenu, etanu a CO;
Z grafu ¢. 6 je patrné, Ze nejnizsi produkce etylenu byla zaznamenéana u explantatii

vystavenych tydenni indukci, kde hodnoty etylenu byly témét zanedbatelné. U explanta-
th se ¢tyitydenni indukci dochazelo k nartistu obsahu etylenu az do 25. dne od zalozeni
pokusu a poté doslo k poklesu. Vysoka koncentrace etylenu u explantatd s devititydenni
indukci mize byt zpiisobena nékolika faktory. Jednim z nich je fakt, Ze u této skupiny
explantati nebyl proveden pienos jednonodalnich segmentl lodyh na druhé médium,
pritomTo ptenosu se pravdépodobné snizi obsah etylenu v nadobé. Druhym diivodem
je, ze u explantath s devititydenni indukei doSlo k vétsi produkei hliz oproti ostatnim

skupinam explantatl, coz je spojeno i s vEtsi produkei etylenu.

Produkce etanu, jak ukazuje graf'¢. 7, byla vyrovnangjsi mezi explantaty rizné dél-
ky indukce oproti dynamice obsahu etylenu. U vSech explantatl, kromé explantati
s tydenni indukci, byly nejvyssi koncentrace etanu na zacatku pokusu a poté doslo
k jejich poklesu a jejich opétovnému zvyseni okolo 25. dne od zalozeni pokusu. U ex-

plantatt s tydenni indukci doslo k naristu obsahu etanu od 32. dne od pocatku pokusu.

U obsahu CO; graf ¢. 8 byly mezi jednotlivymi skupinami explantatli vyznamné
s tydenni indukci, a naopak nejvyssi koncentrace u explantatl s devititydenni indukei.
Nizs8i produkce CO; je vyvoléana kratsi délkou kultivace explantatl na induk¢énim médiu
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a nizsi frekvenci tuberizace. U explantatd s indukei jeden tyden byly prvni hodnoty vys-
§i a poté doslo k jejich poklesu. U explantatti se ¢tyfmi tydny indukce byly hodnoty
celkem vyrovnané, ale ke konci méfeni doslo k nepatrnému nartstu. U explantatii vy-
stavenych devititydenni indukci byl obsah CO; V porovnani s pfedchozimi skupinami
explantati podstatné vyssi, ale dochazelo k vykyvim v pribéhu méfeni. Vysoka pro-
dukce CO; u explantati s devititydenni indukci je zptiisobena intenzivnéj$i pieménou

stolontl v zasobni hlizy, oproti dals$im dvéma skupindm explantati.

nll 1200 - fubenzace bramborv- etvlen

1000

—e tiden indukce

800

—— CtyH trdny indulkce
500 | devét tydmi indukce
400 1
200

u T T T T T T
50 B0 0 80 g0 100
délka kultivace (dny)

Graf ¢. 6: Zmeny v produkci etylenu mezi explantaty s rozdilnou délkou kultivace na

indukcnim mediu.
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Graf ¢. 7: Zmény v produkci etanu mezi explantaty s rozdilnou délkou kultivace na in-

dukcnim mediu.
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Graf ¢. 8: Zmeny v produkci CO, mezi explantaty s rozdilnou délkou kultivace na in-

dukcnim meédiu.
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5.3.3 Porovnani dvou skupin explantati v obsahu cytokininu
Obsah jednotlivych cytokininti se vyrazné lisil, byly nalezeny rozdily jak mezi jed-

notlivymi cytokininy, tak mezi skupinami explantatl vystavenych rozdilné délce induk-
ce. Byly porovnavany dvé skupiny explantatt, prvni vystavena tydenni indukci a druha
umisténd na induk¢énim médiu po celou dobu trvani pokusu, tj. devét tydni. Endogenni
obsah cytokininli je uveden v nanogramech na gram cerstvé hmotnosti (ng/g ¢. hm.).
Nejvice byly zastoupeny iP a BA stovky nanogrami. Obsah iPR a mTR byl v desitkach
nanogramil. Obsah v jednotkach az desitkdch nanograma byl u BAR. Nejméné byly
zastoupeny dHZ, dHZR, mT a tZ v obsahu méné nez 5 ng.

iPR

15
m 1. tyden indukce

ng/g €. hm.

