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ABSTRAKT 

Tato práce se zabývá faktory indukce tvorby hlíz lilku bramboru (Solanum tuberosum 

L.) v in vitro podmínkách. Cílem bylo sledovat kultivaci jednonodálních segmentů lo-

dyh na indukčním médium se sníženým obsahem anorganického dusíku na 12 μmol, 80 

g/l sacharózy a přídavku 10 mg/l BA pro tvorbu hlíz. Byla hodnocena frekvence tuberi-

zace, morfologické změny, velikost a hmotnost hlíz. Byly založeny tři skupiny explan-

tátů, lišící se délkou kultivace na indukčním médiu. Byly sledovány změny v obsahu 

endogenní ABA v jednonodálním segmentu lodyhy a ve stolonu. Sledovaly se změny 

v obsahu endogenních cytokininů, dále pak obsah dusíku, produkce etylenu, etanu a 

CO2. Byly připraveny trvalé mikroskopické preparáty zachycující přeměnu axilárního 

pupenu ve stolon, resp. hlízu. Zvýšený obsah ABA v době tvorby hlíz dokládá její vliv 

na tuberizaci. Největší vliv z cytokininů na tuberizaci má BA, iP a iPR. A naopak nulo-

vý vliv měl Z a ZR. Obsah etylenu, etanu, CO2 a dusíku souvisí s délkou kultivace na 

indukčním médiu. 

Klíčová slova: lilek brambor, tuberizace, ABA, CK, dusík, 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 μmol, 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 CO2 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,CO2 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 ÚVOD 

Lilek brambor (Solanum tuberosum L.) patří mezi plodiny s dlouhou historií pěstování. 

Brambory s největší pravděpodobností pocházejí z oblasti pohoří And v Jižní Americe. 

Byly domestikovány v Peru a Bolívii zhruba před 8000 až 5000 lety před naším leto-

počtem. Do Evropy je přivezli Španělé v 16. století po objevení Ameriky. Trvalo téměř 

200 let, než se brambory začaly rozšiřovat jako lidská potrava. Poté se rozšířily do celé-

ho světa a staly se základní potravinou lidstva. V Evropě se lilek brambor stal oblíbenou 

plodinou mezi obyvateli. Byl používán jako základní potravina při nedostatku obilovin 

v době hladomoru. Pěstování brambor v 19. století zabránilo v Evropě cyklickým hla-

domorům a epidemiím kurdějí. Dokonce byl zjištěn nárůst počtu obyvatel v oblastech, 

kde se brambor pěstoval (BROWN a HENFLING 2014). Novodobá historie brambor se 

začala rozvíjet před dvaceti lety, kdy se změnilo jejich pěstování a odrůdová skladba. 

Brambory se přestaly pěstovat ke krmení hospodářských zvířat a omezilo se jejich vyu-

žití na výrobu škrobu a lihu takové jako bylo v 90. letech. Pěstování brambor v České 

republice má dlouholetou tradici. Výroba nativního bramborového škrobu má na dneš-

ním území České republiky tradici od poloviny 19. století, kdy byly brambory zpraco-

vávané na škrob jako přidružená výroba velkostatků. Brambory zpracované na brambo-

rový škrob mají všestranné využití v potravinářském, textilním a papírenském průmys-

lu. V současné době fungují u nás čtyři provozovny zabývající se produkcí škrobu 

z brambor, které plně svou kapacitou nahrazují původních sedmnáct škrobáren, které 

škrob vyráběly na území naší republiky v 80. letech minulého století. Brambory jsou 

zlepšující plodinou v osevním postupu. Pěstební plochy brambor neustále klesají, 

před deseti lety plochy brambor představovaly 40 000 ha, přičemž v současné době se 

jedná o něco kolem 30 000 ha. Průměrný výnos brambor na hektar v letech 2006 – 2011 

je 28,67 tun/ha. V letech 2012 – 2015 byl průměrný výnos 26,47 tun/ha. 

Lilek brambor je víceletá hlíznatá rostlina z čeledi lilkovité (Solanaceae), pěsto-

vaná jako jednoletá plodina. Vyrůstá do výšky 50-100 cm, výjimečně až do výšky 

1,5 m. Je to bylina s hranatou, bohatě větvenou lodyhou, s přímou nebo i poléhavou, 

s krátkými trichomy. Listy jsou lichozpeřené mírně ochlupené 20 až 30 cm dlouhé. 

Květy nejčastěji bílé až fialové se sytě žlutými až oranžovými prašníky. Plody jsou žlu-

té až zelené bobule o velikosti 2 až 4 cm, které uvnitř obsahují bílá semena. Podzemní 

část je charakteristická svazčitými kořeny s hlízami elipsovitého nebo nepravidelného 
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tvaru. Pokožka hlíz je okrově žlutá až světle hnědá nebo u některých kultivarů červená 

až červenofialová. S výjimkou hlíz je celá rostlina jedovatá. Brambory se množí pře-

vážně vegetativně hlízami nebo také v menší míře generativně. Lilek brambor se pěstuje 

zejména pro podzemní hlízy, které vznikají metamorfózou stonku. Existuje celá řada 

kultivarů, které se liší podle doby zralosti hlíz na rané, polorané a pozdní odrůdy. Dále 

podle využití na konzumní a průmyslové. Také se liší tvarem hlíz na kulovité nebo ro-

hlíčkovité, barvy slupky a konzistence dužniny. 

Název brambor se u nás používá pro kulturní, polokulturní a příbuzné plané druhy 

rodu Solanum. Brambory patří mezi nejdůležitější zemědělské plodiny hned po rýži, 

pšenici a kukuřici. Cílem výzkumu je pochopit proces tuberizace a vývoj hlíz 

(JACKSON 1999). V České republice se zkonzumuje na 70 kg brambor na osobu, což 

nás řadí na přední místa ve světě. Brambory obsahují řadu nutričně významných látek. 

Jsou bohaté na minerály, vitaminy, bílkoviny a jsou téměř bez tuku. Hlíza bramboru 

obsahuje v závislosti na odrůdě, termínu sklizně, délky a způsobu skladování asi 20 % 

sušiny a 80 % vody. Sušina je tvořena převážně sacharidy 11-18 %, dusíkatými látkami 

2 % a minimem tuků 0,1 %. 
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2 CÍL PRÁCE 

Cílem mé diplomové práce bylo sledovat morfogenetické změny v procesu tuberizace 

u lilku bramboru (Solanum tuberosum L.) v podmínkách in vitro. Byly založeny expe-

rimenty, u kterých byly sledovány změny v procesu tvorby hlíz vlivem rozdílné délky 

kultivace na indukčním médiu se sníženým obsahem anorganického dusíku. Byla stano-

vena kritická délka pro indukci tuberizace v podmínkách in vitro. Byl stanoven obsah 

fytohormonů a dusíku, které mají vliv na indukci a průběh tuberizace. Byly připraveny 

mikroskopické preparáty zachycující přeměnu stolonu v hlízu. 
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3 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

3.1 Tuberizace  

 Tuberizace u brambor je sezónní, morfogenetický proces přeměny stonku v zásobní 

hlízu. Hlíza je metamorfovaný stonek. Jedná se o komplexní proces zahrnující anato-

mické, hormonální a biochemické změny vedoucí k diferenciaci laterálních stonků, sto-

lonů a hlíz (HAJIREZAEI et al. 2000). Tuberizace probíhá v několika fázích: stoloniza-

ce, inhibice růstu stolonů, indukce a iniciace růstu hlíz. VREUGDENHIL a STRUIK 

(1989) popsali čtyři nezbytné kroky pro tvorbu hlíz na rostlinách bramboru. Prvním 

krokem je iniciace tvorby stolonu z axilárního pupenu. Za druhé se jedná o růst a větve-

ní stolonu. Ve třetí fázi dochází k zastavení longitudinálního růstu stolonu. Posledním 

a tedy čtvrtým krokem je indukce a iniciace tvorby hlíz lilku bramboru. Proces tuberi-

zace se sleduje zejména v in vitro podmínkách, kde dochází k větší frekvenci tvorby 

hlíz oproti polním podmínkám (FERNIE a WILLMITZER 2001). Iniciace tuberizace je 

doprovázena morfologickými a biochemickými změnami. Změny v růstu jsou zapříči-

něny změnami hladiny hormonů (EWING 1995). Tento sezónní vývojový proces je 

ovlivňován celou řadou vnitřních a vnějších faktorů. Mezi indukující faktory patří nízká 

teplota, krátký den, nízký přísun dusíku, sacharidy a celá řada fytohormonů. Účinek 

jednotlivých fytohormonů se během tuberizace mění. Mezi faktory, které inhibují prů-

běh tuberizace, patří dlouhý den, vysoká teplota a vysoký příjem dusíku. Mezi vnitřní 

faktory indukující tuberizaci patří obsah fytohormonů, zejména kyselina abcisová, kyse-

lina indolyl-3-octová, etylén, kyselina jasmonová a cytokininy, dále pak sacharóza. 

Z vnějších faktorů se jedná o teplotu, fotoperiodu a minerální výživu dusíkem. Tuberi-

zace se skládá ze tří vývojových kroků za prvé z indukce hlíz, za druhé z iniciace hlíz 

a za třetí z růstu hlíz (EWING a STRUIK 1992). Podle některých autorů, např. VREU-

GDENHIL a STRUIK (1989) ve své práci uvádějí, že jsou čtyři fáze tuberizace, zatím-

co v novější publikaci EWING a STRUIK uvádějí, že jsou pouze tři fáze tuberizace. 

Tuberizace brambor je vysoce komplexní proces regulovaný i přítomností sacharózy –

 zdroj uhlíku v médiu (ALTINDAL a KARADOGAN 2010). GREGORY a LE (1956) 

stolony jsou podzemní výhonky lilku bramboru, které rostou šikmo nebo vodorovně. 

Vrcholy těchto stonků se metamorfují v zásobní hlízy. Tvorba stolonů začíná hned 

po klíčení, často ještě dříve, než se objeví nadzemní část.  
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 Mikropropagace brambor in vitro je významným postupem pro produkci hlíz. Mik-

rohlízy jsou první generace bramborové sadby získané v podmínkách in vitro, řešící 

problém převodu z in vitro do ex vitro. Mají možnosti využití pro snadné uskladnění, 

transport a mechanizaci pro jejich malou velikost a malou hmotnost. Proces produkce 

sadby je redukován na 3-4 roky (NISTOR et al. 2010). Meristémové kultury poskytují 

reproduktivní a ekonomické metody pro produkci viruprosté sadby (NISTOR et al. 

2010). S produkcí sadby brambor jsou spojeny dva problémy. Prvním z nich je nízký 

výnos sadby. A druhým problémem je hrozba virových, houbových a bakteriálních ne-

mocí při vegetativním množení sadby. Existuje korelační vliv velikosti hlíz na růst nad-

zemní části a také listů. Platí, že větší hlízy způsobují větší růst listů a nadzemní části a 

růst hlíz. Produkce zdravých hlíz je stěžejním problémem produkce brambor v mnoha 

zemích. Patrné je to při vhodné mikropropagaci a produkci hlíz. Hlavním problémem je 

vysoká cena (KAWAKAMI a IWANA 2012). Rychlý produkční systém zahrnuje čtyři 

fáze podle TADESSE et al. (2001):  

1) in vitro multiplikace 

2) aklimace 

3) normalizace použijí se jednonodální segmenty, které se nechají zakořenit  

4) produkce hlíz 

3.2 Vnitřní faktory tvorby hlíz na tuberizaci 

 Jedná se o endogenní faktory tuberizace, především o různé fytohormony. Tyto 

vnitřní faktory přenášejí informaci/signál od vnějších faktorů a do jisté míry na nich 

závisejí a jsou jimi ovlivňovány.  

3.2.1 Hormonální regulace tvorby hlíz 

 Fytohormony představují významný endogenní faktor tuberizace. Fytohormony za-

hajují přeměnu stolonu v zásobní hlízu, pokračují působením v jejím růstu a po čase 

vyvolávají její dormanci, tzn. že zabraňují předčasnému rašení pupenů a růstu nadzemní 

části. Hormony se mohou syntetizovat buď přímo v hlíze nebo můžou být do ní trans-

portovány z okolních pletiv, orgánů. Analýza těchto hormonálních signálů je poměrně 

náročná a doposud komplexně nevysvětlená. Proces hormonální regulace se ještě kom-

plikuje tím, že transportními cestami může být floém, xylém, apoplast nebo symplast 

(BANGERTH 2008).  
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3.2.2 Účinek auxinů 

 Auxiny patří mezi významné fytohormony, které hrají významnou roli při tuberizaci 

lilku bramboru, kde ovlivňují téměř každou fázi životního cyklu. Nejvyšší koncentrace 

auxinu je především v místech jeho syntézy, jedná se o primární meristém především 

vzrostného vrcholu a mladé listy. Odtud je signál přenášen bazipetálně na místo spotře-

by (LOMAX et al. 1995). Bazipetální transport auxinů je polární a udržuje polaritu mezi 

buňkami v pletivech, ale i orgánů. Polární transport se vyznačuje významným morfoge-

netickým účinkem a je potřeba pro výstup specifických proteinových přenašečů tzv. 

PIN proteinů a AUX proteinů pro vstup auxinu do buňky (BLAKESLEE et al. 2005). 

Auxiny působí antagonisticky proti účinku cytokininů. Podporují apikální dominanci 

a brzdí růst axilárních pupenů. Potlačují růst primárního kořene a zároveň podporují růst 

bočních a adventivních kořenů. IAA podporuje růst kořene a tvorbu hlíz a současně 

brzdí růst stonku. Auxiny nemají vliv na počet založených hlíz, ale ovlivňují jejich veli-

kost (ROMANOV et al. 2000). Auxin hraje významnou roli během tvorby hlíz. Hladina 

auxinů se dramaticky zvýší ve stolonech před začátkem tuberizace a zůstává relativně 

vysoká při následném růstu hlíz, což naznačuje podporovací vliv auxinu na tvorbu hlíz 

(ROUMELIOTIS et al. 2012). Auxin mění orientaci meristému z laterálního na longitu-

dinální. Výsledkem je terminace elongace stonku a radiální ztloustnutí stolonu. Zvýšená 

koncentrace auxinů ve stolonu může podporovat dělení a expanzi buněk. Změna buněč-

ného dělení souvisí zejména s poklesem obsahu GA. Proto rozdíl mezi obsahem GA 

a IAA může hrát roli v indukci tvorby hlíz (KLOOSTERMAN a BACHEM 2014). 

3.2.3 Účinek giberelinů 

 Vnější faktory jako teplota, obsah dusíku, fotoperioda a obsah sacharózy v médiu 

mohou ovlivňovat endogenní hladinu fytohormonů v rostlině. Hladina endogenních 

giberelinů (GA) je zvýšená za neindukčních podmínek, a naopak za indukčních podmí-

nek tuberizace se jejich hladina snižuje (VREUGDENHIL a SERGEEVA 1999). Pro-

dlužování stonku je spojeno s intenzivním růstem, což vede k nedostatečné tvorbě me-

chanických pletiv. Růst kořenů je zpravidla potlačen. Dále se GA účastní procesů sti-

mulujících klíčení semen a oddalujících senescenci. Bylo provedeno detailní srovnání 

obsahu GA ve vrcholech stolonů a ve vyvíjejících se hlízách. Výsledky ukazují, že vyšší 

obsah endogenních GA je v rostoucích stolonech, zatímco před viditelnou iniciací hlízy 

byl obsah silně redukován (XU et al. 1998). V rostlinách bramboru je vyšší hladina GA 

za neindukčních podmínek. Pokud ošetříme celou rostlinu GA, dojde k inhibici tuberi-
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zace. Tuberizaci můžeme podpořit, pokud aplikujeme supresory a inhibitory činnosti 

GA. Existuje 120 různých GA pouze GA3 je aktivní, působí v raných fázích tvorby hlíz, 

kde inhibuje indukci hlíz při tuberizaci. Obsah GA ve vrcholech stolonů v průběhu tu-

berizace klesá. Exogenní aplikace GA vede u lilku bramboru k potlačení tuberizace, 

a tedy k intenzivnějšímu růstu stolonů (ROUMELIOTIS et al. 2012). Řada vývojových 

změn u rostlin je způsobena změnou fotoperiody. Bylo zjištěno, že GA působí jako 

sekundární poslové v procesech vyvolaných dlouhou fotoperiodou. Indukce stolonů 

probíhá za dlouhého dne, zatímco indukce tvorby hlíz je vyvolána krátkým dnem. Po-

kud budeme aplikovat GA, můžeme zabránit tuberizaci. Indukce tuberizace je vyvolána 

nízkou hladinou GA v rostlině. K potlačení tuberizace dochází za podmínek dlouhého 

dne a za současného vysokého obsahu GA v rostlině (DRAGICEVIC et al. 2008). Exo-

genní aplikace GA zlepšuje tvorbu stolonu, ale negativně ovlivňuje indukci tuberizace. 

Ošetření hlíz GA způsobilo snížení dormance (COLEMAN et al. 2001). GA má silný 

inhibiční efekt a způsobuje degradaci aktivní GA ve vrcholech stolonů. Přítomnost GA 

hraje roli v různých fázích tvorby bramborových hlíz. Transgenní rostliny se sníženou 

expresí StGA2ox1, vedly k normálnímu růstu a opožděné tuberizaci in vitro. Bylo uve-

deno, že úloha StGA2ox1 na začátku tvorby hlíz úpravou hladiny GA v subapikální 

oblasti stolonu usnadňuje normální vývoj a růst hlíz (KLOOSTERMAN et al. 2007). 

Bylo potvrzeno, že patrně téměř všechny GA tuberizaci inhibují, ale na druhou stranu 

MARKAROV (1990) zjistil, že tuberizace se může vyskytnout i po ošetření gibereliny, 

ale je opožděná a hlízy jsou menší a na rostlině jich vznikne méně. GA působí v raných 

fázích tvorby hlíz, podílejí se na elongaci stonku a stolonu. GA hrají roli ve změně me-

ristémové identity a reorientaci buněčného dělení (ROUMELIOTIS et al. 2012). U fy-

tochromu B vykazují deficitní rostliny zvýšenou hladinu GA nebo citlivost. Bylo zjiště-

no, že hlízy jsou protáhlé a obsahují nedostatečné množství chlorofylu (JACKSON 

a PRAT 1996). 