10
M 9. tydndindukce

0] 3 7 14 21 28 35 42 49 56 63 ¢as kultivace (dny)
Graf'¢. 9 Obsah endogenniho iPR v prubéhu tuberizace.

Obsah endogenniho iPR byl niz§i u explantatii po tydenni indukci oproti explanta-
tam vystavenym devititydenni indukci graf ¢. 9. Nejvyssi koncentrace az 20 ng/g ¢. hm.

byla naméfena v obdobi tvorby hliz.
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Graf ¢. 10 Obsah endogenniho iP v prubéhu tuberizace.

Nejvyssi obsah iP graf'¢. 10, u explantati po tydenni indukci byla namétena od dru-
hého do ¢tvrtého tydne od zaloZeni pokusu v hodnoté okolo 135 ng/g ¢. hm. Co se tyka
druhé skupiny explantatt, tam postupné obsah iP roste, poté klesa a nejvyssi hodnoty

dosahuje na konci pokusu. Obsah iP byl vyrazné vyssi v porovnani s iPR zhruba 7—20x.

BA

450
400
350
300
250
200
150 A
100 - H 9. tydndindukce
50

ng/g¢. hm.

m 1. tyden indukce

0 3 7 14 21 28 35 42 49 56 63
délka kultivace {dny)

Graf'¢. 11 Obsah endogenniho BA v prubéhu tuberizace.

V piipadé BA graf ¢. 11 byl obsah tohoto cytokininu ze vSech nejvyssi, dosahoval

az k 300 ng/g ¢. hm. Vyssi obsah byl naméfen u explantati vystavenych deviti tydnim
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na indukénim médiu. Maximum dosahoval v obdobi tvorby hlizy. Tydenni indukce ex-

plantat nevedla k vysokému nartistu endogenniho BA.

BAR

| 1. tyden indukce

ng/g é. hm.

| 9. tydnlindukce

QO = MW kR Uy~ 00 W
1

délka kultivace (dny)

Graf ¢. 12 Obsah endogenniho BAR v pribéhu tuberizace.

Obsah BAR graf ¢. 12 byl vyssi u explantati vystavenych devititydenni indukci.
Zase je zde vliv delsiho ptisobeni BA v médiu, ktery ma vliv i na obsah BAR
v segmentech, asi dochazi k metabolizaci. Obsah u explantatti po tydenni indukci byl
zhruba Ctyfikrat nizsi. Nejvyssi hodnoty BAR byly od druhého do ¢&tvrtého tydne. Zvy-

Seny obsah BAR mtze souviset s indukci tuberizace.

dHZ

1 - B 1. tyden indukce

H 9. tydndindukce

0] 3 7 14 21 28 35 42 49 56 63 délka kultivace (dny)

Graf'¢. 13 Obsah endogenniho dHZ v priibéhu tuberizace.
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Rozdily obsahu dHZ graf ¢. 13 explantaty obou riznych indukci tvorby hliz byly
ptiblizn¢ vyrovnané. Nejvyssi obsahy byly naméfeny v obdobi indukce tuberizace a
zacatku tvorby hliz. Hodnoty oproti jinym endogennim cytokininim byly vyrazné nizsi,

pravdépodobné dHZ nehraje vyznamnou roli v indukci a pribéhu tuberizace.

dHZR

45 -
3,5 -
2,5 -

2 A m 1. tydenindukce
1,5 -

ng/g¢. hm.

9. tydntindukce

0,5 -

0] 3 7 14 21 28 35 42 49 56 63 délka kultivace (dny)

Graf ¢. 14 Obsah endogenniho dHZR v priibéhu tuberizace.