3.2.4 Účinek cytokininů 

 Cytokininy (CK) jsou syntetizovány zejména v apikálních meristémech a kořenech, 

kde probíhá intenzivní buněčné dělení a odtud jsou rozváděny do cílových rostlinných 

pletiv. Exogenní aplikace CK má vliv na formování stolonů při tuberizaci a také má vliv 

na větvení stolonů (ROUMELIOTIS et al. 2012). Ke stejným závěrům došel také 

RASPOR et al. (2012), který tvrdí, že CK jsou syntetizovány převážně v kořenech 

zejména v apikálních meristémech, odkud jsou rozváděny do ostatních částí rostliny. 
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Méně jsou potom syntetizovány v mladých plodech, embryích a mladých listech. Vyšší 

obsah endogenních CK obsahuje kořen oproti stonku, převážně v inaktivní formě. Sta-

novení CK pomocí hmotnostní spektrometrie, ukázala, že hladina zeatin ribosidu je 

v indukčních podmínkách vyšší oproti neindukčním podmínkám. Ošetření jednonodál-

ních segmentů zeatin ribosidem vede k tuberizaci (MAUK a LANGILLE 1978). Vyšší 

koncentrace BA (benzyl adenin) vede k vyšší frekvenci tvorby hlíz. Bylo zjištěno, že 

koncentrace 5 mg/l BA vede k nejvyšší tvorbě hlíz, a naopak nejnižší počet hlíz vznikl 

při koncentraci 1 mg/l BA. Obsah BA má vliv na čerstvou hmotnost hlíz – platí, že při 

vyšší koncentraci BA jsou hlízy větší a naopak (EBADI a IRANBAKHSH 2011). CK 

se účastní tvorby hlíz. Hrají roli v buněčném dělení, rozdělení asimilátů, akumulaci 

škrobu a signálních drahách fytohormonů, čímž ovlivňují vznik hlíz. Poměr cytokininů 

a auxinů má vliv na buněčné dělení, proto lze předpokládat, že to má podobný vliv 

i na tvorbu hlíz (KLOOSTERMAN a BACHEM 2014). BA inhibuje růst kořenů u jed-

nonodálních segmentů lilku bramboru. Interakci mezi CK a JA snižoval celkový obsah 

cukrů v hlízách (SARKAR et al. 2006). Přídavek BA do média má vliv na pokročilou 

tvorbu hlíz a bylo pokusem prokázáno, že hlízy se objeví o 10 – 20 dní dříve, než u kon-

troly (GALIS et al. 1995). Růst stolonů na médiu s kinetinem vede k tvorbě hlíz oproti 

médiu bez kinetinu, to se hlízy netvoří. Kinetin eliminuje potřebu indukce fotoperiody 

k tvorbě hlíz u rostlin bramboru, což dokazuje stejný sklon k tuberizaci, jako u rostlin 

vystavených krátkému dni (FORSLINE a LANGILLE 1976). 

 Použití exogenních CK nebo zvýšená produkce CK v rostlinných pletivech vede 

k oddálení senescence listů, a tím se prodlouží fotosyntetická produkce. CK stimulují 

transport živin do listů z jiných částí rostliny. Regulace syntézy fotosyntetických pig-

mentů a bílkovin je ovlivněna světlem a minerální výživou v kombinaci s CK. Aplikace 

CK pozitivně působí na indukci tvorby hlíz a hromadění škrobu v rostoucích stolonech. 

Vyšší koncentrace CK byla zjištěna ve špičkách stolonů a v rostoucích hlízách (DI-

MALLA a VAN STADEN 1977). 

3.2.5 Účinek kyseliny abscisové 

 Bylo zjištěno, že ke zvýšené syntéze ABA dochází za předpokladu, že je rostlina či 

její části vystaveny stresu, jako je sucho, chlad, zasolení, poranění a infekce. Ke hroma-

dění ABA v rostlinných pletivech dochází za podmínky, když je rostlina vystavena stre-

su suchem. Nízká hodnota vodního potenciálu směřuje k prudkému nárůstu ABA 
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v kořeni a současně nastává inhibice prodlužování stonku a prodlužování primárního 

kořene (SAAB et al. 1990). Ke snižování vodního potenciálu dochází v souvislosti se 

stoupající koncentrací sacharózy a iontů v médiu. Nízký vodní potenciál negativně 

ovlivňuje délku stonku, čerstvou hmotnost listů, počet kořenů, což je spjato i počtem 

vzniklých hlíz (GOPAL et al. 2008). Xylémem případně floémem probíhá transport 

a distribuce ABA do všech částí rostliny. ABA je primárně transportována do listů, kde 

se účastní zavírání průduchů. Během vývoje stolonu a hlízy dochází k poklesu obsahu 

ABA v rostlině (XU et al. 1998). Při pěstování brambor v médiu, které obsahovalo pou-

ze sacharózu a kyselinu abscisovou, docházelo se zvyšováním její koncentrace v médiu 

ke zvyšování počtu nově založených hlíz. Bylo pozorováno, že tyto hlízy se bez dodání 

ostatních fytohormonů jen nepatrně zvětšovaly. To ukazuje na to, že kyselina abscisová 

má úlohu v založení hlíz a jejich růst již příliš neovlivňuje (KODA a OKAZAWA 

1983). Endogenní gibereliny a kyselina abscisová byli identifikovány a kvantifikovány 

vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií a plynovou chromatografií – hmotnostní 

spektrometrií. Bylo zjištěno, že GA podporuje prodlužování stolonu a inhibuje tvorbu 

hlíz, ale v případě ABA je to naopak. ABA podporuje tuberizaci a omezuje prodlužová-

ní stolonu Endogenní hladina ABA klesá v průběhu stolonizace a vývoje hlíz. Úroveň 

kyseliny abscisové je srovnatelná v indukujících i neindukujících podmínkách (XU et 

al. 1998). 

3.2.6 Kyselina jasmonová 

 Kyselina jasmonová (JA) je zapojená do iniciace tuberizace u lilku bramboru. Pod-

pora či inhibice tuberizace se odvíjí od dávky aplikované JA (ROUMELIOTIS et al. 

2012). Bylo prokázáno, že kyselina jasmonová podporuje tuberizaci, přičemž tato sti-

mulace je silnější u raných odrůd bramboru a s délkou vegetace schopnost tvorby hlíz 

slábne (KODA et al. 1991). Bylo zjištěno, že koncentrace JA s účinkem na tuberizaci je 

20x vyšší než v případě kinetinu (cytokinin). JA je syntetizována v listech pod indukč-

ními podmínkami, dále je hydroxylována a je transportována do stolonů, kde se účastní 

spuštění tvorby hlíz jako kyselina tuberonová. Účinek JA a kinetinu se odvíjí od fyzio-

logického věku rostliny. Kinetin a JA byly přidány do média, kde také kinetin kromě JA 

byl efektivním induktorem tuberizace (PELACHO a MINGOCASTEL 1991). Zároveň 

byl pozorován inhibiční vliv kyseliny jasmonové na růst stolonů při vyšších koncentra-

cích (7,5 ÷ 10 µM) u raných kultivarů. Po aplikaci kyseliny jasmonové nebyl pozorován 

žádný účinek na počet hlíz. U raných kultivarů podporovala tvorbu sušiny v hlízách. 
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Kyselina jasmonová zvyšuje obsah redukujících a celkových cukrů v hlízách včetně 

obsahu škrobu (SARKAR et al. 2006). U jamů z čeledi smedincovitých, jedná se o jedlé 

škrobnaté hlízy podobné bramboru, bylo pozorováno, že hladina endogenní JA se 

v listech s postupným růstem zvyšuje a z toho vyplývá, že JA vyvolává růst hlíz. JA 

byla izolována z listů a identifikována pomocí HPLC a hmotnostní spektrometrie (KO-

DA a KIKUTA 1991). JA vykazuje indukující aktivitu u tuberizace rostlin lilku bram-

boru, která je zahájena expanzí buněk. Disky bramboru kultivovány na médiu s JA ved-

ly k bobtnání disků po jednom dni v kultuře a do pěti dnů se jejich hmotnost zdvojnáso-

bila. Bylo potvrzeno, že kyselina jasmonová a methylester kyseliny jasmonové se podí-

lejí a vyvolávají indukci hlíz (TAKAHASHI et al. 1994). Obsah ribosidů a 9-glukosidů 

cytokininů je ovlivněn přítomností nebo nepřítomností kyseliny jasmonové. Ošetření 

rostlinek bramboru JA vedlo k rozšíření kořenového systému, rozšíření listové plochy, 

navýšení počtu uzlin na stonku a zvětšení průměru stonku (DERMASTIA et al. 1994). 

Interakce JA s endogenní GA v meristému stolonu má vliv na tvorbu hlíz. JA je obsaže-

na ve vysokých koncentracích v peridermu (ABDALA et al. 1996). 

3.2.7 Etylén  

 Etylén při nižších dávkách tuberizaci podporuje, ale při vyšších dávkách dochází 

k inhibici potlačení účinku cytokininů a oxidu uhličitého. Nadbytek etylénu vede 

k tomu, že hlízy neobsahují téměř žádný škrob a jsou protáhlé. V důsledku vysokého 

obsahu etylénu v kultivačním médiu a nedostatečném obsahu oxidu uhličitého dochází 

k tvorbě světlých kalusů bez obsahu chlorofylu na bázi stolonů rostlin bramboru (MIN-

GO-CASTEL et al. 1974). Etylén aplikovaný jako syntetický ethefon inhibuje etiolizaci 

axilárních výhonků a stimuluje radiální růst po celé délce výhonů. Stejné jevy nebyly 

pozorovány při aplikaci ACC – prekurzoru etylénu. Ethefon potlačil tvorbu hlíz. Dvojí 

role etylénu v indukci tvorby hlíz měla pozitivní vliv tím, že blokuje prodloužení stolo-

nů a potlačuje iniciaci hlíz (VREUGDENHIL a VAN DIJK 1989). 

3.3 Vnější faktory na indukci tvorby hlíz 

 Vnější faktory tvorby hlíz lilku bramboru představují vlivy vnějšího prostředí, které 

tuberizaci buď stimulují, nebo naopak inhibují, účinky těchto vlivů se mohou sčítat ne-

bo odčítat. Vnější faktory společně s aktivitou genů rostliny bramboru ovlivňují stav 
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a vývoj vnitřních faktorů tuberizace. Mezi vnější faktory patří teplota, fotoperioda, kon-

centrace sacharózy v médiu, minerální výživa, vlhkost a jiné. 

3.3.1 Sacharóza 

 Cukr hraje roli v koordinaci a načasování vývojových procesů. Vysoká úroveň do-

stupného cukru způsobí tvorbu zásobních orgánů tedy hlíz (GIBSON 2005). V médiu 

probíhá interakce mezi dusíkem a sacharózou. Sacharóza má významný vliv na indukci 

hlíz při tuberizaci, nejmenší množství sacharózy vedoucí k tuberizaci je 2-3 % a opti-

mální množství sacharózy v médiu je 8 % (NISTOR et al. 2010). Účinek indukce přetr-

vává určitou dobu, ikdyž indukující podmínky už nejsou k dispozici. Sacharóza není 

určující morfogenní faktor na počátku vzniku hlíz (GREGORY 1956). V procesu tube-

rizace vysoká koncentrace sacharózy nepředstavuje zdroj energie, ale vyvolává indukční 

signál. Délka dne má rozhodující vliv na hladinu cukru při udržování signálu tuberizace 

(PERL et al. 1991). Apikální vrcholy stolonů tvořící hlízu akumulují škrob a sacharózu, 

ale obsah hexózy zejména fruktózy klesá. Ve vyvíjející hlíze je dvakrát více škrobu 

oproti ostatním částem rostliny lilku bramboru (ROSS el al. 1994). Při použití sacharó-

zy a maltózy do média na indukci tuberizace brambor bylo sledováno, jak koncentrace 

těchto sacharidů ovlivňuje vznik hlíz. Nejvyšší celková hmotnost hlíz byla dosažena 

při koncentraci 4 % u maltózy a 10 % u sacharózy, přičemž optimální hlízy se tvořily 

při 4 % maltóze a 6 % sacharóze. Nízká a vysoká koncentrace sacharózy potlačuje začá-

tek mikrotuberizace a vede k zisku méně hlíz (ALTINDAL a KARADOGAN 2010). 

Maximální katalytická aktivita invertázy (enzym katalyzující hydrolýzu sacharózy) 

a aktivita sacharóza syntázy spolu nepřímo koreluje. Během rané fáze tuberizace je ak-

tivita invertázy vysoká a během maturace klesá, souvisí to s akumulací škrobu a ulože-

ním proteinů (HAJIREZAEI et al. 2000). 

 Sacharóza je významným asimilátem translokovaným do hlíz, při indukci hlíz apo-

plasticky a při jejich zvětšování symplasticky (FERNIE a WILLMITZER 2001). Sacha-

róza je ve vyvíjejích hlízách přeměňována na škrob, proto je nezbytné zajistit po celou 

dobu kultivace dostatečné množství sacharózy v médiu. Nižší množství sacharózy 

v médiu ovlivňuje pouze velikost hlíz, které jsou tvořeny až z 20 % škrobem. Syntéza 

škrobu je nezbytný proces pro růst hlíz (FERNIE a WILLMITZER 2001). 
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3.3.2 Fotoperioda 

 Tuberizace u lilku bramboru je silně ovlivňována délkou dne, přičemž platí, že krát-

ké dny a dlouhé noci vznik hlíz stimulují a naopak dlouhé dny a krátké noci tento jev 

inhibují. MACHÁČKOVÁ et al. (1998) sledovali rostliny lilku bramboru po dobu dvou 

měsíců za různých podmínek. Jednalo se o tři varianty, část rostlin byla vystavena krát-

kému dni (14 hod. noc), druhá varianta zahrnovala rostliny vystavené krátkému dni, 

přičemž noc byla přerušena jednou hodinou světla a třetí varianta se týkala rostlin, které 

byly vystaveny kontinuálnímu světlu (dlouhý den). Rostliny z krátkého dne tvořily hlí-

zy, zatímco rostliny z dlouhého dne kvetly, přestávka 1 hodinu potlačila tvorbu hlíz 

a vedla ke slabšímu kvetení. Změna fotoperiody může změnit indukované hladiny fyto-

hormonů. Zatímco komerční odrůdy jsou poměrně necitlivé k délce dne, brambory vol-

ně žijících druhů Solanum demissum nebo Solanum tuberosum L. ssp. antigena jsou 

zcela závislé na fotoperiodě pro indukci hlíz. Tyto druhy tvoří hlízy jen za krátkých 

dnů. Na světle stabilní fytochrom PHYB je hlavní fotoreceptor podílející se na regulaci 

indukce tvorby hlíz (AMADOR et al. 2001). Molekulární mechanismy, které řídí tvorbu 

hlíz, byly podrobně zkoumány v posledních několika desetiletích. Protože ovlivňují 

vznik hlíz, počet a jejich velikost je pravděpodobné největší ekonomické omezení mo-

derní produkce brambor. Byla odhalena přítomnost alely StSP6A, jejíž exprese je spo-

jena s tvorbou hlíz za podmínek dlouhého dne (MORRIS et al. 2014). GARNER 

a BLAKE (1989) zjistili porovnáním tří délek dne, že zkrácená délka dne má pozitivní 

vliv na tuberizaci. 

3.3.3 Teplota 

 Byl studován vliv kombinace délky osvitu a teploty na rostliny lilku bramboru. Vyš-

ší teplota a delší fotoperioda oddálily růst hlíz a zvětšení objemu. Fotoperioda neovliv-

ňuje absolutní rychlost růstu hlíz při nižších teplotách (VAN DAM et al. 1996). Vysta-

vení zvýšené teplotě 30 °C/20 °C den/noc oproti 22 °C/16 °C den/noc vede ke snížené-

mu výnosu hlíz a nárůstu čistého výkonu fotosyntézy a snížení syntézy škrobu 

v hlízách. Výsledky ukazují, že mírně zvýšené teploty nezpůsobily klasické příznaky 

abiotického stresu a vývoj hlíz je odpovědí prostřednictvím na rozmanitost biochemic-

kých a molekulárních signálů (HANCOCK et al. 2014). Rostliny lilku bramboru byly 

vystaveny vysokým teplotám den 35 °C a noc 25 °C. Vysoké teploty během vegetační-

ho období jsou příčinou řady změn v rostlinách bramboru, které ovlivňují jeho rozvoj 

a mohou vést k výraznému snížení ekonomického výnosu. Bylo zjištěno, že odpověď 
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bramboru na vystavení vysoké teplotě je závislá na fázi růstu. Čím dříve dojde 

k vystavení vysokým teplotám, tím je negativnější její dopad na růst a celkový výnos 

brambor (RYKACZEWSKA 2015). 

3.3.4 Vliv minerální výživy 

 Příjem a distribuce N, P, K byly zkoumány pro jednotlivé fáze ontogeneze rostlin 

brambor. I když jsou dceřiné hlízy vytvořeny velmi rychle, tak je koncentrace 

N, P, K stabilní po dlouhou dobu. Tyto koncentrace jsou udržovány i přes klesající míry 

absorpce (MOORBY 1968). Existuje předpoklad, že nové odrůdy nebo agronomické 

postupy mají za následek snížení koncentrace minerálních látek nezbytných pro lidskou 

výživu u jedlých plodin. Bylo prokázáno, že koncentrace minerálních látek je snížena 

u genotypů poskytujících vyšší výnosy (WHITE et al. 2009). Význam dusíku je zejmé-

na v tom, že umožňuje rostlinám utilizovat uhlík. Optimální zásobení rostlin dusíkem 

zvyšuje intenzitu růstu rostlin, což vede k větší listové ploše a tvoří se i větší hlízy 

(HASSANPANAH et al. 2009). Vyšší příjem dusíku rostlinami se projevuje intenziv-

ním vegetativním růstem a současně je potlačena generativní fáze tedy tvorba hlíz. Cel-

kový počet hlíz a jejich hmotnost ovlivňuje genotyp, fotoperioda a obsah dusíku 

v médiu. Pokud jsou rostliny dobře zásobeny dusíkem, prodlužuje se období tuberizace 

in vitro (DOBRANSZKI a TABORI 2010). 

 Bylo zjištěno, že přídavek NPK hnojiva (komplexní hnojivo s obsahem dusíku, fos-

foru a draslíku) do média oproti kontrole (Murasige a Skoog médium) zvýšil in vitro 

tuberizaci. NPK mělo pozitivní vliv na všechny složky výnosu, jako je počet hlíz, 

hmotnost hlíz a hmotnost kořene a stonku (RADOUANI a LAUER 2015). Vysoká kon-

centrace draslíku vede k poškození vývoje hlíz in vitro po indukci. Využití jednonodál-

ních segmentů ukázalo, že při vyšší koncentraci draslíku dojde k významnému snížení 

zelené biomasy s odpovídajícím poklesem obsahu škrobu v hlízách (SARKAR et al. 

2010). Rostliny lilku bramboru byly pěstovány ve dvou variantách, v první se jednalo 

o snížený obsah dusíku v médiu a ve druhé variantě byl dostatek dusíku. Potlačení 

příjmu dusíku vedlo ke snížení růstu nadzemní části a vývoji mezofylu listu se zabloko-

vaným hromaděním chlorofylu (CHANG et al. 2016). Nitrátová forma dusíku podporu-

je produkci více silnějších stolonů a má za následek indukci tuberizace hlíz proti amon-

né formě. Nitrátová forma má vliv na ztluštění špičky stolonu nebo časnější produkci 

hlíz a jejich větší počet než při amonné formě (GAO et al. 2014). 
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3.3.5 Vliv vlhkosti 

 Lilek brambor je znám tím, že je mělce kořenící plodinou v polních podmínkách. 

Proto je náchylný na sucho a tedy vyžaduje pravidelné zavlažování oproti jiným plodi-

nám (DURRANT et al. 1973). Brambory jsou plodinou, která negativně reaguje 

na změny v zásobování vodou. Do budoucna se uvažuje o plánovaném zavlažování 

podle evapotranspirace plodin a napětí vody v půdě. Na stresu vyvolaném suchem se 

podílí i to, že brambory jsou pěstovány na půdách s nižší zádržností vody (SHOCK et 

al. 2007). Z toho vyplývá, že stres suchem (i slabý) významně ovlivňuje rostliny bram-

boru a podepisuje se kvalitě i kvantitě bramborových hlíz. Snížená dostupnost živin 

při stresu nedostatkem vláhy ovlivňuje produkci brambor. Lilek brambor reaguje 

na účinky závlahy ještě před zahájením iniciace hlíz (SHOCK et al. 2007). Naopak 

i nadměrné zavlažování může ovlivnit kvalitu a kvantitu hlíz. Tyto hlízy jsou vodnaté 

a více trpí chorobami. Nadměrná závlaha vede také k vyplavování živin z půdy, což se 

negativně projeví na rostlinách lilku bramboru (SHOCK et al. 1993). 

3.4 Chemické složení hlíz 

 Brambory jsou výborným zdrojem sacharidů, minerálních látek a vitaminů. Hlízy 

jsou složené převážně z vody, která tvoří 70-75 % a zbylé sušiny o obsahu 20-25 %. 

Uvedený obsah minerálních prvků vztažen na středně velkou hlízu s čerstvou hmotností 

200 g, podle amerických kritérií. Doporučená denní dávka bramboru podle amerických 

kritérií obsahuje 26 % mědi, 17 % draslíku, 18 % fosforu a železa a 5 % až 13 % zinku, 

hořčíku a manganu (WHITE et al. 2009). U brambor je známo, že obsahují dostatek 

vápníku i sodíku. Brambory mohou být při správném hnojení významným zdrojem sto-

pových prvků, jako je selen a jód. Selen je významný stopový prvek, jehož nedostatek 

vede ke zdravotním poruchám (BROADLEY et al. 2006).  

 Brambory se vyznačují významným obsahem minerálních látek, jejich obsah se od-

víjí zejména od genotypu, prostředí, půdního typu a také od pH půdy. Na obsah mine-

rálních látek působí obsah půdní organické hmoty, a také zavlažování a hnojení (NA-

VARRE et al. 2014). 

 Aplikace minerálních hnojiv má vliv na koncentraci minerálů v hlízách. V závislosti 

na složení minerálních hnojiv dochází k interakcím mezi jejich jednotlivými složkami. 

Hnojení minerálními prvky může ovlivnit určité množství prvků v hlíze. Zvýšení výno-
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su, a to buď aplikací minerálních hnojiv nebo rostoucí úrodností půdy, vede k poklesu 

koncentrace minerálních prvků v hlízách. Kromě aplikace hnojiv ovlivňuje složení hlíz 

také genotyp (WHITE et al. 2009). Hlízy lilku bramboru hned po vodě obsahují 

v největším množství škrob. Ten představuje 70 až 80 % sušiny. Škrob je tvořený amy-

lopektinem a amylózou, které jsou obvykle v poměru 3:1 (WOOLFE a POATS 1987). 

Škrob má široké využití v průmyslu. V České republice převládá škrob vyrobený 

z brambor (60 %) a pšenice (40 %). Ve světě je nejvíce produkován kukuřičný škrob. 

Poměr amylózy a amylopektinu určuje, k čemu bude škrob dále využit, jestli 

v potravinářství nebo v lihovarnickém průmyslu.  V potravinářství se upřednostňují 

odrůdy s vyšším obsahem amylózy a v průmyslu jsou používané odrůdy s vyšším za-

stoupením amylopektinu (ŠIMKOVÁ et al. 2013). 

 Obsah bílkovin v bramborových hlízách není příliš vysoký, pohybuje se mezi 1,7 –

 2,1 g na 100 g čerstvé hmotnosti, což představuje zhruba 2 %. Brambory sice nepatří 

mezi potraviny s významným obsahem bílkovin, avšak v oblastech s vysokou spotřebou 

bramboru na jednoho obyvatele mohou mít vyšší nutriční využitelnost (STOREY et al. 

2007). 

3.5 Dormance hlíz 

 Dormance je považována za období vegetačního klidu. Při dormanci dochází 

ke zpomalení a zastavení vývojových a metabolických procesů hlíz. Toto období slouží 

především k překonání nepříznivých podmínek prostředí, ve kterém se rostliny lilku 

bramboru nacházejí. Období klidu se vyskytuje u nejmenších jednobuněčných organis-

mů, až po organismy mnohobuněčné. Dormance je vyvolána působením vnitřních, ale 

i vnějších faktorů a v neposlední řadě je dormance ovlivněna geneticky. U rostlin a hlíz 

v mírném pásmu se jedná zejména o ochranu proti chladu a mrazu, kdy vystavení těm-

To podmínkám by bylo pro ně letální nikoliv pro semena.  

 Dormance je komplexní proces závislý na genetickém pozadí, vývojové fázi hlíz, 

environmentálních i řízených podmínkách v průběhu růstu a uskladnění hlíz. Teplota, 

zásobení vodou, zásobení půdy živinami a fotoperioda během růstu jsou důležité envi-

ronmentální faktory regulující klíčení (MUTHONI et al. 2014). Ke stejným závěrům 

došla i AKSENOVA et al. (2013), která tvrdí, že dormance je komplexní proces závislý 

na odrůdě, růstové fázi hlíz, prostředí, a na celkových podmínkách během růstu 
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a uskladnění hlíz. Rozlišujeme tři typy dormance: endodormance, paradormance, eko-

dormance. Endodormance znamená ovlivnění vnitřními faktory vyplývající ze struktury 

a nastává hned po vytvoření hlízy. Rašení pupenů je v této fázi potlačené. Paradormance 

zahrnuje působení vnějších fyziologických faktorů. Vyznačuje se rašením jediného api-

kálního pupenu, který inhibuje ostatní meristémové pupeny a právě ty se nacházejí 

v paradormanci. Ekodormance je ovlivnění nepříznivými vnějšími faktory životního 

prostředí, především vlivem velmi nízkých teplot. V této fázi by hlízy za příznivých 

podmínek už mohly začít rašit (SUTTLE 2007). U planých druhů převládá delší období 

dormance oproti kulturním druhům. Dormance se ztrácí, když je teplota před nebo 

po sklizni vysoká, ale neplatí to obecně. Přítomnost nebo absence světla po uložení 

po sklizni má malý vliv na trvání dormance, ale dramatický vliv na morfogenezi vznika-

jících klíčků (SUTTLE 2007). Posklizňový průběh dormance je delší u malých (mla-

dých) hlíz oproti velkým (starším) hlízám (SUTTLE 2007).  

3.5.1 Dormance a skladování hlíz 

 Dormancí hlíz se myslí období potlačeného růstu pupenů v podmínkách vhodných 

pro růst (SONNEWALD 2001). Délka dormance hlíz jednotlivých druhů a kultivarů je 

poměrně variabilní, může trvat od 0 do více jak 9 měsíců. Většina kultivarů pěstova-

ných pro průmyslové využití má poměrně krátké období vegetačního klidu. Pokud 

chceme hlízy skladovat dlouhodobě, je nezbytné použití chemických látek, které podpo-

ří dormanci a zabrání předčasnému klíčení. Dormance hlíz je ovlivněna genotypem 

a faktory vnějšího prostředí (SUTTLE 2007). 

 V mnohých studiích se délka dormance odvozuje od data sběru hlíz. V polních 

podmínkách se datum sběru může značně lišit a závisí na mnoha faktorech. Může se 

jednat o faktory, jako je vliv počasí, doba výsadby a agrotechniky (SUTTLE 2007). 

Termín sběru, jako výchozí bod pro měření délky dormance, nemá fyziologický vý-

znam. Uvádí se, že nejlogičtějším fyziologickým nebo biochemickým obdobím, od kte-

rého by se měl měřit začátek dormance, je období začátku iniciace hlíz. Z toho vyplývá, 

že období vegetačního klidu uvažované od iniciace hlíz, by mohlo být ovlivněno faktory 

životního prostředí, které mají vliv na nadzemní část rostliny v průběhu růstu. Jako vý-

chozí bod pro počátek dormance se může také brát ukončení růstu hlíz (CLAASSENS 

a VREUGDENHIL 2000). 
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 Dormance umožňuje delší skladování zásobních orgánů, tedy hlíz. Správné sklado-

vání je nezbytné pro udržení kvality a životaschopnosti sadbových hlíz (BETHKE 

2014). Protože jsou brambory pěstované na celém světě, je jejich skladování ovlivněno 

také produkční oblastí. Způsob uskladnění brambor závisí na požadované délce sklado-

vání, na místních podmínkách životního prostředí a od požadované kvality hlíz na konci 

skladování (BETHKE 2014). 

 Zkrácení délky dormance je nezbytné pro rychlou produkci sadbového materiálu 

a experimentální záměry. Prodloužení dormance je prospěšné pro prodloužení nabídky 

brambor na trhu. Předčasné rašení hlíz není vhodné ani při pěstování brambor v malém 

rozsahu, např. na zahrádkách či záhumencích. Rašením se u hlíz snižuje jejich nutriční 

hodnota a zvyšuje se obsah redukujících cukrů. Hlavním zájmem průmyslu je potlačení 

předčasného rašení hlíz (HAINES et al. 2003). Od způsobu skladování a délky dorman-

ce se odvíjí kvalita hlíz (sadby), kterou chceme využít v dalším roce. Z mikrohlíz se 

ve skleníku produkují minihlízy a ty se následně používají v polních podmínkách. 

Pro svoje rozměry, lehkou manipulaci a jednoduché skladování se mikrohlízy hojně 

využívají při studiu regulace dormance. 

 Dormance je vysoce regulovaná fáze vývoje, která je nezbytná pro přežití rostlin. 

Správný průběh aktivního růstu, který přechází do dormance a je následovaným puče-

ním. Tento proces se týká všech pletiv hlíz, a proto je vyžadována fyziologická koordi-

nace. Vývojové fáze rostlin jsou závislé na působení růstových regulátorů nebo fyto-

hormonů (SUTTLE 2007). 

 Délka dormance je pod genetickou a environmentální kontrolou. Teplota, zdroj vody 

a fotoperioda v průběhu růstu a uskladnění, jsou důležité environmentální faktory regu-

lující klíčení. Prodloužení dormantního období dosáhneme vystavením nízkým teplotám 

při skladování hlíz nebo použitím růstových inhibitorů. Gibereliny a cytokininy podpo-

rují rašení, zatímco kyselina abscisová a etylén inhibují růst výhonků. Obsah ABA 

v hlízách po sklizni je vysoký, musí klesnout pod určitou hranici, aby mohlo dojít 

k indukci růstu výhonů. Problém je, že nízké teploty způsobují degradaci škrobu a redu-

kujících sacharidů. Toto snižuje jejich kvalitu, zejména pokud jsou určeny pro průmys-

lové využití. Zkrátit období dormance můžeme různými způsoby např. skladováním 

v ochranné atmosféře s nízkou koncentrací kyslíku nebo ošetřením chemickými látkami, 

které zkracují délku dormance (SONNEWALD 2001). 
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3.5.2 Vliv vnitřních faktorů na průběh dormance 

 Během vegetačního klidu se mění obsah fytohormonů v dormantních hlízách. Proto 

jejich interakce hrají úlohu při regulaci dormance. Vnitřní faktory zahrnují vliv mno-

hých genů. Interakce vnitřních faktorů se závisí na daném genotypu. Mezi hlavní fyto-

hormony ovlivňující průběh dormance patří cytokininy, auxiny, gibereliny, kyselina 

abscisová a etylén. Z dalších se mohou účastnit kyselina jasmonová a fenolické slouče-

niny. Různé fytohormony jsou syntetizované na více místech rostlin a nejsou tak strikt-

ně specifické, jako živočišné hormony, a proto se jich na vyvolání dormance může 

účastnit více.  

3.5.3 Vliv auxinů na dormanci hlíz 

 Auxiny patří mezi významné fytohormony podporující růst. Jejich úloha v dormanci 

a rašení pupenů hlíz není příliš jasná. SORCE et al. (1996) zjistili pomocí plynové 

chromatografie v kombinaci s hmotnostní spektrometrií, že koncentrace auxinu (IAA 

i konjugovaných forem) byla obecně nejvyšší v raných fázích dormance, tedy hned 

po sběru. Čerstvě posbírané hlízy akumulují auxin převážně v apikálním meristému, 

v axilárních pupenech a ve vodivých pletivech, které leží pod apikálním meristémem. 

Výraznější úrovně auxinů vykazovaly axilární pupeny na konci dormance především 

hladinami m-RNA transkriptů kódující enzymy související se syntézou auxinů. Hladina 

auxinů vzrůstá na začátku raných fází růstu pupenů. Dojde k aktivaci několika primár-

ních genů pro syntézu auxinů a také genů pro PIN1 proteiny, které realizují jejich polár-

ní transport (HARTMAN et al. 2011). Pokud dodáme exogenně syntetické auxiny (2,4-

D, NAA), dojde k výraznější inhibici růstu pupenů a prodloužení období dormance 

(SUTTLE 2003). Auxiny mohou mírně působit na zkrácení období vegetačního klidu, 

a to stimulací dřívějších růstových procesů v závislosti na kultivaru (SORCE et al. 

2009). O endogenních auxinech nemůžeme říct, že patří mezi významné regulátory 

dormance hlíz. Jejich úloha je především v následné regulaci růstových procesů.  

3.5.4 Vliv cytokininů na dormanci hlíz 

 CK jsou účinnými regulátory vegetačního klidu hlíz. Usnadňují přechod z dormance 

a podporují následný aktivní růst pupenů. Ve spících hlízách je nízký obsah bioaktiv-

ních CK. Následné vystoupení hlíz z dormance a začátek rašení souvisí se zvyšováním 

obsahu aktivních CK (KODA 1982). K podobnému výsledku došli také TURNBULL 

a HANKE (1985). Po dobu hlubokého vegetačního klidu byl obsah CK v hlízách nízký. 

Postupně se obsah CK v hlízách zvyšoval a nejvyšší hodnoty bylo dosaženo před raše-
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ním a v období rašení pupenů. Konečná fáze dormance byla spojena se zvýšeným obsa-

hem CK v hlízách a také zvýšením citlivosti na CK. Pokud použijeme přírodní a synte-

tický CK na dormatní hlízy, nastane přerušení období vegetačního klidu, což vede 

k rašení mnoha pupenů (HEMBERG 1970). 

 Bylo zjištěno, že syntetické deriváty CK, fenylmočovina nebo nitroguanidin, byly 

účinnější v přerušení vegetačního klidu mikrohlíz oproti nativním. To by mohlo souvi-

set s vyšší odolností syntetických CK vůči enzymatické degradaci (SUTTLE 2008). 

Exogenní aplikace CK nemá žádný vliv na dormantní hlízy, které jsou ošetřeny bezpro-

středně po sběru a na počátku období skladování a dormance. (SUTTLE 2001). Po urči-

tém čase dormantní hlízy vykazují postupný nárůst citlivosti na CK. Nadále vzrůstá 

citlivost po dobu skladování a dormance, tak může být oslabena vlivem exogenně doda-

ných CK. Změny v účinnosti CK po období dormance nejsou výsledkem jejich katabo-

lismu, ale spíše hormonální citlivosti nebo transdukce signálu (SUTTLE 2001). Klíčová 

úloha endogenních CK v období dormance byla potvrzena na rostlinách transgennního 

lilku brambor, které měly zabudovaný gen CKX pro tvorbu cytokinoxidá-

zy/dehydrogenázy. Tyto hlízy vykazovaly zvýšenou expresi a syntézu enzymu, která je 

zodpovědná za inaktivaci CK. Účinek tohoto genu spočíval v tom, že měl za následek 

opoždění rašení a růst pupenů o 5 až 8 týdnů. Ošetření těchto hlíz pomocí BA se obno-

vil normální průběh dormance a rašení hlíz. Naopak transgenní hlízy se zvýšenou bi-

osyntézou CK mají výrazně zkrácenou dobu vegetačního klidu (HARTMAN 2011). 

3.5.5 Vliv giberelinů na dormanci hlízy 

 BRIAN et al. (1955) zjistili mezi prvními, že aplikace GA vede ke zkrácení dorman-

ce. RAPPAPORT et al. (1958) uvedli, že aplikace GA ve formě postřiku na nať před 

sběrem hlíz vedla ke dřívějšímu rašení hlíz. Ošetření dormantních hlíz GA podporuje 

předčasné rašení hlíz a tento postup byl schválený pro komerční použití a běžně se pou-

žívá (CLAASSENS a VREUGDENHIL 2000). GA3 je účinný při zkrácení období klidu 

hlíz, ale jeho účinnost závisí na kultivaru. Klíčky vyrůstající z pupenů ošetřených hlíz, 

mají sklon být dlouhé, tenké, křehké a všeobecně náchylné k poškození při manipulaci 

a zejména při výsadbě. Tento negativní jev můžeme omezit komerčním použitím GA3 

(SALIMI 2010).  

 Obsah endogenních GA jako jsou GA19, GA20, GA1 je poměrně vysoký ihned 

po sklizni. Obsah klesá po dobu skladování a nejvyšších hodnot dosahuje v období sil-
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ného růstu (SUTTLE 2004). Bylo zjištěno, že v době prvotního rašení vnitřní hladiny 

některých zkoumaných GA byly nižší, jako ty u hlíz v hluboké dormanci. U trpasličích 

mutantů brambor bylo zjištěno, že obsahovaly detekovatelné množství GA1. Navzdory 

tomuto zjištění byl jejich vývoj srovnatelný v jednotlivých fázích vegetačního klidu 

jako u normálního fenotypu. Umělé snížení obsahu endogenního GA20 a GA1 metodou 

antisense na expresi genu StGA20ox1, který je odpovědný za biosyntézu GA, neovliv-

ňovalo trvaní dormance, ale opožďovalo následný růst výhonů (CARRERA et al. 2000). 

Stimulace předčasného pučení se dá dosáhnout použitím různých inhibitorů biosyntézy 

GA (SUTTLE 2004). 

 Transgenní rostliny se sníženým obsahem endogenních CK neodpovídaly na ošetře-

ní pomocí exogenně aplikované GA3. Na základě tohoto pokusu se došlo k závěru, že 

GA vyžadují přítomnost CK na indukci rašení hlíz a CK jsou nezbytné pro vyvolání 

dormance. Transgenní rostliny nesoucí gen pro insoentenyl transferázu, který vede ke 

zvýšení endogenního obsahu CK, podporovaly giberelinu zprostředkované rašení hlíz 

in vitro (HARTMAN 2011). Přirozeně se vyskytující endogenní GA nehrají významnou 

roli v regulaci dormance, spíše podporují následný růst výhonů. K ukončení dormance 

může vést zvýšení endogenních GA. Na zkrácení dormance má vliv exogenní aplikace 

GA. Jednotlivé odrůdy můžou reagovat odlišně, je to způsobeno hloubkou a dobou tr-

vání dormance.  