Obsah dHZR graf ¢. 14 byl zhruba dvakrat vyssi oproti dHZ. Vyssi koncentrace
byly namétfeny u explantati vystavenych tydenni indukci. Nejvyssi koncentrace byly
u této skupiny explantatti naméfeny v obdobi okolo tietiho tydne, poté doslo k poklesu

a naslednému narustu obsahu dHZR.
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Graf ¢. 15 Obsah endogenniho mT V pritbéhu tuberizace.
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Obsah mT graf ¢. 15 byl vyrovnany v pribéhu celého pokusu, o néco vyssi hodnoty
byly stanoveny u explantati vystavenych devititydenni indukci. Hodnoty se pohybovaly
okolo 2 ng/g ¢. hm. U explantati s devititydenni indukci bylo maximum naméfeno

Vv devatém tydnu, zhruba 5 ng/g ¢. hm.

mTR

£
£
b )
295 4 m tydenindukce
(=14}
=

10 - W devét tydnl indukce

0 3 7 14 21 28 35 42 49 56 63 délka kultivace (dny)

Graf ¢. 16 Obsah endogenniho mTR V priibéhu tuberizace.

Obsah mTR byl oproti mT zhruba desetkrat vyssi graf ¢. 16. Vyssi hodnoty byly
naméfeny u explantati po deviti tydnech indukce. Nejvyssi hodnota byla namétena
v devatém tydnu indukce, témét 30 ng/g ¢. hm. Co se tyka explantati s tydenni indukei,

tam byly hodnoty endogennich cytokininii zanedbatelné a vyrovnané po celou dobu

prabéhu pokusu.
3,5
3 -
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E
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an 15 - . .
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0,5 -
0 -

délka kultivace {dny)

Graf ¢. 17 Obsah endogenniho Z v priibehu tuberizace.
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V ptipad¢ Z graf ¢. 17 byly obsahy endogenniho cytokininu celkem nizké a vyrov-
nané, v n¢kterych ptipadech nebyl zadny Z detekovan, ale je tu vysoky pik 2,5 ng ve
42 dnech u explantatt s devititydenni indukci. Mezi skupinami explantati byly dosaho-

vany také podobné hodnoty.

Co se tyka ZR, tam nebo zjiSt€no Zadné méfitelné mnoZstvi tohoto endogenniho

cytokininu.
5.3.4 Obsah dusiku v jednonodalnich segmentech lodyh a médiu

5.3.4.1Stanoveni amonného dusiku spektrofotometricky

10 -

m tydenindukce

W dévét tydnl indukce

ohsah NH,*v ng/g ¢. hm.
[=)]

0 3 7 14 21 28 35 42 49 56 63 cas (dny)
Graf ¢. 18 Obsah amonného dusiku v jednonodalnich segmentech lodyh brambor.

Obsah dusiku v jednonodalnich segmentech lodyh brambor byl v ptipad¢ explantati
vystavenych tydenni indukci pfiblizné stejné vysoky po celou dobu pokusu graf ¢. 18,
pohyboval se okolo 10 ng/g ¢. hm. Co se tyka explantatd vystavenych devititydenni
indukci, tam byl obsah amoniakélniho dusiku zhruba o tfetinu niZ§i v porovnani s prvni
skupinou explantatd. Explantaty s tydenni indukci byly pfeneseny po tydnu na MS mé-

dium, kde je obsah dusiku vyssi.
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Graf ¢. 19 Obsah amonného dusiku v médiu.
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Obsah amonného dusiku v médiu graf ¢. 19 mi v pfipad¢é obou skupin explantati

vySel ptiblizné stejné. Obsah se pohyboval pfiblizné okolo 10 ng/g média.

5.3.4.28tanoveni nitrdatovych iontit pomoci indikacnich papirki
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Graf ¢. 20 Obsah nitratovych iontu v jednonodalnich segmentech lodyh bramboru.

Obsah nitratovych iontl graf ¢. 20 byl vyssi u explantatl vystavenych tydenni in-

dukci, coz je zptisobeno prenosem na MS médium. Co se tyka explantatt vystavenych

devititydenni indukci, tam byl obsah téméf polovi¢ni, oproti explantatim s tydenni in-

dukeci.
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Graf'¢. 21 Obsah nitratového dusiku v médiu.