3.5.6 Vliv kyseliny abscisové na dormanci 

 ABA je významným a hlavním hormonálním regulátorem dormance. Je potřebná jak 

pro vyvolání dormance, tak pro její průběh. Bylo zjištěno, že obsah ABA v pupenech 

a parenchymu se zvýšil po nástupu vegetačního klidu. Nejvyšší obsah dosahovala 

po dobu hluboké dormance a výrazně klesala na konci vegetačního klidu (SUTTLE 

1995). Pokud uměle přerušíme dormanci, dojde k poklesu ABA v hlízách (SUTTLE 

2007). Předčasné vystoupení z dormance bylo způsobeno umělým snížením obsahu 

ABA pomocí inhibitoru ABA biosyntézy FLD (SUTTLE 1995). Po 9 týdnech růstu 

byly hlízy sklizeny a uloženy po dobu následujících 15 až 20 týdnů (SUTTLE a HULT-

STRAND 1994). Dlouhodobé působení FLD po dobu dormance mělo vliv na předčasné 

rašení po 3 až 6 týdnech kultivace. Aplikace ABA na hlízy ošetřené FLD obnovila en-

dogenní obsah ABA a potlačila rašení hlíz. Mimochodem, použití FLD na hlízy 
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v hluboké dormanci vede také k předčasnému rašení hlíz (SUTTLE a HULTSTRAND 

1994).  

 Na délku trvání klidu hlíz nemá žádný vliv trvalé zvýšení endogenního obsahu 

ABA. Ačkoliv pokles obsahu ABA koresponduje s průběhem vegetačního klidu 

v hlízách, je patrno, že není nevyhnutelným předpokladem pro ukončení dormance 

(SUTTLE 2012). Úloha ABA je významná v iniciaci a udržování dormantního stavu 

hlíz. Její úloha je méně jasná při ukončení dormance a následném rašení hlíz. Zatím 

ještě nebylo zjištěno, jestli existuje nějaká prahová koncentrace ABA pro ukončení 

dormance (SUTTLE 1995). Ukončení dormance je způsobeno kombinací několika fak-

torů. Na dobu vegetačního klidu nemá vliv ani trvalé zvýšení obsahu ABA (SUTTLE et 

al. 2012).  

3.5.7 Vliv etylénu na dormanci hlíz 

 Bylo zjištěno, že etylén stimuluje počátek dormance. Ale bohužel jeho úloha 

v tomTo a následných procesech není příliš objasněná. Účinky exogenně dodávaného 

etylénu se odvíjí od kultivaru a délky ošetření. RYLSKI et al. (1974) dokázali, že 72 

hodinové ošetření etylénem způsobilo zkrácení délky dormance, ale došlo k potlačení 

růstu pupenů při kontinuální expozici. Snížení koncentrace etylénu po dobu skladování 

prodloužilo dobu trvání dormance a vedlo k poklesu celkového množství pupenů po 35 

dnech (WILLS et al. 2004). 

 Produkce etylénu byla nejvyšší na počátku dormance a potom prudce klesala 

(SUTTLE 1998). Na počátku dormance může dojít k přechodnému zvýšení etylénu, 

které může být způsobeno namáháním a poškozením pletiva v souvislosti se sběrem 

(SUTTLE 2007). Použití dusičnanu stříbrného (AgNO3) nebo 2,5-norbornadienu, které 

vedou k inhibici účinku etylénu, vede k předčasnému rašení hlíz. Použití exogenně apli-

kovaného etylénu na takto ošetřené hlízy inhibovalo předčasné rašení (SUTTLE 1998). 

Bylo dokázáno, že endogenní etylén je významný v indukci dormance hlíz a přímo vy-

volává endodormanci mikrohlíz (SUTTLE 1998). Délka dormance může být do určité 

míry ovlivněna exogenní aplikací etylénu. Jeho účinek se odvíjí od kultivaru, délky ex-

pozice a kultivačních podmínek.  

3.6 Vliv vnějších faktorů na dormanci 
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3.6.1 Vliv teploty na dormanci hlíz  

 Podmínky počasí před sběrem a po sběru mohou mít účinek na dormanci hlíz. Pokud 

budeme skladovat brambory přibližně po dobu jednoho měsíce při teplotě těsně 

pod bodem mrazu (-1 °C), může dojít k prodloužení dormance nebo se může trvale na-

rušit schopnost hlíz rašit (BURTON 1978). Dormanci může ovlivnit také počasí 

v průběhu sezóny, zejména krátce před sklizní. Studený a vlhký průběh sezóny 

před sklizní, vede k prodloužení dormance zhruba o měsíc. Na druhou stranu suché, a 

teplé počasí snižuje dormanci zhruba o 9 týdnů (BURTON 1978). 

 Vystavení hlíz vysokým teplotám vede k jevu označovanému jako tepelné rašení 

nebo rašení při vysoké teplotě. Vysoká teplota 32 °C v závislosti na kultivaru vedla 

k rašení hlíz a také na ně působila negativně. Negativní vliv vysoké teploty se projevo-

val hnědnutím pupenů a ztrátou životaschopnosti. Ke zkrácení dormance o 2 až 3 týdny, 

u všech kultivarů dojde po skladování při teplotě 28 °C a následné přemístění do teploty 

18 °C. Také vystavení chladným teplotám 2 °C a následné přemístění do 18 °C vedlo 

ke zkrácení období vegetačního klidu přibližně o 2 týdny (VAN ITTERSUM 

a SCHOLTE 1992).  

 Po určité době mohou nízké teploty napomáhat hlízám z výstupu z dormance. Po 

překonání endodormance jsou hlízy vlivem chladu udržovány v ekodormanci. Nízká 

teplota pravděpodobně působí na snížení koncentrace růstových inhibitorů. Rašení hlíz 

je vyrovnanější a rychlejší u těch hlíz, které jsou přeneseny z chladu do indukčních 

podmínek. Dlouhodobější vystavení nízkým nebo vysokým teplotám má za následek 

ukončení dormance, po přenesení do mírných podmínek nastane rychlé rašení.  

3.6.2 Vliv světla a sacharózy na dormanci hlíz  

 Dormance může být ovlivňována již po dobu tuberizace a následného rozvoje hlíz. 

COLEMAN a COLEMAN (2000) zjistili, že při skladování hlíz při 8 h fotoperiodě 

oproti kontinuální tmě došlo k výraznému snížení období dormance. Doba zkrácení se 

odvíjela od kultivaru. K účinnějšímu zkrácení dormance došlo po přidání sacharózy 

do indukčního média v kombinaci s 8 h fotoperiodou. Vyšší koncentrace sacharózy 

v indukčním médiu (12-16 %) zkracovala dormanci, jak při 8 h světle, tak za kontinuál-

ní tmy. Na druhou stranu nižší koncentrace sacharózy (4 %) má vliv na prodloužení 

období klidu (COLEMAN a COLEMAN 2000). Vliv světla na zkrácení dormance se 

odvíjí zejména od jednotlivých genotypů. Případně teplota, koncentrace sacharózy nebo 
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fytohormony ve spojení s fotoperiodou krátkého dne, mohou zvýšit účinek světla 

na zkrácení dormance. V průběhu skladování má přítomnost nebo nepřítomnost světla 

jen malý vliv na období dormance, ale významně ovlivňuje morfologii vznikajících pu-

penů (SUTTLE 2007). 

3.7 Sadba brambor 

 Pro produkci brambor se zpravidla užívají hlízy jako sadba. Pokud se jedná o hlízy 

o průměru větším než 25 mm, pak se jedná o konvenční sadbu hlíz. Nicméně 

v posledních letech se používají pro produkci sadby tzv. minihlízy, které byly odvozeny 

z rostlin in vitro. Tyto minihlízy se používají v prvních fázích množení sadby brambor. 

Kromě toho se v omezeném množství používá bramborových semen. Sadba brambor je 

produkována všude tam, kde se brambory pěstují. Často se používají malé hlízy, které 

mají špatnou kvalitu. Dobrá kvalita sadby je zaručena pěstováním, přesně za tímTo úče-

lem. Bramborové hlízy musejí projít certifikací a musí být pěstovány na půdách pros-

tých chorob. A v průběhu vegetace sadbových brambor musí být sledovaný výskyt cho-

rob a škůdců. U brambor je poměrně vysoká degenerace původně zdravého osiva. 

Při pěstování ze semen a následném klonovém výběru trvá 8–10 roků, než vznikne cer-

tifikovaná sadba. V mnoha zemích nejsou pro produkci sadby odpovídající rostlinolé-

kařské podmínky, a tedy není možné po tak dlouhou dobu udržet sadbu zdravou. 

V takových zemích se používá rychlé namnožení sadby za 3–4 roky. Sadba brambor by 

měla být prostá karanténních chorob, jako je kroužkovitost a hnědá hniloba. Nové rych-

lé množící techniky pro výrobu minihlíz jsou založeny na explantátových kulturách, 

k tomu se využívá např. hydroponie. Tyto techniky umožňují produkci velkého množ-

ství hlíz v krátkém čase. Minihlízy mají zpravidla průměr 5 – 20 mm a hmotnost 0,5–

5 g. Za předpokladu, že původní rostlinný materiál byl zdravotně nezávadný včetně la-

tentních chorob, pak můžeme tyto hlízy použít jako pre-základní sadbu.  

3.8 Certifikace sadby brambor 

 V ČR se v současné době využívá pro novošlechtění odrůd bezvirového materiálu, 

který lze získat ozdravením napadeného materiálu pomocí meristémových kultur 

v podmínkách in vitro. Na novošlechtění navazuje bezvirové udržovací šlechtění taktéž 

v podmínkách in vitro. Ke kontrole bezvirózního stavu rostlinného materiálu se využí-

vají metody ELISA a PCR. TímTo postupem je možné dosáhnout zkrácení cyklu udr-



33 
 

žovacího šlechtění a produkce sadby o 2–3 roky (HORÁČKOVÁ et al. 2008). Metoda 

ELISA se hojně využívá pro hodnocení zdravotního stavu rostlin, u brambor zpravidla 

v kombinaci s negativním výběrem. 

 U sadby brambor je důležité používat certifikovanou sadbu z důvodu výskytu viro-

vých chorob. Součástí uznávacího řízení množitelského porostu je i kontrola zdravotní-

ho stavu na výskyt virových chorob tzv. ELISA testem. Z důvodu zajištění minimálního 

napadení virovými chorobami se smí sadba brambor množit jen v tzv. uzavřených pěs-

tebních oblastech. Jedná se zpravidla o vyšší polohy, kde je předpoklad nižšího výskytu 

přenašečů virových chorob a všechny porosty včetně konzumních zde mohou být pěsto-

vány pouze z certifikované sadby. Pokud je k výsadbě použita vlastní sadba, dochází 

zpravidla k rychlému výskytu viróz a silnému snižování výnosu. Po dvou až třech pře-

sadbách, zejména v teplejších oblastech, bývá většinou celý porost silně napadený 

s předpokladem velmi nízkého výnosu. V mnoha případech sklizeň není vůbec rentabil-

ní a dochází k likvidaci porostu. Použitím certifikované sadby je zajištěn odpovídající 

zdravotní stav a tudíž i podmínka dosažení vysokého výnosu. 

3.8.1 Požadavky na množitelské porosty a sadbu brambor 

 Rozlišujeme několik kategorií sadby brambor. Odlišujeme rozmnožovací materiál 

předstupňů SE 1 a SE 2, dále tři stupně základní E 1, E 2 a E 3, potom následuje certifi-

kovaný rostlinný materiál A a B obr. č. 1 a obr. č 2. Sadbu lze vyrábět v kategorii B 

pouze za předpokladu, že použitý výchozí rozmnožovací materiál obsahuje nejvýše 5 % 

hlíz napadených viry, při použití ELISA diagnostiky. Platí, že musíme splnit několik 

požadavků na vlastnosti množitelských porostů. Před výsadbou musí být na pozemku 

proveden průzkum na výskyt Globodera rostochiensis a Globodera pallida 

s negativním výsledkem. Pozemek nesmí být v karanténě z důvodu předešlého výskytu 

háďátek Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus a Ralstonia solanacearum, které se 

týkají zákazu množení sadby. Množení na stejném pozemku je přípustné nejdříve za tři 

roky po předchozím porostu brambor. Musí být dodrženy minimální izolační vzdálenos-

ti množitelských porostů od jiných porostů brambor s výskytem virových chorob nad 10 

%. Každý množitelský porost musí být zřetelně oddělen od sousedního porostu alespoň 

jedním, bramborami neosázeným řádkem, nebo nejméně 10 m dlouhým neosázeným 

pruhem v šíři sazeče na počátku i na konci množitelského porostu. Za nedodržení mi-

nimální vzdálenosti množitelských porostů od jiných porostů brambor se považují i vy-
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selektované rostliny neodstraněné v den následující po selekci. Zdravotní stav porostu 

se hodnotí pomocí přehlídek porostu a prováděním negativních výběrů (odstranění na-

padených rostlin a plevelných brambor). U každého stupně sadby brambor musí být 

dodržena velikost hlíz pro jednotlivé kategorie, velikost hlíz je uvedena v zákoně. Po-

kud máme sadbu, tak velikost sadbových brambor může obsahovat max. 3 % podsad-

bových brambor a 3 % nadsadbových brambor. Velikost sadby se stanovuje na čtverco-

vých sítech o minimálním rozměru 35 x 35 mm a maximálním rozměru 60 x 60 mm. 

V jedné partii sadby musí být zastoupeny hlízy všech velikostí ve vyrovnaném poměru. 

Příměs zeminy a jiných nečistost může být nanejvýš 2 %. Hlízy jiných odrůd nejvýš 0,1 

%. Nesmí obsahovat škodlivé organismy, které je zakázáno zavlékat a rozšiřovat na 

území EU. Dále se hodnotí výskyt suché a mokré hniloby, plíseň brambor, aktinomyce-

tová obecná strupovitost bramboru, vločkovitost hlíz bramboru. Při produkci sadby se 

také hodnotí vnější vady způsobené mechanicky nebo škůdci, hlízy poškozené mrazem 

nebo zapařením. Hodnotí se také silné šednutí až černání dužniny zaujímající více než 

1/3 hlízy a silná rzivost dužniny více jak 1/10 hlízy.  

 Při pěstování brambor na sadbu musíme dodržovat celou řadu pokynů, které vychá-

zejí z vyhlášky č. 369/2009 Sb., o podrobnostech uvádění osiva a sadby pěstovaných 

rostlin do oběhu. Musí být dodržena kvalita a zdravotní stav množitelského materiálu, 

mohou být použity hlízy získané z explantátových kultur. V průběhu sezóny musí být 

porost pravidelně kontrolován pracovníkem UKZUZ a musí být prováděny negativní 

výběry, aby se snížil výskyt napadených a plevelných rostlin bramboru. Přehlídky po-

rostů se provádějí třikrát za sezónu, při průměrné výšce trsů 20 cm, v plné vegetaci 

a po ukončení vegetace. Takto získaná sadba musí být zabalena a označena návěskou: 

úřední návěska sadby brambor – rozmnožovací materiál předstupňů nebo šlechtitelský 

rozmnožovací materiál obsahuje několik důležitých údajů, jako např. triviální a bota-

nický název druhu, označení kategorie množení a název odrůdy.  
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Obrázek č. 1 Udržování a množení bramboru. 

 

Obrázek č. 2 Udržování a množení bramboru při využití explantátových kultur. 

3.8.2 Poznatky o produkci sadby brambor v podmínkách in vitro 

 Produkce hlíz v podmínkách in vitro v posledních letech nabývá čím dál více 

na významu. Kultivace jednonodálních segmentů nebo mikrohlíz umožňuje v krátkém 

čase získat velké množství sadby vysoké kvality, zejména co se týká zdravotního stavu. 

Lze je snadno transformovat. Podstatné je správně zvolit genotyp brambor, protože ten 

může podstatně ovlivnit výnos hlíz. Nejčastěji se pro propagaci in vitro používají jed-

nonodální segmenty lodyh lilku bramboru s jedním axilárním pupenem. Často se také 
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používají vícenodální segmenty s více pupeny nebo malé hlízy do velikosti 3 mm (DO-

NELLY et al. 2003). Hlavní nevýhodou produkce sadby v podmínkách in vitro ve srov-

nání s produkcí sadby v polních podmínkách jsou nepochybně její vyšší finanční nákla-

dy. Problém přestavuje nižší výnos a menší velikost hlíz (GOPAL et al. 2008). Cílem 

komerční produkce sadby je zajistit optimální podmínky produkci velkého množství 

sadby odpovídajícího zdravotního stavu a velikosti. Během kultivace in vitro jsou rost-

liny vystaveny nestandardním podmínkám. Rostliny jsou pěstované v uzavřené vzdu-

chotěsné nádobě za zvýšené relativní vlhkosti vzduchu, důvodem je zabránění vzniku 

mikrobiální kontaminace. Takto získané rostliny jsou velmi citlivé a vyžadují několik 

týdnů aklimace (BAROJA-FERNÁNDEZ et al. 2002). Zavedení explantátových kultur 

do produkce sadby brambor mělo velký vliv zejména na zkrácení doby produkce sadby. 

TímTo způsobem lze získat dostatečné množství sadbových brambor a vysoké úrovně 

zdravosti materiálu. Byly porovnány rostliny získané v in vitro podmínkách, mikrohlízy 

a hlízy získané z normálních polních podmínek. Tyto rostliny byly vysázeny na pole 

a byla u nich sledována náchylnost na virové onemocnění. Bylo zjištěno, že sadba zís-

kaná v podmínkách in vitro vykazuje vyšší náchylnost k virovým chorobám (WROBEL 

2014). Byla porovnávána produkce hlíz z několika variant sadby z rostlin in vitro, mik-

rohlíz, minihlíz a tradičních sadbových brambor. Všechny tyto varianty byly vysázeny 

na pole ve třech termínech (2. týden v dubnu, 4. týden v dubnu a přelom června a čer-

vence). Nejvyšší koeficient produkce hlíz byl u tradiční sadby a mikrohlíz, a naopak 

nejnižší u minihlíz. Co se týká mikrohlíz získaných z rostlin in vitro, tak tam byla nej-

větší produkce ve třetím termínu. Obecně platilo, že vyšší produkce hlíz byla u všech 

variant u třetího termínu výsadby (WROBEL 2015). 

 Vysoká produkce hlíz byla vyvinuta s pomocí automatizovaného systému bioreakto-

ru. Používají se bioreaktory rotační nebo stacionární, ve kterých je umístěno tekuté mé-

dium, které se podle potřeby může měnit. Kultivace explantátů probíhá ve dvou krocích. 

V prvním kroku byly donorové rostliny inokulovány do bioreaktoru pro růst a množení 

rostlin. V druhém kroku po čtyřech týdnech kultivace se médium vymění za nové a do-

jde indukci a iniciaci hlíz. Analýza velikosti hlíz ukázala, že přídavek BA v kultivačním 

médiu pozitivně ovlivnil formování hlíz, které byly velké až 1, 1 g (PIAO et al. 2003). 

Porovnáním pěstování brambor v bedýnkách, květináčích a hydroponii vyšlo najevo, že 

nejvhodnější pro pěstování sadby brambor se jeví hydroponie. Mezi výhody hydroponie 
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patří jednoduchá sklizeň, řízená minerální výživa, efektivnější využívání vody a nižší 

spotřeba pesticidů. V případě hydroponie byl výnos výrazně vyšší oproti zbylým varian-

tám (CORREA et al. 2008). RITTER et al. 2001 porovnávaly produkci hlíz mezi pěsto-

váním pomocí aeroponie a hydroponie ve skleníku. U aeroponie byl pozorován inten-

zivní vegetativní růst a opožděná tuberizace v porovnání s hydroponií. Pěstování 

bez půdy má mnoho výhod v porovnání s pěstováním v půdě, které se hojně využívá. 