Obsah nitratového dusiku v médiu graf ¢. 21, zejména co se tyka média, na kterych
rostly explantaty jeden tyden, byl témét tiikrat vyssi nez obsah dusiku v rostlinném ma-
terialu. Obsah nitratového dusiku postupné klesal v médiu u explantatt vystavenych

devititydenni indukci.
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6 DISKUSE

Biotechnologické pfistupy v produkci sadbovych hliz bramboru zaznamenaly
Vv poslednich desetiletich vyznamny metodicky posun, ktery ma ¢etné aplikaéni navaz-
nosti. Pfedevsim jde o produkci viruprostého materialu, urychleni Slechtitelského proce-
su. Simulace podminek pro tuberizaci jednonodalnich segmentt lilku bramboru (Sola-
num tuberosum L.) in vitro ndm umoziuje optimalizovat podminky pro péstebni techno-
logie, Slechténi a udrzovaci mnozeni odrid. Kultivace lilku bramboru za G¢elem tuberi-
zace in vitro nam umoziuje simulovat takové podminky, jako je vyziva, teplota, fotope-
rioda a dals$i. Jedna se o morfogeneticky proces, ktery je modifikovan celou fadou fakto-
ri a jednim z nich je i uroven dusikaté vyzivy. Bylo zjisténo, ze optimalizaci dusikaté
vyzivy lze ovlivnit zejména vynos, vitalitu a kvalitu hliz. MCGRADY a EWING 1990
zjistili, Ze snizeny obsah dusiku v MS médiu, v porovnanim se standardnim obsahem

dusiku v zivném médiu, vede K vyssi frekvenci tvorby hliz.

Utinek dusikaté vyzivy na tuberizaci bramboru byl sledovan v fadé studii. GAO et
al. (2014) prishi s tim, Ze obsah nitratového dusiku v médiu pozitivn€ plisobi na rist
stolond. Ke stejnym vysledktim jsem dospéla i ve svém experimentu. Platilo, ze kratsi
vystaveni explantatt médiu s niz8§im obsahem dusiku vedlo k mén¢ intenzivni stoloni-
zaci, tzn. explantaty, které byly na indukénim médiu ¢tyfi tydny, resp. devét tydnt, od-
povédély silngjsi stolonizaci. Zaroven jsem potvrdila, Ze ¢im byla delsi kultivace
na indukénim meédiu, tim dfive nastala iniciace a indukce tvorby hliz. Soucasné doslo
Kk pfeméné véts§iho mnozstvi stolontt v hlizy. GAO et al. (2014) ve svém experimentu
potvrdili pfedpoklad, Ze vysoky piijem dusiku explantaty inhibuje tuberizaci. Tento jev
se V mém experimentu projevil u kontrolni varianty (devét tydnl na indukénim médiu
se snizenym obsahem anorganického dusiku) ke konci pokusu, kdy doslo ke stagnaci ve
vytvareni novych hliz. Indukce tvorby hliz na médiu se snizenym obsahem dusiku zp-

sobila pravidelny piiriistek novych hliz po celou délku pokusu.

EBADI a IRANBAKHSH (2011) zjistovali vhodné mnozstvi sacharézy a BA
v médiu, které ma pozitivni vliv na intenzitu tuberizace a dobu indukce tvorby hliz. Ja-
ko idedlni indukéni médium pro produkci dostacujiciho mnozstvi hliz, cerstvou hmot-
nost, vitalitu hliz a dormanci, bylo popsano médium s obsahem 80 g/l sachardzy a 10