Jedná se o vyšší produkci, řízenou minerální výživu, nižší napadení chorobami a škůdci. 

RYKACZEWSKA (2016) ve své studii zjistila, že při využití aeroponie dosáhne 2–3x 

vyšší výnosy v produkci minihlíz ve srovnání s tradičními metodami. Dále výsledky 

této studie ukázaly, že aeroponický systém je dobrou technologickou alternativou 

pro produkci bramborové sadby, a že odrůda hraje významnou roli v počtu vytvořených 

hlíz. 

3.8.3 Výzkumné ústavy zabývající se šlechtěním, produkcí a udržováním sadby 

brambor 

 V České republice má šlechtění a množení brambor dlouhou tradici. Brambory byly 

k nám dovezeny během třicetileté války v letech 1636 – 1638. Pěstování brambor se 

u nás nejprve omezovalo na pěstování na šlechtických sídlech a klášterních zahradách. 

Jejich pěstování později pomáhalo lidem překonat období moru, hladu a jiných epidemií 

při neúrodě obilnin, a to zejména po napoleonských válkách. V 18. století a na začátku 

století 19. zaznamenaly největší rozvoj brambory na škrob, výrobu lihu a na krmení. 

Ve světě začali pomalu vznikat četné šlechtitelské stanice, zejména v Anglii, Německu 

a Americe. Vlastní základ šlechtění byl vyvolán rozsáhlými škodami způsobenými plís-

ní bramboru. Ze strachu o ztrátu sadby se začaly brambory pěstovat ze semene. První 

odrůdy vznikaly samoopylením a až později se přešlo ke křížení dvou odrůd. První sta-

nicí na území České republiky byla stanice ve Valečově u Německého Brodu, dnes 

Havlíčkův Brod. Odrůdy už v té době byly rozděleny na konzumní, průmyslové a krm-

né a podle ranosti se dělily na rané, polopozdní a pozdní. Postupně dochází k družstevně 

organizovanému pěstování brambor, a to vedlo k založení odborných pracovišť. V roce 

1921 ve Valečově vznikla Státní výzkumná stanice zemědělská. O dva roky později 

vzniká v Německém Brodě Státní výzkumný ústav bramborářský. A také v roce 1923 

vznikla v Keřkově šlechtitelská stanice.  
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 V současné době se novošlechtěním bramboru zabývají v České republice zejména 

SATIVA Keřkov, SELEKTA Pacov, VESA Velhartice a částečně i Výzkumný ústav 

bramborářský Havlíčkův Brod. Tyto společnosti byly až do roku 1990 součástí jednoho 

státního podniku Oseva Praha. Tvorba odrůd na jednotlivých pracovištích byla úzce 

specializovaná. Současná SATIVA se zabývala šlechtěním brambor s krátkou vegetační 

dobou, dnešní SELEKTA především tvorbou odrůd s vysokým obsahem škrobu a VE-

SA se zabývala experimentálním šlechtěním a přípravou výchozích materiálů s vyšší 

odolností vůči chorobám a škůdcům. Stanice Keřkov se jako první naše šlechtitelská 

stanice začala zabývat šlechtěním brambor na rezistenci proti háďátku bramborovému 

v roce 1967 a v roce 1986 byla vyšlechtěna na této stanici odrůda Klára odolná vůči 

háďátku bramborovému. Příkladem pracoviště zabývající se šlechtěním a produkcí sad-

by brambor je šlechtitelská stanice VESA Velhartice. V současné době jsou jako základ 

využívány pouze zcela zdravé rostliny z explantátových kultur pěstované v technickém 

izolátu. Takto získané hlízy jsou dále rozmnožovány v prostorovém izolátu a následně 

přihlašovány k množitelskému cyklu jako super elita (SE). Takto získaná sadba je dále 

množena u smluvních partnerů. 

 V tomTo období nebyly odrůdy českého šlechtění vystaveny příliš silné konkurenci. 

Šlechtění bylo především zaměřeno na odolnost odrůd vůči chorobám jako je plíseň 

bramboru a aktinobakteriální obecná strupovitost a škůdcům, jako je háďátko brambo-

rové. V první polovině devadesátých let minulého století došlo k významnému rozšíření 

sortimentu u nás povolených a pěstovaných odrůd. V současné době mohou být u nás 

pěstované odrůdy registrované v ČR (142 odrůd z toho 52 českých) a odrůdy registro-

vané v ostatních státech EU (Společný katalog odrůd druhů zemědělských plodin, který 

uvádí více jak 1500 odrůd).  

 Udržovací šlechtění brambor využívá k udržení vysoké kvality výchozích materiálů 

zejména expantátových kultur – meristémů. Je vybráno několik klonů u odrůdy. Ty jsou 

pečlivě sledovány a nejlepší využívány k produkci výchozích materiálů. Množitelský 

cyklus se zkrátil na minimální období. Od meristémových kultur k použití sadby 

na běžné ploše uplyne pouze 5 let. Tím se výrazně zvýšila kvalita nabízené sadby. Peč-

livé sledování v průběhu množitelského cyklu a kvalitní selekce snižuje následně pěsti-

telská rizika zemědělců.  
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 Historie Výzkumného ústavu bramborářského v Havlíčkově Brodě sahá hluboko 

do první poloviny dvacátého století. V naší republice patří k nejstarším výzkumným 

ústavům. VUBHB se zabývá udržováním genetických zdrojů bramboru v genové bance, 

šlechtěním a diagnostikou chorob a škůdců. Hlavní náplní práce ústavu v minulosti byla 

vědecko-výzkumná činnost, která pokrývala prakticky celou bramborářskou problema-

tiku. Při řešení výzkumných problémů byla samozřejmostí spolupráce s tuzemskými 

institucemi, ale i spolupráce se zahraničními pracovišti. Součástí bylo rozsáhlé poraden-

ství jak pro odbornou, tak laickou veřejnost. Vedle výzkumu a navazujících činností 

mnohem větší prostor musí mít aktivity, které přináší určité zdroje pro rozvoj ústavu. 

Jedná se především o zajištění tzv. registračních pokusů při zkoušení přípravků 

na ochranu rostlin, o skleníkové posklizňové zkoušky zdravotního stavu sadby (ELI-

SA), o množení ozdravených odrůd a kříženců brambor metodou explantátových kultur.  

 Práce s genovým fondem bramboru má v VÚB dlouholetou tradici. Probíhá nepřetr-

žitě již od roku 1952. Výzkumný ústav bramborářský je jediným pracovištěm v Česku, 

které se touto problematikou zabývá. V genové bance v Havlíčkově Brodě je 

na 2439 vzorků, které reprezentují 1258 odrůd Solanum tuberosum, 478 tetraploidních 

kříženců Solanum tuberosum, 271 dihaploidů, 313 genotypů od pěti kulturních 

a 23 planých druhů a 119 mezidruhových hybridů rodu Solanum. Součástí genové ban-

ky je rovněž kolekce 140 odrůd vyšlechtěných v Česku v letech 1932 – 2013. Vzhledem 

k tomu, že se jedná o velmi cenný materiál, je jeho bezpečné zachování jištěno ulože-

ním v kryobance bramboru, která byla vytvořena ve Výzkumném ústavu v Praze-

Ruzyni. Kryobanka slouží ke konzervaci vegetativních vrcholů bramboru. Nejstarší 

české odrůdy jsou také duplicitně uloženy v podmínkách in vitro ve Velké Lomnici 

na Slovensku, v rámci reciproční spolupráce obou genových bank. Aby mohly být gene-

tické zdroje brambor správně hodnoceny, zda jsou vůbec životaschopné, nestačí jen 

kultura in vitro. Je vysazována polní studijní kolekce na tzv. pracovní parcele. 

V polních podmínkách je ročně hodnoceno sto až sto padesát vzorků. Vzorky slouží 

k uchování genotypu a obnově již zapomenutých odrůd příkladem; je odrůda Keřkov-

ských rohlíčků, které se podařilo zachránit pomocí meristémových kultur.  Posláním 

banky genetických zdrojů bramboru je shromažďování a rozšiřování kolekce, dlouho-

dobé a spolehlivé uchování genofondu a jeho regenerace, systematické studium, hodno-

cení a charakterizace vzorků a dokumentace genetických zdrojů bramboru, mezinárodní 
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spolupráce v oblasti genetických zdrojů bramboru a poskytování informací o udržova-

ném materiálu. Vzorky z genové banky se na vyžádání poskytují pro výzkumné, šlechti-

telské a vzdělávací programy v České republice, ale i v zahraničí. Vzorky jsou žadate-

lům poskytovány zpravidla ve formě rostlinek in vitro nebo minihlízek z produkce 

ve skleníku.  

3.9 Analytika biologicky významných látek v procesu morfogeneze 

hlíz 

 Fytohormony můžeme stanovit dvěma způsoby, a to buď kvalitativně biotesty nebo 

kvantitativně instrumentálními a imunochemickými metodami. Biotesty se nehodí 

pro kvantifikaci, protože se používají pro ověření biologické účinnosti dané látky. 

Do instrumentálních metod řadíme plynovou chromatografii, vysokoúčinnou plynovou 

chromatografii, kapilární elektroforézu a řadu dalších metod. Imunochemické metody 

využívají ke stanovení fytohormonů protilátky (imunoglobuliny), jedná se o vysoce 

citlivé metody. Tyto metody jsou založeny na kompetici nativního či standardního fyto-

hormonu (hapten) a radioaktivně (RIA) nebo enzymově (ELISA) značeného fytohor-

monu (ligand) ve vazbě na specifickou protilátku. Pro stanovení ABA se používá radio-

imunoanylýza (RIA) a stanovení CK pomocí HPLC v kombinaci s metodou ELISA.  

3.9.1 Princip RIA při stanovení kyseliny abscisové 

 Radioimunoanalýza je imunochemická analytická metoda založená na principu 

kompetitivní reakce stanovovaného analytu a vhodného radioindikátoru o vazebná místa 

specifické protilátky. Principem imunochemické reakce je specifická reakce založená 

na kompetici haptenu (stanovovaný analyt) a značeného radioligandu (radioindikátor) 

o vazebná místa specifické protilátky. Současně platí, že množství značeného komplexu 

je nepřímo úměrné původnímu množství stanovovaného antigenu. Radioimunoanylýza 

(RIA), jedná se o vysoce citlivou kvantitativní imunochemickou metodu pro stanovení 

hledaného analytu v pg - ng. RIA ke stanovení ABA je založena na schopnosti mono-

klonální protilátky MAC 252 (QUARRIE et al. 1988) rozpoznat molekulu ABA s velmi 

vysokou specifitou bez nežádoucích křížových reakcí (BARRIEU a SIMONNEAU 

2000). Základem metody je kompetitivní reakce při vazbě nativní nebo standardní ABA 

(hapten) a radioaktivně značené 
3
H-ABA (radioligand) na molekulu protilátky MAC 

252. Pokud je v reakci neměnné množství protilátky MAC 252 a 
3
H-ABA a zároveň 

nadbytek nativní ABA (hapten), tak dochází k vazbě haptenu s protilátkou a zároveň 
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dochází k vytěsňování radioligandu z vazby s protilátkou. Reakce bude probíhat tak 

dlouho, dokud se neustaví imunoprecipitační rovnováha. Optimální tvorby komplexů 

hapten-protilátka a radioligand-protilátka je dosaženo za vystavení nízké teplotě 

(+4 °C). Oddělení volných radioligandů a haptenů od komplexů protilátek s haptenem 

nebo radioligandem je provedena vysrážením se síranem amonným a následnou centri-

fugací. 
3
H-aktivita sedimentu se zjišťuje technikou kapalné scintilace na scintilačním 

spektrofotometru PACKARD 2000 CA. Získané hodnoty jsou převedeny na obsah 

ABA v analytu v „pg“ prostřednictvím programu Securia PACKARD. Kalibrační křiv-

ka je sestavena za pomoci standardní ABA. Platí předpoklad, že použití konstantního 

množství protilátky vede k tomu, že množství značeného vázaného haptenu je nepřímo 

úměrné množství neznačeného haptenu ve vzorku. Pomocí standardů je možné vyjádřit 

vztah mezi množstvím neznačeného haptenu v komplexu hapten-protilátka a původním 

množstvím haptenu ve vzorku kvantitativně. Výsledky koncentrace ABA v analytu v pg 

jsou převedeny na obsah ABA v gramu čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu v ng/g. 

3. 9. 2 Princip ELISA při stanovení cytokininů 

 Izolované, purifikované extrakty rostlinného materiálu s cytokininy je nezbytné roz-

dělit pomocí kapalinové chromatografie (HPLC) na jednotlivé frakce cytokininů. Tyto 

pak musí být kvantifikovány pomocí imunotestu (RIA, ELISA). Princip ELISA testu je 

podobný jako RIA (imunopercipitace) a následující enzymatická reakce a spektrofoto-

metrické hodnocení barevného produktu.  Podobně jako u RIA může být ELISA uspo-

řádána kompetitivně a kalibrační křivka vykazuje nepřímou úměru. Ke stanovení CK se 

používají polyklonální protilátky vůči jednotlivým frakcím cytokininů (STRNAD 

1996). 

3.10 Stanovení produkce etylénu, ethanu a CO2 metodou plynové 

chromatografie 

 Stanovit přímo etylén je poměrně složité, protože se z rostlin uvolňuje také stresový 

etylén. Nádoba na měření etylénu pomocí plynové chromatografie musí mít co nejmenší 

objem, zároveň však musí umožňovat růstové pochody rostlin a bránit úniku plynů 

z nádoby do okolního prostředí (FIŠEROVÁ et al. 2008). Rostliny jsou proto kultivo-

vány v typicky laboratorních nádobách nebo ve skleničkách od dětské výživy. Tyto ná-

doby mohou být uzavřeny pomocí víčka s plastovým septem (v tom případě, kdy potře-
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bujeme plyny odebírat opakovaně) nebo latexovou membránou (v případě jednorázo-

vých odběrů). Pro odběr plynných vzorků se používá stříkačka (Braun Melsungen AG) 

její objem je 2 ml a jehla (Beeton Dickison Ltd., Irsko) její průměr je 0,5 mm. Před ana-

lýzou se objem vzorku upravuje na 1 ml. Protože je počet opakování a odběrů vysoký, 

není možné vzorky analyzovat okamžitě po jejich odběru v plynovém chromatografu. 

Před vyhodnocením jsou vzorky skladovány ve stříkačkách zapíchnutých jehlou do gu-

mového špuntu (Vitrum Rožnov s. r. o.) z láhve. Plynné vzorky následně procházejí po 

rozdělení na koloně plamenově ionizujícím detektorem (FID, FISSSONS INSTRU-

MENT, Itálie; součástí přístroje je i 50 m kapilární kolona Al2O3). Citlivost plynové 

chromatografie můžeme zvýšit, pokud místo běžného vzduchu použijeme čistý O2 

(THOMPSON 1977). Za předpokladu, že dodržíme výše uvedený metodický postup, lze 

změřit i nízké koncentrace etylénu.  

3.11 Stanovení dusičnanových iontů v médiu za použití spektrofotome-

trie 

 Ke stanovení anorganického dusíku lze použít celou řadu jednoduchých metod, 

např. ke stanovení dusičnanových iontů se používají iontově selektivní elektrody, které 

jsou potenciometrickými senzory. Orientačně lze použít kolometrické metody 

s detekčními papírky (barevná detekce na stupnici koncentrace dusičnanových iontů) 

„Nitrate test“ firmy Merck. Pro stanovení amonných iontů lze využít spektrofotometric-

ké stanovení pomocí Nesslerova činidla.  
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4 MATERIÁL A METODIKA 

4.1 Rostlinný materiál a kultivace 

 K experimentům vedených v podmínkách in vitro byly použity rostliny lilku bram-

boru (Solanum tuberosum L.) odrůdy Karin, která patří mezi velmi rané odrůdy, vhodná 

pro dlouhodobější skladování obr. č. 3. Materiál je dlouhodobě udržovaný na Ústavu 

biologie rostlin od roku 2000, kdy byl získán na základě žádosti z genové banky 

z Výzkumného ústavu bramborářského v Havlíčkově Brodě. 

 Rostliny lilku bramboru byly pěstovány v kultivačních nádobách typu Magenta GA-

7. Na kultivaci bylo použito MS médium (MURASHIGE a SKOOG 1962) s přídavkem 

30 g/l sacharózy a 8 g/l agaru a pH 5,8. Pasážování rostlin na udržení a rozmnožování 

kultury se provádělo dekapitací apexu a jeho přenesením na nové médium. Rostliny 

byly vystaveny 24 h nepřetržité kultivaci na světle 150 µmol m
-2

 s
-1

 při teplotě 22 °C. 

 Experiment byl založen ve flow-boxu ze sterilně předpěstovaných rostlin lilku 

bramboru (Solanum tuberosum L.) tab. č. 1 do skleněných baněk po čtyřech jednono-

dálních segmentech. Pro tvorbu hlíz bylo použito modifikované MS médium se sníže-

ným obsahem anorganického dusíku a s přídavkem BA (10 mg/l) a sacharózy (80 g/l). 

Standardní obsah dusíku je 43 µM, a ten byl snížený na 12 µM. Po přenesení jednono-

dálních segmentů na indukční médium byly umístěny v termostatu a vystaveny teplotě 

19 °C a absolutní tmě po dobu tří dnů. Poté byly přeneseny do kultivační místnosti, kde 

byly umístěny pod umělé osvětlení 100 µmol m
-2

 s
-1

 s délkou dne 8 hodin a teplotě 

22 °C. Podle variant probíhal přenos jednonodálních segmentů z indukčního média se 

sníženým obsahem anorganického dusíku na MS médium vždy po uplynutí délky kulti-

vace. Pravidelně od třetího týdne byl každý týden odvětráván etylén u všech variant 

včetně kontroly. Výjimku představoval pokus zaměřený na stanovení obsahu etylénu, 

kde se odvětrávání neprovádělo. Pokus zaměřený na sledování tvorby hlíz byl kultivo-

ván po dobu devíti týdnů, přičemž od 4. týdne byl zaznamenáván počet vytvořených 

hlíz, tedy po dobu pěti týdnů. 
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Obrázek č. 3 Kultura lilku bramboru (Solanum tuberosum L.) v podmínkách in vitro. 

varianta Indukční médium (délka indukce) MS médium (délka subkultivace) 

Varianta 1 1 týden 8 týdnů 

Varianta 2 4 týdny 5 týdnů 

Kontrola 9 týdnů 0 týdnů 

Tabulka č. 1. Přehled založeného pokusu. 

4.2 Média 

 Pro experiment byly použity dva druhy agarem ztuženého živného média. Pro vyvo-

lání indukce tuberizace u jednonodálních segmentů lodyh bylo použito modifikované 

MS médium se sníženým obsahem 12 µmol anorganického dusíku v nitrátové formě 

s obsahem 10 mg/l BA tzv. indukční médium. Pro následnou subkultivaci bylo použito 

MS médium bez růstových regulátorů, které sloužilo pro následný růst a vývoj hlíz.  

Základem indukčního média je MS médium s přídavkem 80 g/l sacharózy, 10 mg/l BA 

se sníženým obsahem anorganického dusíku na 12 µmol, 8 g/l agaru a pH 5,8.  

4.3 Stanovení cytokininů 

 Byly odebrány vždy dva vzorky z každé varianty a z každého vzorku byla stanovena 

tři opakování pro stanovení endogenní hladiny CK. Vzorky byly pravidelně odebírány 

od začátku založení pokusu každý týden až do devátého týdne od založení pokusu pro 

každou skupinu explantátů s rozdílnou délkou indukce. Vzorky byly ukládány do mra-
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zícího boxu. Stanovení CK vyžaduje několik kroků jako je extrakce, purifikace, stano-

vení pomocí HPLC a ELISA.  

4.3.1 Extrakce, purifikace a HPLC separace CK 

 Po homogenizaci lyofizovaného rostlinného materiálu se pomocí Bieleskiho fixáže 

odstraní lipidy a lipofilní barviva (chlorofyl) centrifugací homogenátu při 2000 g (BIE-

LESKI 1964). Cílem bylo dosáhnout oddělení supernatantu (vodný metanol) obsahující 

CK od chloroformu (obsahuje barviva, lipofilní látky aj.). Následovně byly vzorky čiš-

těny podle MACHÁČKOVÁ et al. (1993). 

 Po odpaření metanolu do vodného zbytku následuje štěpení ribotidů CK kyselou 

fosfatázou v 0,04 M acetátamonném pufru o pH 6,5. Iontoměničová chromatografie za 

použití P- celulózy při pH 3,00 oddělí cytokininový extrakt od látek s negativním nábo-

jem. CK a jejich ribosidy s parciálním nábojem kladným se byly zachyceny na P- celu-

lóze a poté byly z kolony P- celulózy eluovány 0,2 M amoniakem. Po úpravě pH na 6,5 

pokračovala purifikace jako chromatografie na reverzní fázi na DEAE-celulóze spojené 

s C18 kolonkou (Sep-Pak). CK se v tomTo kroku čištění byly zachyceny na C18 sor-

bentu a po eluci přečištěné CK frakce metanolem se provedlo zkoncentrování vzorků 

odpařením metanolu. Poté byly vzorky rozpuštěny a před nástřikem na HPLC byly fil-

trovány.  

 HPLC separace byla provedena na přístroji firmy Ecom. Separace cytokininových 

bází a jejich ribosidů probíhala na koloně Nucloeosil 5 s C18 sorbentem s 250 x 4,6 µm 

I. D. s velikostí pórů 5 µm a průtokem mobilní fáze 1000 µl/min, se složením mobilní 

fáze A: metanol, B: 0,05 % TFA. Gradient mobilní fáze zahrnuje 0 – 3 min 15 % A, 3 – 

11 min 40 % A, 11 – 16 min 60 % A. UV signál je detekován při 272 nm a jednotlivé 

frakce po sobě následujících CK se sbírají dle příslušných retenčních časů. Frakce se 

odpařují do sucha a pro ELISA kvantifikaci se rozpouští v TBS pufru (900 µl). 

4.3.2 Postup ELISA stanovení 

1. pipetovaní protilátky v uhličitanovém pufru (150 l/jamka). 

2. inkubace přes noc 

3. 2x promytí desky studenou destilovanou vodou 

4. pipetování 200 l/l BSA do všech jamek 
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5. 2x promytí destilovanou vodou 

6. pipetování TBS pufru, standardů, vzorků a traceru alkalické fosfatázy s ribosidem 

dané cytokininové báze 

7. inkubace při laboratorní teplotě 1 hod. 

8. 4x promytí TBS pufrem 

9. pipetování substrátu PNPP v uhličitanovém pufru (150 l/l na jamku) 

10. inkubace při laboratorní teplotě 1 hod. 

11. zastavení enzymatické reakce přidáním 50 l/l 5M KOH 

12. měření na spektrofotometru SUNRISE TECAN při 405 nm  

4.4 Stanovení obsahu ABA metodou RIA 

 Pro stanovení obsahu ABA v jednonodálním segmentu lilku bramboru byl první 

odběr proveden po třech dnech od založení pokusu a potom každý týden od prvního 

týdne až do šestého týdne. Ve všech případech byl materiál odebrán ve dvou opaková-

ních a následně uložen do mrazícího boxu při teplotě -20 °C.  

4.4.1 Extrakce ABA z rostlinného materiálu 

 Vzorky pro stanovení ABA v rostlinném materiálu byly extrahovány do vody a ulo-

ženy po dobu 7 až 14 dnů do mrazícího boxu při teplotě -20 °C. Homogenizace se pro-

váděla ve třetí misce vychlazené tekutým dusíkem (navážka do 1 g) pomocí mořského 

písku a desetinásobku destilované vody. Vzniklé extrakty byly po dobu 7 až 14 dnů 

uchovány v mrazícím boxu. Vzorky obsahující chlorofyl byly 2–3x rozmraženy, aby 

došlo k vymražení chlorofylu jejich barviv aj. Následně byla provedena centrifugace 

vzorků po dobu 5 minut při 5000 otáčkách, mořský písek, vysokomolekulární látky 

(škroby, chlorofyly, bílkoviny), fragmenty rostlinného materiálu sedimentují, a naopak 

ABA zůstává v supernatantu.  

4.4.2 Postup radioimunoanalýzy byl následující:  

1. příprava standardů pro kalibrační křivku a vzorků do předem označených mikrozku-

mavek  

2. přídavek 100 μl 
3
H-ABA  
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3. přídavek 100 μl protilátky MAC  

4. přídavek 200 μl 50% PBS  

5. inkubace 45 minut v ledničce při teplotě 4 °C  

6. přídavek 500 μl 100% (NH4)2SO4  

7. inkubace 30 minut při laboratorní teplotě, příprava centrifugace  

8. centrifugace 10 minut při 12 500 ot/min a 4 °C  

9. odstranění supernatantu odsávačkou  

10. přídavek 1 ml 50% (NH4)2SO4 , uzavření mikrozkumavky  

11. vortexování, tzn. roztřepání sraženiny  

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

13. odstranění supernatantu odsávačkou  

14. přídavek 100 μl destilované H2O, uzavření mikrozkumavky  

15. vortexování sraženiny  

16. přídavek 1 ml dioxanového scintilátoru  

17. pevné uzavření mikrozkumavky, vložení do měřících ampulí, měření 3H - aktivity 

na scintilačním spektrofotometru Packard TRI-CARB 2900 TR 

18. přepočet hodnot 3H – aktivity na pg ABA dle programu Securia 

4.5 Příprava trvalého mikroskopického preparátu 

4.5.1 Příprava vzorků 

 Byly odebrány vzorky. Jako první vzorek byl vybrán jednonodální segment lodyhy 

lilku bramboru s axilárním pupenem. Odběr byl proveden hned po založení pokusu. 

Druhým vzorkem explantátů byly zvoleny segmenty s patrnou stolonizací. Vzorek byl 

odebrán ve druhém týdnu od založení pokusu. Třetím vzorkem byly segmenty, u kte-

rých započala přeměna stolonu v hlízu. Hlíza byla ještě nepatrná. Tento vzorek byl ode-

brán ve třetím týdnu. 

 Na fixaci byla použita Navašinova fixáž (roztok A a B v poměru 1:1). Navašin A se 

skládá z Cr2O3 1,5 g, ledové kyseliny octové 10 ml a destilované vody 90 ml. Navašin B 
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obsahuje 40 % vodný roztok formaldehydu 40 ml a destilovanou vodu 60 ml. Vzorky 

byly v Navašinově fixáži přes noc a potom probíhala 24 hod. vymývání fixáže pod 

tekoucí vodou. 

 Dehydratace probíhala vzestupnou etanolovou řadou 10, 30, 50, 70, 90% etanol 15 

minut, 96, 96, 100, 100% etanol 45 minut. Převedení do xylenu: etanol+xylen 3:1, eta-

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

 Převedení do parafínu: přidání pevného parafínu (Paraplast Plus, Leica) ke vzorkům 

s xylenem, inkubace 12 hod. při pokojové teplotě, přidání roztaveného parafínu ke 

vzorkům, inkubace 12 hod. při 42 °C, přidání parafínu, inkubace 4 hod. při 58 °C, 2x 

postupná výměna ½ objemu parafínu, náhrada čistým parafínem, 4krát výměna celého 

objemu za čistý parafín, vždy po 12 hod. Umístění do zalévacích plastikových krabiček, 

inkubace při 60 °C. Vhodné polohování vzorků v krabičkách, rychlé zchlazení parafínu 

na ledu. Řezání vzorků: rotační mikrotom Leica RM 2255, tloušťka řezů 14 µm. Žehle-

ní na vodní lázni, přenesení na podložní skla (Super Frost Plus, Thermo Scientific) a 

topné desce při t. 42 °C, vysušení. 

4.5.2 Cajal-Brožkovo barvení (podle Němce et al. 1962): 

 Parafinové řezy na podložním skle odparafinujeme v xylenu (100 %) po dobu 20 

min., poté inkubujeme ve směsi xylen: etanol (1:1) 10 minut a ve 100 % etanolu 10 mi-

nut. Rehydratujeme sestupnou etanolovou řadou 90, 70, 50, 30 a 10 % (v každém rozto-

ku inkubujeme 5 min.), následně inkubujeme 10 minut v destilované vodě. Barvíme 15 

minut v nasyceném vodném roztoku bazického fuchsinu, poté opláchneme v destilované 

vodě. Barvíme v roztoku pikroindigokarmínu 10 minut, opláchneme ve vodě okyselené 

kyselinou octovou. Diferenciujeme v 80 % etanolu tak dlouho, až z řezů nevytéká čer-

vené barvivo. Přeneseme do 96 % etanolu a diferencujeme, dokud se řezy neobarví na 

modrozelený odstín (cca 1 min.). Rychle odvodníme (100 % etanol), projasníme a uza-

vřeme – akrylátové uzavírací médium Solakryl.  

4.5.3 Pořízení mikrofotografií 

 Mikroskop Olympus IX70, pomocí fotoaparátu Olympus E450 s využitím software 

Quick Photo Micro 3.0.  

4.6 Stanovení produkce etylenu, etanu a CO2 
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 Pokus na sledování změn v produkce etylenu, etanu a CO2 byl založen do typicky 

laboratorních nádob s plastovým septem pro odběr plynů obrázek č. 4. U explantátů 

s týdenní indukcí byl proveden přenos explantátů na MS médiu po jednom týdnu a 

u explantátů se čtyřtýdenní indukcí byl proveden přenos explantátů po čtyřech týdnech 

na MS médium. Explantáty s devítitýdenní indukcí byly po celou dobu měření na in-

dukčním médiu. První odběr byl proveden po 24 hodinách od založení pokusu a potom 

byly další odběry provedeny 2. den, 4. den, 9. den, 11. den a poté každých sedm dní až 

do 39. dne. Co se týká produkce etylenu, tak nejvyšší byla naměřena u explantátů 

po devíti týdnech indukce v průběhu celého měření. 

 

Obrázek č. 4 Experiment na stanovení etylenu, etanu a CO2. 

4.7 Stanovení amonného dusíku s Nesslerovým činidlem absorpční 

spektrofotometrií 

4.7.1 Příprava vzorků 

 Vzorky jednonodálních segmentů lodyh brambor byly homogenizovány ve třecí 

misce s přídavkem 5 ml destilované vody. Vzorky odebraného média byly taktéž homo-

genizovány s přídavkem 5 ml destilované vody. Zhomogenizované vzorky byly přelity 

do zkumavek a uloženy na noc do mrazícího boxu. Druhý den ráno byly vzorky roz-

mraženy a následně byly zcentrifugovány při 4000 otáčkách po dobu pěti minut. Vzorky 

byly přelity do nových zkumavek, abychom se zbavili sedimentu.  

4.7.2 Stanovení NH4
+ 

 Byla připravena kalibrační řada. Do zkumavek bylo napipetováno 5 ml destilované 

vody, přidáme 0, 30, 75, 100, 150, 200 a 300 µl chloridu amonného. K tomuto roztoku 
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přidáme 200 µl Nesslerova činidla a 17, 5 µl vínanu draselno-sodného. Příprava vzorků 

na stanovení amoniakálního dusíku probíhá tak, že do kyvety bylo napipetováno 2 ml 

vzorku, bylo přidáno 200 µl Nesslerova činidla a 17, 5 µl vínanu draselno-sodného. 

Vzorky z kalibrační řady i vzorky rostlinného materiálu byly měřeny na spektrofotomet-

ru při vlnové délce 425 nm.  

4.7.3 Stanovení NO3
-
 

 Pro stanovení nitrátových iontů byl použit Nitrate test, který je založen na kolorime-

trickém stanovení pomocí testovacích papírků. Do každého vzorku byl ponořen testova-

cí papírek na 1 s a následně se čekalo jednu minutu, až se papírek zbarví podle koncent-

race NO3
- 
a poté se porovnal se stupnicí zabarvení. Intenzita zabarvení určovala koncen-

traci NO3
- 
ve vzorku. Obsah nitrátových iontů se pohybuje v rozmezí 0 – 500 mg/l. Čím 

je tmavší zabarvení papírku, tím je vyšší koncentrace NO3
-
 ve vzorku. 

4.8 Statistika hodnocení 

 Pro jednotlivé skupiny explantátů v každém opakování byl vypočítán průměr, střed-

ní chyba a směrodatná odchylka. Pro konečný výsledek se průměrné hodnoty 

z jednotlivých opakování příslušných variant průměrovaly. Dále byla vypočtena prů-

měrná hodnota frekvence tuberizace v procentech pro jednotlivé skupiny explantátů 

lišící se délkou kultivace na indukčním médiu, včetně směrodatné odchylky a střední 

chyby. Pro stanovení frekvence tuberizace byly provedeny čtyři opakování. Pro stano-

vení CK, ABA, dusíku, etylenu, etanu a CO2 byly provedeny dvě opakování. 

 Bylo ověřeno, zda data mají normální rozdělení. Byl použit Shapiro-Wilkův test. Pro 

střední hodnoty vypočtené pro frekvenci tuberizace a stejně tak pro obsahy stanovených 

látek byla p-hodnota menší než 0,05, proto byla testovací hypotéza (H0) zamítnuta. Pla-

tila tedy alternativní hypotéza (H1), tzn. data nemají normální rozdělení. Byl proveden 

test pro ověření homogenity rozptylu, konkrétně Leveneův test homogenity rozptylů a 

následně Tukeyův test. 

4.9 Fotodokumentace 

 Fotografická dokumentace byla pořízena pomocí digitálního fotoaparátu Olympus 

410 EC. 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Morfologické změny v průběhu tuberizace 

 Na počátku kultivace jednonodálních segmentů lodyh lilku brambor in vitro obr. č. 5 

a obr. č. 8 došlo v prvním týdnu k obnově porušené apikální dominance. To se projevo-

valo horizontálním růstem úžlabního pupene ve stolon obr. č. 6 a obr. č. 9, který před-

stavuje kvalitativní proces uvolnění z korelativní růstové inhibice pupene. Stolonizace 

se projevovala dlouživým růstem stonků bez větvení obr. č. 10. Po přenesení explantátů 

na MS médium pokračoval růst stolonů. Čím delší dobu trvala kultivace explantátů 

na indukčním médiu, tím bylo kratší období stolonizace. Stolonizace probíhala nejin-

tenzivněji až do doby, než se začaly utvářet hlízy. Jakmile se začaly tvořit hlízy obr. č. 7 

a obr. č. 11, nastala inhibice vegetativního růstu. Vrcholové internodium stolonu zasta-

vilo růst, začalo se pozvolna zvětšovat a připomínat hlízu. Hlíza se postupně dále zvět-

šovala.  

 První hlízy se začaly objevovat od čtvrtého týdne od založení experimentu. Doba 

vzniku hlíz se významně lišila mezi jednotlivými variantami. Čím déle byly explantáty 

umístěny na indukčním médiu, tím dříve po přenesení na MS médiu došlo k přeměně 

stolonů v hlízy. Na každém jednonodálním segmentu stonku se vytvořila buď jedna 

hlíza, nebo k přeměně stolonu v hlízu vůbec nedošlo. Pokud došlo k indukci a iniciaci 

růstu hlízy, tak se zcela zpomalil či zastavil růst laterální větve stonku. Kořeny se u ex-

plantátů netvořily na indukčním médiu ani po přednesení na MS médium. Na bazální 

řezné ploše stonku byl patrný kalus. 

 Hlízy byly nejčastěji dlouze oválné, žluté až světle zelené barvy. Velikost hlíz byla 

poměrně nevyrovnaná. Na hlízách byly patrné postranní pupeny označované jako očka, 

v některých případech došlo k jejich rašení. Hlízy byly buď zanořeny v médiu, nebo 

volně na stolonu mimo médium. Ke konci experimentu došlo v některých případech 

ke hnědnutí explantátů a usychání listu. Někdy došlo i k zasychání apikální části stolo-

nu. Na stolonu se vyskytovalo pouze několik malých listů.  
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Obrázek č. 5 Jednonodální segment lodyhy lilku bramboru. 

 

Obrázek č. 6 Stolonizace jednonodálních segmentů stonků lilku bramboru in vitro. 

 

Obrázek č. 7 Tuberizace na stolonu lilku bramboru. 
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Obrázek č. 8 Založení kultury jednonodálních segmentů stonků pro produkci hlíz 

v podmínkách in vitro. 

 

Obrázek č. 9 Počátek stolonizace (prorůstání axilárních pupenů ve stolony). 

 

Obrázek č. 10 Patrná stolonizace a tvorba prvních hlíz. 
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Obrázek č. 11 Tuberizace na jednonodálních segmentech lodyh lilku bramboru. 

5.1.1 Hodnocení frekvence tuberizace 

 U jednonodálních segmentů lilku brambor byla hodnocena frekvence v tvorbě hlíz 

v podmínkách in vitro v závislosti na kultivaci na živném médiu. Z grafu č. 1 je patrné, 

že frekvence tuberizace v procentech se v jednotlivých týdnech zvyšuje v závislosti 

na čase. Bylo potvrzeno, že snížené množství anorganického dusíku 12 µmol/l 

v indukčním médiu v kombinaci s 80 g/l sacharózy a 10 mg/l BA pozitivně působí 

na tuberizaci, tedy přeměnu stolonu v zásobní hlízu. Delší kultivace na indukčním mé-

diu vede k dřívějšímu zahájení tvorby hlíz a zvýšení jejich počtu. U explantátů, které 

byly po celou dobu pokusu na indukčním médiu (9. týdnů), došlo zhruba od 7. týdne ke 

stagnaci vzniku nových hlíz. Ve čtvrtém týdnu experimentu u explantátů po týdenní 

indukci k tuberizaci prakticky nedošlo, zatímco u dalších dvou skupin expalntátů tube-

rizace dosahovala 11, 66 % resp. 6,02 %. K výraznějšímu nárůstu tuberizace u explantá-

tů po týdenní indukci došlo až od sedmého týdne. U explantátů po čtyřech týdnech 

na indukčním médiu docházelo k nárůstu tuberizace rovnoměrně po celou dobu sledo-

vání experimentu. U explantátů s devítitýdenní indukcí byl v prvních týdnech nárůst 

tuberizace vysoký a tedy srovnatelný s druhou variantou. Ke konci pokusu došlo ke 

zpomalení vzniku nových hlíz, proto se frekvence tuberizace příliš nezvyšovala.  