mg/l BA. Tento ptfedpoklad se mi podafilo ovéfit i v mém experimentu. Obsah 80 g/l
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sachardzy a 10 mg/l v médiu ma pozitivni vliv na pribéh tuberizace, ktery byl v mém
pfipad¢ jest¢ umocnén snizenym obsahem anorganického dusiku na 12 pmol v médiu.
Navozené podminky sméfovaly k vyssi frekvenci tuberizace jednonodélnich segmenta
lodyh lilku bramboru. Sachar6za a BA jsou povazovany za nezbytné slozky indukcniho
média, které mohou zkratit obdobi zahajeni tuberizace (EBADI a IRANBAKHSH
2011). Tento proces byl potvrzen i v mém experimentu, ze délka indukce hraje roli ve
vyvolani induk¢niho signalu. Bylo zjisténo, Ze explantaty vystavené ctyitydenni indukei
se jevi jako idealni pro produkci sadby in vitro. U explantatt vystavenych tydenni in-
dukci je tato doba pftilis kratka na to, aby mohlo dojit k optimalni indukci a iniciaci hliz.
Zatimco u kontroly, ktera byla devét tydnti na indukénim médiu, dochazi v poslednich
tydnech kultivace k omezeni vzniku novych hliz. Vysoké koncentrace dusiku v médiu,

a predevsim jeho dlouhé piisobeni na explantaty, tuberizaci inhibuji.

Tuberizaci vSak ovliviiyji 1 endogenni faktory, mezi nimi fytohormony. Z téch jsem se
zaméfila na ABA, CK a etylén. Zmény hladin obsahu endogenni ABA ukdazaly, Ze ABA
ma pozitivni vliv na indukci tuberizace. V pribéhu kultivace doslo ke zméné koncentra-
ce obsahu endogenni ABA v jednonodalnim segmentu lodyhy patrné vlivem indukce
a iniciace rastu hliz. KRAUSS a MARSCHNER (1982) dospéli k zavéru, ze snizené
mnozstvi dusiku v médiu podporuje syntézu ABA v jednonodalnim segmentu lodyhy
lilku bramboru a tim i tuberizaci. Se zvySenou syntézou a akumulaci endogenni ABA
v rostlinnych pletivech souvisi vystaveni jednonodalnich segmentti lodyh stresu
(CHRISTMANN et al. 2006). Z mého experimentu vyplyva, ze zvySeny obsah ABA
ve ¢tvrtém tydnu pravdépodobné souvisi s iniciaci a indukei tvorby hliz. Ve ¢tvrtém
tydnu dochazi k tvorbé hlizy, a tim dosahuje obsah ABA ve stolonu svého maxima.
Vyssi obsahy ABA u explantata s devititydenni indukci souviseji s vétsi frekvenci vzni-

ku hliz oproti skupiné explantati, ktera je pouze jeden tyden na indukénim médiu.

DHITAL a LIM (2012) ve svém pokusu zjistili, pfi pouziti dvounodalnich segmentt
vznika na jednom explantatu v praméru 1,5 hlizy. Hmotnost hliz v tomTo pokusu se
pohybovala okolo 500 mg. V mém piipadé se vzdy na jednonodalnim segmentu vytvo-
fila pravé jedna hliza. Hlizy byly zpravidla na konci stolonu, nékteré v tizlabi jednono-
dalniho segmentu. Nékteré hlizy byly zanofeny v médiu. Co se tykd hmotnosti hliz
v mém pokusu, tak hlizy dosahovaly hmotnosti okolo 50 mg, byly patrné rozdily mezi

variantami, zptisobené rozdilnou délkou kultivace na indukénim médiu. Niz§i hmotnost
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hliz je pravdépodobné zpisobena nedostatkem zivin v tuhém zivném médiu a kratkou
dobou kultivace. PARK et al. (2009) ve svém pokusu ziskali hlizy o velikosti 4-6 mm
oznacené jako malé, 6-8 mm stfedni a nad 8 mm jako velké. V mém piipadé mély nej-
vetsi podil hlizy o velikosti 4—6 mm. Vétsi velikost hliz v ptipadé pokusu PARK et al.
(2009) je zpusobena delsi kultivaci, ktera v tomto piipad¢ trvala ¢tyii mésice, zatimco
v mém pokusu délka kultivace trvala devét tydnli. U explantat, které byly po celou
dobu umistény na indukénim médiu, tj. devét tydnii, negativné ptasobi indukéni médium
se snizenym obsahem anorganického dusiku a pridavku 10 mg/l BA, coz vede k tomu,

ze hlizy nenarostou tak velké, jako v piipadé explantatl se ¢tyimi tydny indukce.

Na urovni morfogeneze hlizy — anatomie sledovali IRANBAKHSH et al. (2007)
prabéh tuberizace. Cilem pokusu bylo porovnat strukturu pupent vystavenych induk¢-
nim a neindukénim podminkdm. Za indukénich podminek meristematické bunky
s hustou cytoplazmou a délicim jadrem expanduji do hlubsich vrstev pupenu, oproti
pupenu vystavenému neindukénim podminkam. Prvni znamkou mikrotuberizace je zvy-
Seni velikosti kortikéalnich parenchymatickych bunék v dolni ¢asti pupenu. Popisuji zvy-
Seni aktivity déleni inicidly a déleni bun€k v subapikalni z6né s nasledkem zvyseni po-
¢tu bunék v dieni. Kone¢na velikost hliz je vysledkem zvySeni velikosti bunék, zejména
V nejvnitinéjSich bunkach kortikdlniho parenchymu a kolem dfené. JiZ po Etvrtém dni
mizeme pozorovat, po umisténi na indukéni médium, déleni bunék v subapikalni oblas-
ti. Pozdé&ji se zacnou délit buiikky v apikalni oblasti meristému. Studie na n¢kolika po-
délnych fezech ukazuje, Ze rist mikrohliz je akropetalni proces a zacina pod apikalnim
meristémem. Postupné se ve vakuolizovanych bunkich zac¢ind hromadit Skrob
Vv rostoucich internodiich pod subapikalni oblasti. Hromadéni Skrobu v bunikach zplisobi

rust hliz v délce i Sifce. Obdobné vysledky popisuji i mnou ptipravené mikrofotografie.

Produkce etylénu byla nejvyssi u explantatt, které byly devét tydnt na indukénim
médiu. Koncentrace byla nizkd, protoZe nedochdzelo k potlaceni tuberizace u jednono-
dalnich segmentti lodyh bramboru, jak ve své praci uvadi MINGO-CASTEL et al.
(1974). Dale uvadéji, ze v disledku vysokého obsahu etylénu v nddobé a nedostatku
oxidu uhli¢itého dochazi k tvorbé svétlych kalusti bez obsahu chlorofylu na bazi stolonti
rostlin bramboru. Tento jev jsem bohuzel ve svém pokusu nepozorovala. U ostatnich
dvou variant byla produkce nizsi, coz mize byt zplsobeno pienesenim explantati

Z indukéniho média na MS médiu a obnoveni mikroklimatu v bafice, zejména to bylo
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patrné u explantata s ¢tyitydenni indukci. Podle VREUGDENHIL a VAN DIJK (1989)
by mél etylén blokovat prodlouzeni stolonil a potlacovat iniciaci hliz. V mém pokusu
byla koncentrace etylénu ziejmé piili§ nizka na to, abych mohla tento jev pozorovat.
Produkce etylénu souvisi se stresem, kterému jsou jednonodalni segmenty vystaveny.
Stres je vyvolan porusenim integrity rostliny a vystaveni induk¢nimu médiu. Etan maze
byt také markerem stresu, a v ptipadé mého experimentu nebyly rozdily v produkci eta-
nu mezi explantaty s riznym zptisobem indukce tuberizace tak vyznamné. Koncentrace
CO, v kultivac¢ni nadobé¢ souvisi s frekvenci tuberizace, proto nejvyssi koncentrace byla

naméfena u explantati vystavenych devititydenni indukci.