 Statisticky průkazný rozdíl byl ve frekvenci tvorby hlíz nalezen pouze mezi explan-

táty s týdenní indukcí a explantáty po čtyřech týdnech indukce, resp. devíti týdnech in-

dukce. Ve čtvrtém týdnu nebyly rozdíly mezi všemi skupinami explantátů statisticky 

průkazné. Mezi explantáty indukovanými k tuberizaci čtyři týdny, resp. 9 týdnů neexis-

tuje statisticky průkazný rozdíl ve frekvenci tuberizace po celou dobu sledování. U ex-
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plantátů po týdenní indukci byl nárůst tuberizace v prvních třech týdnech pozvolný, 

k většímu nárůstu došlo až později. U této varianty docházelo k nárůstu tuberizace pra-

videlně od čtvrtého až do devátého týdne. Tuberizace na konci pokusu, tj. v 9. týdnu 

dosahovala u explantátů po týdenní indukci - 36 %, u explantátů po čtyřtýdenní indukci 

- 70 % a u explantátů po devítitýdenní indukci 57 %.  

Graf č. 1: Srovnání frekvence tuberizace (%) mezi skupinami explantátů s rozdílnou 

délkou kultivace na indukčním médiu. 

5.1.2 Statistické vyhodnocení frekvence tuberizace 

 Statistické vyhodnocení tuberizace ukázalo, že existuje statisticky průkazný rozdíl 

ve frekvenci tuberizace mezi explantáty s týdenní indukcí a explantáty s devíti týdny 

indukce, a také mezi explantáty s délkou indukce jeden týden a explantáty s délkou in-

dukce čtyři týdny. Mezi jednotlivými skupinami explantátů, lišící se délkou kultivace 

na indukčním médiu v týdnech, nebyly zjištěny statisticky průkazné rozdíly. Ve čtvrtém 

týdnu byl zjištěn statisticky průkazný rozdíl mezi explantáty s délkou indukce jeden 

týden a explantáty s délkou indukce čtyři týdny. V pátém týdnu a stejně tak v šestém 

týdnu byl statisticky průkazný rozdíl zjištěn mezi explantáty s týdenní a čtyřtýdenní 

indukcí, a také mezi explantáty s délkou indukce jeden týden a explantáty vystavenými 

devítitýdenní indukci. V sedmém týdnu byl statisticky průkazný rozdíl zjištěn mezi ex-

plantáty s týdenní a čtyřtýdenní indukcí, a mezi explantáty s týdenní indukcí a explantá-

ty s devítitýdenní indukcí. V osmém a devátém týdnu byl zjištěn statisticky průkazný 
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rozdíl mezi explantáty vystavenýmí týdenní a čtyřtýdenní indukci, a samozřejmě také 

mezi explantáty s indukcí v délce jednoho týdne a explantáty s indukcí v délce trvání 

devět týdnů. 

5.1.3 Hmotnost a velikost hlíz 

 U morfogenetického pokusu po jeho skončení byla provedena analýza velikosti hlíz 

graf č. 2 a hmotnosti hlíz graf č. 3 podle jednotlivých skupin explantátů s rozdílnou 

délkou indukce. Mezi skupinami explantátů byly zjištěny významné rozdíly obr. č. 12, 

obr. č. 13 a obr. č. 14. Velikost hlíz byla pro přesnější vyhodnocení rozdělena do třech 

kategorií. Jednalo se o kategorie velikosti hlíz do 4 mm, druhá kategorie zahrnovala 

hlízy o velikosti 4–6 mm a poslední hlízy větší než 6 mm. U explantátů po jednom týd-

nu na indukčním médiu převládaly hlízy o velikosti 4 – 6 mm, hlíz v kategorii do 4 mm 

a nad 6 mm bylo přibližně stejné množství. U explantátů po čtyřech týdnech indukce 

bylo nejméně hlíz o velikosti do 4 mm, hlíz o velikosti 4 – 6 mm a nad 6 mm bylo dva-

krát tolik a srovnatelné množství. U explantátů po devíti týdnech indukce bylo nejvíce 

hlíz v kategorii 4–6 mm, potom na druhém místě v kategorii 6 mm a nejméně hlíz 

ve skupině do 4 mm. Bylo zjištěno, že u explantátů po čtyřech týdnech indukce jsou 

největší hlízy. U explantátů po jednom týdnu na indukčním médiu bylo nejméně hlíz 

nad 6 mm. U všech skupin explantátů měly největší zastoupení hlízy z kategorie 4–6 

mm. V kategorii nad 6 mm bylo nejvíce hlíz na explantátech po čtyřech týdnech induk-

ce, a naopak nejméně na explantátech vystavených indukci v délce jednoho týdne. 

 Hmotnost hlíz mezi jednotlivými skupinami explantátů vykazovala výrazné rozdíly. 

Mezi skupinami explantátů existují statisticky průkazné rozdíly. Průměrná hmotnost 

hlíz u explantátů po týdenní indukci dosahovala pouze 35,55 mg. Největší hmotnost hlíz 

byla zjištěna u explantátů po čtyřech týdnech indukce, a to 75,49 mg. U explantátů vy-

stavených devítitýdenní indukci byla hmotnost hlíz nižší oproti skupině explantátů vy-

stavených čtyřtýdenní indukci a dosahovala 50,51 mg. Nejvyšší hmotnost hlíz 

u explantátů po čtyřech týdnech indukce je způsobena časným vyvoláním indukčního 

signálu a optimální délkou pro vývoj a růst hlíz. U explantátů, které byly po celou dobu 

umístěny na indukčním médiu, tj. devět týdnů, negativně působí indukční médium se 

sníženým obsahem anorganického dusíku a přídavku 10 mg/l BA. Co se týká explantátů 

s týdenní indukcí, tam je nižší hmotnost hlíz způsobena pozdějším vyvoláním indukční-

ho signálu.  
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Graf č. 2: Srovnání velikosti mezi skupinami explantátů s rozdílnou délkou kultivace na 

indukčním médiu. 

 

Graf č. 3: Srovnání hmotnosti hlíz mezi skupinami explantátů s rozdílnou délkou kulti-

vace na indukčním médiu. 
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Obrázek č. 12 Hlízy po týdenní indukci. 

 

Obrázek č. 13 Hlízy po čtyřtýdenní indukci. 
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Obrázek č. 14 Hlízy po devítitýdenní indukci. 

5.2 Anatomické a histologické změny v procesu tuberizace 

Pro srovnání anatomických změn v průběhu experimentu byly odebrány i jednonodální 

segmenty neindukované k tuberizaci demonstrující počáteční anatomickou organizaci 

pletiv (obr. č. 15). 

 

Obrázek č. 15 Jednonodální segment lodyhy s axilárním pupenem. 
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 Na obr. č. 15 je zobrazen axilární pupenový meristém v úžlabí listu jednonodálního 

segmentu s pahýlem řapíku listu. Na podélném řezu stonkem můžeme vidět vodivé ple-

tivo. V apikální části axilárního pupenu jsou diferenciována listová primordia pupenu. 

 

Obrázek č. 16 Patrná stolonizace na jednonodálním segmentu lodyhy. 

 

Obrázek č. 17 Jednonodální segment lodyhy s vyvinutějším axilárním pupenem. 



61 
 

 U explantátu po týdnu indukce je patrný stolon, na konci jsou založena listová pri-

mordia obr. č. 16 a na obr. č. 17 je znázorněno napojení vodivých pletiv stonku a pahý-

lu stolonu.  

 

Obrázek č. 18 Přeměna stolonu v hlízu. 

 

Obrázek č. 19 Patrná tuberizace jednonodálního segmentu lodyhy. 
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Obrázek č. 20 Škrobová zrna v parenchymatickém pletivu hlízy. 

 Hlíza na stolonu ve čtvrtém týdnu od založení pokusu a detail samotné hlízy je zná-

zorněna na obr. č. 18 a obr. č. 19. Na obrázku můžeme vidět histologický přechod roz-

lišení pletiva stolonu a hlízy. Stonek i hlíza jsou společně propojeny vaskulárním pleti-

vem. V hlíze můžeme vidět základní meristém. V detailnějším pohledu na hlízu může-

me pozorovat škrobová zrna obr. č. 20. 

5.3 Změny obsahu růstových regulátorů v průběhu tvorby hlíz 

5.3.1 Změny v obsahu ABA v jednonodálním segmentu a ve stolonu 

 Stanovení endogenní hladiny ABA v jednonodálních explantátech stonku lilku 

bramboru ukázalo na dynamiku změn hladiny ABA a na rozdíl v akumulaci ABA 

v segmentech. Změny v obsahu ABA v jednonodálním segmentu jsou zobrazeny v gra-

fu č. 4 a stolonu graf č. 5. Jednalo o explantáty s jedním týdnem kultivace na indukčním 

médiu a o explantáty, které byly na indukčním médiu po celou dobu pokusu, měly de-

tekovatelný obsah ABA nad 20 ng/g čerstvé hmotnosti. Obsah ABA u explantátů 

po týdenní indukci byl v prvních dvou týdnech konstantní a vysoký. Ve třetím týdnu 

došlo k poklesu v obsahu ABA v jednonodální segmentu stonku. Zároveň byl vyvolán 

indukční signál pro zahájení tuberizace, který souvisí se zvýšenou produkcí ABA, která 

se syntetizuje v listu, především v plastidech. Od pátého týdne u explantátů s týdenní 

indukcí došlo opět k nárůstu obsahu ABA, což je způsobeno tím, že je hlíza již vytvoře-

na a nedochází k distrubici ABA do ní v takové míře. Co se týká explantátů 
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s devítitýdenní indukcí, tam bylo maximum v obsahu ABA dosaženo ve třetím, resp. 

pátém týdnu 120 ng ABA/g č. hm. V šestém týdnu u explantátů s devítitýdenní indukcí 

došlo k poklesu a výsledné hodnoty obsahu ABA byly srovnatelné u obou skupin ex-

plantátů. Po třech, resp. sedmi dnech byly hodnoty u obou skupin explantátů srovnatel-

né.  

 Co se týká obsahu endogenní ABA ve stolonu, tak tam byly rozdíly mezi explantáty 

s rozdílnou délkou indukce poměrně výrazné. Obsah ABA ve stolonu byl měřen 

od třetího týdne (stolon byl již dostatečně velký) až do šestého týdne. Obsah ABA 

u explantátů s týdenní indukcí byl nízký do 20 ng/g č. hm., avšak od pátého týdne došlo 

k mírnému nárůstu, což je spjato se vznikem hlízy. U explantátů vystavených devítitý-

denní indukci byla naměřena nejvyšší koncentrace ABA ve třetím týdnu 85 ng/g č. hm., 

a poté ve čtvrtém týdnu došlo poklesu. V pátém týdnu u explantátů vystavených devíti-

týdenní indukci došlo opět k nárůstu obsahu ABA ve stolonu, a na to následoval pokles 

v šestém týdnu.  

 

Graf č. 4: Změny v obsahu ABA v jednonodálním segmentu mezi skupinami explantátů 

s rozdílnou délkou kultivace na indukčním médiu. 
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Graf č. 5: Změny v obsahu ABA ve stolonu mezi skupinami explantátů s rozdílnou dél-

kou kultivace na indukčním médiu. 

5.3.2 Hodnocení produkce etylenu, etanu a CO2 

 Z grafu č. 6 je patrné, že nejnižší produkce etylenu byla zaznamenána u explantátů 

vystavených týdenní indukci, kde hodnoty etylenu byly téměř zanedbatelné. U explantá-

tů se čtyřtýdenní indukcí docházelo k nárůstu obsahu etylenu až do 25. dne od založení 

pokusu a poté došlo k poklesu. Vysoká koncentrace etylenu u explantátů s devítitýdenní 

indukcí může být způsobena několika faktory. Jedním z nich je fakt, že u této skupiny 

explantátů nebyl proveden přenos jednonodálních segmentů lodyh na druhé médium, 

při tomTo přenosu se pravděpodobně sníží obsah etylenu v nádobě. Druhým důvodem 

je, že u explantátů s devítitýdenní indukcí došlo k větší produkci hlíz oproti ostatním 

skupinám explantátů, což je spojeno i s větší produkcí etylenu.  

 Produkce etanu, jak ukazuje graf č. 7, byla vyrovnanější mezi explantáty různé dél-

ky indukce oproti dynamice obsahu etylenu. U všech explantátů, kromě explantátů 

s týdenní indukcí, byly nejvyšší koncentrace etanu na začátku pokusu a poté došlo 

k jejich poklesu a jejich opětovnému zvýšení okolo 25. dne od založení pokusu. U ex-

plantátů s týdenní indukcí došlo k nárůstu obsahu etanu od 32. dne od počátku pokusu.  

 U obsahu CO2 graf č. 8 byly mezi jednotlivými skupinami explantátů významné 

rozdíly. Naplnil se předpoklad, že nejnižší koncentrace CO2 byla naměřena u explantátů 

s týdenní indukcí, a naopak nejvyšší koncentrace u explantátů s devítitýdenní indukcí. 

Nižší produkce CO2 je vyvolána kratší délkou kultivace explantátů na indukčním médiu 
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a nižší frekvencí tuberizace. U explantátů s indukcí jeden týden byly první hodnoty vyš-

ší a poté došlo k jejich poklesu. U explantátů se čtyřmi týdny indukce byly hodnoty 

celkem vyrovnané, ale ke konci měření došlo k nepatrnému nárůstu. U explantátů vy-

stavených devítitýdenní indukci byl obsah CO2 v porovnání s předchozími skupinami 

explantátů podstatně vyšší, ale docházelo k výkyvům v průběhu měření. Vysoká pro-

dukce CO2 u explantátů s devítitýdenní indukcí je způsobena intenzivnější přeměnou 

stolonů v zásobní hlízy, oproti dalším dvěma skupinám explantátů.  

Graf č. 6: Změny v produkci etylenu mezi explantáty s rozdílnou délkou kultivace na 

indukčním médiu. 
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Graf č. 7: Změny v produkci etanu mezi explantáty s rozdílnou délkou kultivace na in-

dukčním médiu. 

 

Graf č. 8: Změny v produkci CO2 mezi explantáty s rozdílnou délkou kultivace na in-

dukčním médiu. 
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5.3.3 Porovnání dvou skupin explantátů v obsahu cytokininů 

 Obsah jednotlivých cytokininů se výrazně lišil, byly nalezeny rozdíly jak mezi jed-

notlivými cytokininy, tak mezi skupinami explantátů vystavených rozdílné délce induk-

ce. Byly porovnávány dvě skupiny explantátů, první vystavena týdenní indukci a druhá 

umístěná na indukčním médiu po celou dobu trvání pokusu, tj. devět týdnů. Endogenní 

obsah cytokininů je uveden v nanogramech na gram čerstvé hmotnosti (ng/g č. hm.). 

Nejvíce byly zastoupeny iP a BA stovky nanogramů. Obsah iPR a mTR byl v desítkách 

nanogramů. Obsah v jednotkách až desítkách nanogramů byl u BAR. Nejméně byly 

zastoupeny dHZ, dHZR, mT a tZ v obsahu méně než 5 ng. 

 

Graf č. 9 Obsah endogenního iPR v průběhu tuberizace. 

 Obsah endogenního iPR byl nižší u explantátů po týdenní indukci oproti explantá-

tům vystaveným devítitýdenní indukci graf č. 9. Nejvyšší koncentrace až 20 ng/g č. hm. 

byla naměřena v období tvorby hlíz.  
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Graf č. 10 Obsah endogenního iP v průběhu tuberizace. 

 Nejvyšší obsah iP graf č. 10, u explantátů po týdenní indukci byla naměřena od dru-

hého do čtvrtého týdne od založení pokusu v hodnotě okolo 135 ng/g č. hm. Co se týká 

druhé skupiny explantátů, tam postupně obsah iP roste, poté klesá a nejvyšší hodnoty 

dosahuje na konci pokusu. Obsah iP byl výrazně vyšší v porovnání s iPR zhruba 7–20x. 

 

Graf č. 11 Obsah endogenního BA v průběhu tuberizace. 

 V případě BA graf č. 11 byl obsah tohoto cytokininu ze všech nejvyšší, dosahoval 

až k 300 ng/g č. hm. Vyšší obsah byl naměřen u explantátů vystavených devíti týdnům 
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na indukčním médiu. Maximum dosahoval v období tvorby hlízy. Týdenní indukce ex-

plantátů nevedla k vysokému nárůstu endogenního BA. 

 

Graf č. 12 Obsah endogenního BAR v průběhu tuberizace. 

 Obsah BAR graf č. 12 byl vyšší u explantátů vystavených devítitýdenní indukci. 

Zase je zde vliv delšího působení BA v médiu, který má vliv i na obsah BAR 

v segmentech, asi dochází k metabolizaci. Obsah u explantátů po týdenní indukci byl 

zhruba čtyřikrát nižší. Nejvyšší hodnoty BAR byly od druhého do čtvrtého týdne. Zvý-

šený obsah BAR může souviset s indukcí tuberizace. 

 

Graf č. 13 Obsah endogenního dHZ v průběhu tuberizace. 
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 Rozdíly obsahu dHZ graf č. 13 explantáty obou různých indukcí tvorby hlíz byly 

přibližně vyrovnané. Nejvyšší obsahy byly naměřeny v období indukce tuberizace a 

začátku tvorby hlíz. Hodnoty oproti jiným endogenním cytokininům byly výrazně nižší, 

pravděpodobně dHZ nehraje významnou roli v indukci a průběhu tuberizace.  

 

Graf č. 14 Obsah endogenního dHZR v průběhu tuberizace. 

 Obsah dHZR graf č. 14 byl zhruba dvakrát vyšší oproti dHZ. Vyšší koncentrace 

byly naměřeny u explantátů vystavených týdenní indukci. Nejvyšší koncentrace byly 

u této skupiny explantátů naměřeny v období okolo třetího týdne, poté došlo k poklesu 

a následnému nárůstu obsahu dHZR. 

 

Graf č. 15 Obsah endogenního mT v průběhu tuberizace. 
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 Obsah mT graf č. 15 byl vyrovnaný v průběhu celého pokusu, o něco vyšší hodnoty 

byly stanoveny u explantátů vystavených devítitýdenní indukci. Hodnoty se pohybovaly 

okolo 2 ng/g č. hm. U explantátů s devítitýdenní indukcí bylo maximum naměřeno 

v devátém týdnu, zhruba 5 ng/g č. hm. 

 

Graf č. 16 Obsah endogenního mTR v průběhu tuberizace. 

 Obsah mTR byl oproti mT zhruba desetkrát vyšší graf č. 16. Vyšší hodnoty byly 

naměřeny u explantátů po devíti týdnech indukce. Nejvyšší hodnota byla naměřena 

v devátém týdnu indukce, téměř 30 ng/g č. hm. Co se týká explantátů s týdenní indukcí, 

tam byly hodnoty endogenních cytokininů zanedbatelné a vyrovnané po celou dobu 

průběhu pokusu.  