Ze vSech méfenych endogennich cytokinini byl naméfen nejvyssi obsah BA,
coz pravdépodobné souvisi stim, ze tento CK byl pfidavan do indukéniho média
s cilem vyvolat u jednonodalnich segmentt lodyh lilku brambor tuberizaci. V ptipadé
BAR tam byl naméfen obsah vyrazné niZsi oproti BA. Je mozné, ze v explantatech do-
chézi k pteméné BA na BAR. Stejné jako EBADI a IRANBAKHSH (2011) jsem potvtr-
dila vliv BA na indukci a iniciaci tuberizace hliz lilku bramboru, v¢etné jejiho prubéhu.
Tyto autofi potvrdili, ze vyssi koncentrace BA v médiu vede k vyssi tvorbé hliz. Také
GALIS et al. (1995) ve své praci potvrdili ptiznivy vliv na prubéh tuberizace, a Ze nej-
vy$§i koncentrace jsou dosahovany v dobé€ iniciace tvorby hliz. Druhym nejvice zastou-
penym cytokininem byl iP a iPR, z toho se da usuzovat, Ze i tyto cytokininy hraji dule-
kininu byla naméfena pro Z a ZR. Tyto cytokininy pravdépodobné vyznamnym podilem
tuberizaci neovliviiuji. Zeatin a jeho ribosid se bézné€ pouzivaji pro in vitro regeneraci
bramboru. K zeatinu se jesté ptidava BA a sacharoza pro lepsi regeneraci pryti brambor
(GHOSH et al. 2015). Byly zjistény rozdily mezi skupinami explantati liSici se délkou
kultivace na indukénim médiu. Délka indukce jeden tyden nevede k vyssi produkci en-
dogennich cytokinini, vV porovnani s délkou indukce devét tydnt. Tydenni indukce je
pravdépodobné pftili§ kratka, aby se mohl vyvolat dostate¢ny indukéni signal. MAL-
KAWTI et al. (2007) provedli srovnani pé€stovanych brambor za indukénich a neinduk¢-
nich podminek. V analyzovanych vzorcich jejich prace byly zjistény nasledujici cytoki-
niny: zeatin ribosid, isopentenyladenin a dale kyselina tuberonova a kyselina jasmono-
va, vcetné jejich metylesterti. Obsah cytokininti se obecné zvysil za indukénich podmi-

nek.
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Obsah dusiku zavisi na médiu, na kterém jsou explantaty kultivovany, coz se potvr-
dila 1 koncentrace dusiku obsazeném v rostlinném materidlu. V explantatech, u kterych
probihala kultivace na induk¢nim médiu jeden tyden, a potom byly pieneseny na MS
médium, byla koncentrace dusiku v médiu i v explantatech vyssi. Kultivace, ve které
byly explantaty na indukénim médiu devét tydnt, vedla k postupnému snizovani obsahu
dusiku jak vmédiu, tak vexplantatech. Niz§i obsah dusiku v médiu, resp.
v explantatech, vedl k ¢asnéjsi a intenzivnéj$i tuberizaci. Tento pfedpoklad potvrdili
ve své praci i DONELLY et al. (2003), ktefi zjistili, Ze snizeny obsah dusiku v médiu
vede k lepsi synchronizaci indukce tuberizace a vyssi tvorbé hliz. CHANG et al. (2016)
ve svém pokusu dosli k zavéru, Ze snizené mnozstvi dusiku vede k lepsi a intenzivnéjsi
tuberizaci. U explantati vystavenych tydenni indukci byla vyraznéjsi stolonizace, a tedy
rust vegetativnich ¢asti. Tento jev vedl k potlaceni tvorby hliz. Vys§si zasobeni explanté-
t vede k intenzivnéjSimu vegetativnimu ristu, a zaroven je potlacena generativni faze

(DOBRANSZKI a TABORI 2010).

Indukce tuberizace a rastu hliz je polyfaktorialni proces s vyznamnym podilem vlivu
vngjsich faktorti. Na zéklad¢ vysledku moji DP lze konstatovat, Ze je mozné tento pro-
ces optimalizovat délkou kultivace na indukénim médiu, sloZenim média a podminkami
prosttedi. Vysledky verifikuji ulohu dusiku, sacharézy, cytokinini a také nezbytnosti

optimalni délky indukéni a morfogenni doby pro produkci hliz.
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7 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva faktory indukce tvorby hliz lilku bramboru (Sola-
num tuberosum L.) v in vitro podminkach. Byly popsané jednotlivé vnéjsi a vnitini fak-
tory, které se podileji na prubéhu tuberizace a také na dormanci. Dale byly popsany
podminky produkce sadby a jeji naroky na ni. Jednonodalni segmenty lilku bramboru
(Solanum tuberosum L.) byly kultivovany na indukénim médiu se snizenym obsahem
dusiku 12 umol, 80 g/l sachardzy a s piidavkem 10 mg/l BA. Po indukci byly segmenty
pfeneseny na MS médium. Byl zaloZen pokus o tiech variantach lisici se délkou kulti-
vace na indukénim médiu. Kultivace segmentli a produkce hliz probihala v in vitro
podminkach. Délka sledovani pokusu byla devét tydnt a od ctvrtého tydne byl zazna-
menavan pocet vytvofenych hliz. Byly stanoveny obsahy fytohormonti, jako je ABA a
CK a produkce etylenu, etanu a CO,, dale pak obsah dusiku. Obsah endogenni ABA byl
stanoven metodou RIA a obsah endogennich CK pomoci HPLC a ELISA. Produkce
etylenu byla meéfena plynovou chromatografii. Obsah dusiku byl méfen
Vv jednonodalnich segmentech lodyh lilku brambor a v médiu spektrofotometricky a po-
moci indika¢nich papirkli. Byla vyhodnocena frekvence tuberizace, velikost a hmotnost
hliz mezi jednotlivymi skupinami explantati. Byly vyhotoveny trvalé mikroskopické

preparaty zachycujici pfeménu axilarniho pupenu ve stolon a pozdéji v hlizu.

Bylo potvrzeno, Ze délka kultivace na indukénim médiu se snizenym mnoZstvim
anorganického dusiku na 12 pmol, mé vliv na zah4jeni tuberizace a mnozstvi vytvoie-
nych hliz. Bylo zjisté€no, Ze obsah ABA souvisi se indukci tuberizace. Nejvyssi koncent-
race byla namétena ve stolonu ve ¢tvrtém tydnu, kdy se zacinaji tvofit prvni hlizy. Bylo
zjisténo, Ze délka indukce ovlivituje velikost a hmotnost hliz. Nejvice hliz bylo ve veli-
kostni kategorii 4-6 mm. Obsah etylenu byl nejvy$si u skupiny explantatt
s devititydenni indukci, coz mize souviset s tim, Ze tyto explantaty nebyly subkultivo-
vany na MS médiu, jako tomu bylo v pfipadé zbylych dvou skupin explantatd.
V pripad¢ cytokininii byly detekovany mezi jednotlivymi skupinami explantatt, ale
I mezi jednotlivymi typy cytokininl, vyznamné rozdily. Nejvétsi zastoupeni mél benzyl
adenin, coz patrné souvisi s tim, ze byl ptfidan do induk¢niho média. Podatilo se mi po-
moci trvalych mikroskopickych preparath zachytit pfeménu axilarniho pupenu ve sto-

lon, resp. vhlizu. V piipadé dusiku byla koncentrace amonného dusiku nizsi
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Vv explantatech a médiu s devititydenni indukci. Obsah nitratového dusiku byl také nizsi

Vv explantatech a médiu s indukci devét tydnii, oproti explantatim s tydenni indukci.
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11 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
ABA — kyselina abscisova

BA — benzyladenin

BSA — hovézi sérovy albumin

CK — cytokininy

ELISA — imunoezymaticka reakce

FLD — fluridon

GA — kyselina giberelova

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie
IAA — kyselina indolyl-3-octova

JA — kyselina jasmonova

MS — Murashige & Skoog médium

PCR — polymerazova fetézova reakce

Phy — fytochrom

PNPP — p-nitrofenyl fosfat

RIA — radioimunuanalyza

TBS — Tris pufr

UKZUZ — Ustiedni kontrolni a zkugebni stav zemé&dglsky

VUB - Vyzkumny Gstav bramboraisky
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