 

Graf č. 17 Obsah endogenního Z v průběhu tuberizace. 
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 V případě Z graf č. 17 byly obsahy endogenního cytokininu celkem nízké a vyrov-

nané, v některých případech nebyl žádný Z detekován, ale je tu vysoký pík 2,5 ng ve 

42 dnech u explantátů s devítitýdenní indukcí. Mezi skupinami explantátů byly dosaho-

vány také podobné hodnoty.  

 Co se týká ZR, tam nebo zjištěno žádné měřitelné množství tohoto endogenního 

cytokininu. 

5.3.4 Obsah dusíku v jednonodálních segmentech lodyh a médiu  

5.3.4.1 Stanovení amonného dusíku spektrofotometricky 

 

Graf č. 18 Obsah amonného dusíku v jednonodálních segmentech lodyh brambor. 

 Obsah dusíku v jednonodálních segmentech lodyh brambor byl v případě explantátů 

vystavených týdenní indukci přibližně stejně vysoký po celou dobu pokusu graf č. 18, 

pohyboval se okolo 10 ng/g č. hm. Co se týká explantátů vystavených devítitýdenní 

indukci, tam byl obsah amoniakálního dusíku zhruba o třetinu nižší v porovnání s první 

skupinou explantátů. Explantáty s týdenní indukcí byly přeneseny po týdnu na MS mé-

dium, kde je obsah dusíku vyšší. 
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Graf č. 19 Obsah amonného dusíku v médiu. 

 Obsah amonného dusíku v médiu graf č. 19 mi v případě obou skupin explantátů 

vyšel přibližně stejně. Obsah se pohyboval přibližně okolo 10 ng/g média. 

5.3.4.2 Stanovení nitrátových iontů pomocí indikačních papírků 

 

Graf č. 20 Obsah nitrátových iontů v jednonodálních segmentech lodyh bramboru. 

 Obsah nitrátových iontů graf č. 20 byl vyšší u explantátů vystavených týdenní in-

dukci, což je způsobeno přenosem na MS médium. Co se týká explantátů vystavených 

devítitýdenní indukci, tam byl obsah téměř poloviční, oproti explantátům s týdenní in-

dukcí.  
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Graf č. 21 Obsah nitrátového dusíku v médiu. 

 Obsah nitrátového dusíku v médiu graf č. 21, zejména co se týká média, na kterých 

rostly explantáty jeden týden, byl téměř třikrát vyšší než obsah dusíku v rostlinném ma-

teriálu. Obsah nitrátového dusíku postupně klesal v médiu u explantátů vystavených 

devítitýdenní indukci.  
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6 DISKUSE 

 Biotechnologické přístupy v produkci sadbových hlíz bramboru zaznamenaly 

v posledních desetiletích významný metodický posun, který má četné aplikační návaz-

nosti. Především jde o produkci viruprostého materiálu, urychlení šlechtitelského proce-

su. Simulace podmínek pro tuberizaci jednonodálních segmentů lilku bramboru (Sola-

num tuberosum L.) in vitro nám umožňuje optimalizovat podmínky pro pěstební techno-

logie, šlechtění a udržovací množení odrůd. Kultivace lilku bramboru za účelem tuberi-

zace in vitro nám umožňuje simulovat takové podmínky, jako je výživa, teplota, fotope-

rioda a další. Jedná se o morfogenetický proces, který je modifikován celou řadou fakto-

rů a jedním z nich je i úroveň dusíkaté výživy. Bylo zjištěno, že optimalizací dusíkaté 

výživy lze ovlivnit zejména výnos, vitalitu a kvalitu hlíz. MCGRADY a EWING 1990 

zjistili, že snížený obsah dusíku v MS médiu, v porovnáním se standardním obsahem 

dusíku v živném médiu, vede k vyšší frekvenci tvorby hlíz. 

 Účinek dusíkaté výživy na tuberizaci bramboru byl sledován v řadě studií. GAO et 

al. (2014) přišli s tím, že obsah nitrátového dusíku v médiu pozitivně působí na růst 

stolonů. Ke stejným výsledkům jsem dospěla i ve svém experimentu. Platilo, že kratší 

vystavení explantátů médiu s nižším obsahem dusíku vedlo k méně intenzivní stoloni-

zaci, tzn. explantáty, které byly na indukčním médiu čtyři týdny, resp. devět týdnů, od-

pověděly silnější stolonizací. Zároveň jsem potvrdila, že čím byla delší kultivace 

na indukčním médiu, tím dříve nastala iniciace a indukce tvorby hlíz. Současně došlo 

k přeměně většího množství stolonů v hlízy. GAO et al. (2014) ve svém experimentu 

potvrdili předpoklad, že vysoký příjem dusíku explantáty inhibuje tuberizaci. Tento jev 

se v mém experimentu projevil u kontrolní varianty (devět týdnů na indukčním médiu 

se sníženým obsahem anorganického dusíku) ke konci pokusu, kdy došlo ke stagnaci ve 

vytváření nových hlíz. Indukce tvorby hlíz na médiu se sníženým obsahem dusíku způ-

sobila pravidelný přírůstek nových hlíz po celou délku pokusu.   

 EBADI a IRANBAKHSH (2011) zjišťovali vhodné množství sacharózy a BA 

v médiu, které má pozitivní vliv na intenzitu tuberizace a dobu indukce tvorby hlíz. Ja-

ko ideální indukční médium pro produkci dostačujícího množství hlíz, čerstvou hmot-

nost, vitalitu hlíz a dormanci, bylo popsáno médium s obsahem 80 g/l sacharózy a 10 

mg/l BA. Tento předpoklad se mi podařilo ověřit i v mém experimentu. Obsah 80 g/l 
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sacharózy a 10 mg/l v médiu má pozitivní vliv na průběh tuberizace, který byl v mém 

případě ještě umocněn sníženým obsahem anorganického dusíku na 12 µmol v médiu. 

Navozené podmínky směřovaly k vyšší frekvenci tuberizace jednonodálních segmentů 

lodyh lilku bramboru. Sacharóza a BA jsou považovány za nezbytné složky indukčního 

média, které mohou zkrátit období zahájení tuberizace (EBADI a IRANBAKHSH 

2011). Tento proces byl potvrzen i v mém experimentu, že délka indukce hraje roli ve 

vyvolání indukčního signálu. Bylo zjištěno, že explantáty vystavené čtyřtýdenní indukci 

se jeví jako ideální pro produkci sadby in vitro. U explantátů vystavených týdenní in-

dukci je tato doba příliš krátká na to, aby mohlo dojít k optimální indukci a iniciaci hlíz. 

Zatímco u kontroly, která byla devět týdnů na indukčním médiu, dochází v posledních 

týdnech kultivace k omezení vzniku nových hlíz. Vysoká koncentrace dusíku v médiu, 

a především jeho dlouhé působení na explantáty, tuberizaci inhibují. 

Tuberizaci však ovlivňují i endogenní faktory, mezi nimi fytohormony. Z těch jsem se 

zaměřila na ABA, CK a etylén. Změny hladin obsahu endogenní ABA ukázaly, že ABA 

má pozitivní vliv na indukci tuberizace. V průběhu kultivace došlo ke změně koncentra-

ce obsahu endogenní ABA v jednonodálním segmentu lodyhy patrně vlivem indukce 

a iniciace růstu hlíz. KRAUSS a MARSCHNER (1982) dospěli k závěru, že snížené 

množství dusíku v médiu podporuje syntézu ABA v jednonodálním segmentu lodyhy 

lilku bramboru a tím i tuberizaci. Se zvýšenou syntézou a akumulací endogenní ABA 

v rostlinných pletivech souvisí vystavení jednonodálních segmentů lodyh stresu 

(CHRISTMANN et al. 2006). Z mého experimentu vyplývá, že zvýšený obsah ABA 

ve čtvrtém týdnu pravděpodobně souvisí s iniciací a indukcí tvorby hlíz. Ve čtvrtém 

týdnu dochází k tvorbě hlízy, a tím dosahuje obsah ABA ve stolonu svého maxima. 

Vyšší obsahy ABA u explantátů s devítitýdenní indukcí souvisejí s větší frekvencí vzni-

ku hlíz oproti skupině explantátů, která je pouze jeden týden na indukčním médiu. 

 DHITAL a LIM (2012) ve svém pokusu zjistili, při použití dvounodálních segmentů 

vzniká na jednom explantátu v průměru 1,5 hlízy. Hmotnost hlíz v tomTo pokusu se 

pohybovala okolo 500 mg. V mém případě se vždy na jednonodálním segmentu vytvo-

řila právě jedna hlíza. Hlízy byly zpravidla na konci stolonu, některé v úžlabí jednono-

dálního segmentu. Některé hlízy byly zanořeny v médiu. Co se týká hmotnosti hlíz 

v mém pokusu, tak hlízy dosahovaly hmotnosti okolo 50 mg, byly patrné rozdíly mezi 

variantami, způsobené rozdílnou délkou kultivace na indukčním médiu. Nižší hmotnost 
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hlíz je pravděpodobně způsobena nedostatkem živin v tuhém živném médiu a krátkou 

dobou kultivace. PARK et al. (2009) ve svém pokusu získali hlízy o velikosti 4–6 mm 

označené jako malé, 6–8 mm střední a nad 8 mm jako velké. V mém případě měly nej-

větší podíl hlízy o velikosti 4–6 mm. Větší velikost hlíz v případě pokusu PARK et al. 

(2009) je způsobena delší kultivací, která v tomto případě trvala čtyři měsíce, zatímco 

v mém pokusu délka kultivace trvala devět týdnů. U explantátů, které byly po celou 

dobu umístěny na indukčním médiu, tj. devět týdnů, negativně působí indukční médium 

se sníženým obsahem anorganického dusíku a přídavku 10 mg/l BA, což vede k tomu, 

že hlízy nenarostou tak velké, jako v případě explantátů se čtyřmi týdny indukce. 

 Na úrovni morfogeneze hlízy – anatomie sledovali IRANBAKHSH et al. (2007) 

průběh tuberizace. Cílem pokusu bylo porovnat strukturu pupenů vystavených indukč-

ním a neindukčním podmínkám. Za indukčních podmínek meristematické buňky 

s hustou cytoplazmou a dělícím jádrem expandují do hlubších vrstev pupenu, oproti 

pupenu vystavenému neindukčním podmínkám. První známkou mikrotuberizace je zvý-

šení velikosti kortikálních parenchymatických buněk v dolní části pupenu. Popisují zvý-

šení aktivity dělení iniciály a dělení buněk v subapikální zóně s následkem zvýšení po-

čtu buněk v dřeni. Konečná velikost hlíz je výsledkem zvýšení velikosti buněk, zejména 

v nejvnitřnějších buňkách kortikálního parenchymu a kolem dřeně. Již po čtvrtém dni 

můžeme pozorovat, po umístění na indukční médium, dělení buněk v subapikální oblas-

ti. Později se začnou dělit buňky v apikální oblasti meristému. Studie na několika po-

délných řezech ukazuje, že růst mikrohlíz je akropetální proces a začíná pod apikálním 

meristémem. Postupně se ve vakuolizovaných buňkách začíná hromadit škrob 

v rostoucích internodiích pod subapikální oblastí. Hromadění škrobu v buňkách způsobí 

růst hlíz v délce i šířce. Obdobné výsledky popisují i mnou připravené mikrofotografie. 

 Produkce etylénu byla nejvyšší u explantátů, které byly devět týdnů na indukčním 

médiu. Koncentrace byla nízká, protože nedocházelo k potlačení tuberizace u jednono-

dálních segmentů lodyh bramboru, jak ve své práci uvádí MINGO-CASTEL et al. 

(1974). Dále uvádějí, že v důsledku vysokého obsahu etylénu v nádobě a nedostatku 

oxidu uhličitého dochází k tvorbě světlých kalusů bez obsahu chlorofylu na bázi stolonů 

rostlin bramboru. Tento jev jsem bohužel ve svém pokusu nepozorovala. U ostatních 

dvou variant byla produkce nižší, což může být způsobeno přenesením explantátů 

z indukčního média na MS médiu a obnovení mikroklimatu v baňce, zejména to bylo 
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patrné u explantátů s čtyřtýdenní indukcí. Podle VREUGDENHIL a VAN DIJK (1989) 

by měl etylén blokovat prodloužení stolonů a potlačovat iniciaci hlíz. V mém pokusu 

byla koncentrace etylénu zřejmě příliš nízká na to, abych mohla tento jev pozorovat. 

Produkce etylénu souvisí se stresem, kterému jsou jednonodální segmenty vystaveny. 

Stres je vyvolán porušením integrity rostliny a vystavení indukčnímu médiu. Etan může 

být také markerem stresu, a v případě mého experimentu nebyly rozdíly v produkci eta-

nu mezi explantáty s různým způsobem indukce tuberizace tak významné. Koncentrace 

CO2 v kultivační nádobě souvisí s frekvencí tuberizace, proto nejvyšší koncentrace byla 

naměřena u explantátů vystavených devítitýdenní indukci. 

Ze všech měřených endogenních cytokininů byl naměřen nejvyšší obsah BA, 

což pravděpodobně souvisí s tím, že tento CK byl přidáván do indukčního média 

s cílem vyvolat u jednonodálních segmentů lodyh lilku brambor tuberizaci. V případě 

BAR tam byl naměřen obsah výrazně nižší oproti BA. Je možné, že v explantátech do-

chází k přeměně BA na BAR. Stejně jako EBADI a IRANBAKHSH (2011) jsem potvr-

dila vliv BA na indukci a iniciaci tuberizace hlíz lilku bramboru, včetně jejího průběhu. 

Tyto autoři potvrdili, že vyšší koncentrace BA v médiu vede k vyšší tvorbě hlíz. Také 

GALIS et al. (1995) ve své práci potvrdili příznivý vliv na průběh tuberizace, a že nej-

vyšší koncentrace jsou dosahovány v době iniciace tvorby hlíz. Druhým nejvíce zastou-

peným cytokininem byl iP a iPR, z toho se dá usuzovat, že i tyto cytokininy hrají důle-

žitou roli v průběhu tuberizace. Naopak úplně nejnižší koncentrace endogenního cyto-

kininu byla naměřena pro Z a ZR. Tyto cytokininy pravděpodobně významným podílem 

tuberizaci neovlivňují. Zeatin a jeho ribosid se běžně používají pro in vitro regeneraci 

bramboru. K zeatinu se ještě přidává BA a sacharóza pro lepší regeneraci prýtů brambor 

(GHOSH et al. 2015). Byly zjištěny rozdíly mezi skupinami explantátů lišící se délkou 

kultivace na indukčním médiu. Délka indukce jeden týden nevede k vyšší produkci en-

dogenních cytokininů, v porovnání s délkou indukce devět týdnů. Týdenní indukce je 

pravděpodobně příliš krátká, aby se mohl vyvolat dostatečný indukční signál. MAL-

KAWI et al. (2007) provedli srovnání pěstovaných brambor za indukčních a neindukč-

ních podmínek. V analyzovaných vzorcích jejich práce byly zjištěny následující cytoki-

niny: zeatin ribosid, isopentenyladenin a dále kyselina tuberonová a kyselina jasmono-

vá, včetně jejich metylesterů. Obsah cytokininů se obecně zvýšil za indukčních podmí-

nek.  
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 Obsah dusíku závisí na médiu, na kterém jsou explantáty kultivovány, což se potvr-

dila i koncentrace dusíku obsaženém v rostlinném materiálu. V explantátech, u kterých 

probíhala kultivace na indukčním médiu jeden týden, a potom byly přeneseny na MS 

médium, byla koncentrace dusíku v médiu i v explantátech vyšší. Kultivace, ve které 

byly explantáty na indukčním médiu devět týdnů, vedla k postupnému snižování obsahu 

dusíku jak v médiu, tak v explantátech. Nižší obsah dusíku v médiu, resp. 

v explantátech, vedl k časnější a intenzivnější tuberizaci. Tento předpoklad potvrdili 

ve své práci i DONELLY et al. (2003), kteří zjistili, že snížený obsah dusíku v médiu 

vede k lepší synchronizaci indukce tuberizace a vyšší tvorbě hlíz. CHANG et al. (2016) 

ve svém pokusu došli k závěru, že snížené množství dusíku vede k lepší a intenzivnější 

tuberizaci. U explantátů vystavených týdenní indukci byla výraznější stolonizace, a tedy 

růst vegetativních částí. Tento jev vedl k potlačení tvorby hlíz. Vyšší zásobení explantá-

tů vede k intenzivnějšímu vegetativnímu růstu, a zároveň je potlačena generativní fáze 

(DOBRANSZKI a TABORI 2010). 

 Indukce tuberizace a růstu hlíz je polyfaktoriální proces s významným podílem vlivu 

vnějších faktorů. Na základě výsledku mojí DP lze konstatovat, že je možné tento pro-

ces optimalizovat délkou kultivace na indukčním médiu, složením média a podmínkami 

prostředí.  Výsledky verifikují úlohu dusíku, sacharózy, cytokininů a také nezbytnosti 

optimální délky indukční a morfogenní doby pro produkci hlíz. 
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7 ZÁVĚR 

 Tato diplomová práce se zabývá faktory indukce tvorby hlíz lilku bramboru (Sola-

num tuberosum L.) v in vitro podmínkách. Byly popsané jednotlivé vnější a vnitřní fak-

tory, které se podílejí na průběhu tuberizace a také na dormanci. Dále byly popsány 

podmínky produkce sadby a její nároky na ní. Jednonodální segmenty lilku bramboru 

(Solanum tuberosum L.) byly kultivovány na indukčním médiu se sníženým obsahem 

dusíku 12 μmol, 80 g/l sacharózy a s přídavkem 10 mg/l BA. Po indukci byly segmenty 

přeneseny na MS médium. Byl založen pokus o třech variantách lišící se délkou kulti-

vace na indukčním médiu. Kultivace segmentů a produkce hlíz probíhala v in vitro 

podmínkách. Délka sledování pokusu byla devět týdnů a od čtvrtého týdne byl zazna-

menáván počet vytvořených hlíz. Byly stanoveny obsahy fytohormonů, jako je ABA a 

CK a produkce etylenu, etanu a CO2, dále pak obsah dusíku. Obsah endogenní ABA byl 

stanoven metodou RIA a obsah endogenních CK pomocí HPLC a ELISA. Produkce 

etylenu byla měřena plynovou chromatografií. Obsah dusíku byl měřen 

v jednonodálních segmentech lodyh lilku brambor a v médiu spektrofotometricky a po-

mocí indikačních papírků. Byla vyhodnocena frekvence tuberizace, velikost a hmotnost 

hlíz mezi jednotlivými skupinami explantátů. Byly vyhotoveny trvalé mikroskopické 

preparáty zachycující přeměnu axilárního pupenu ve stolon a později v hlízu. 

 Bylo potvrzeno, že délka kultivace na indukčním médiu se sníženým množstvím 

anorganického dusíku na 12 μmol, má vliv na zahájení tuberizace a množství vytvoře-

ných hlíz. Bylo zjištěno, že obsah ABA souvisí se indukcí tuberizace. Nejvyšší koncent-

race byla naměřena ve stolonu ve čtvrtém týdnu, kdy se začínají tvořit první hlízy. Bylo 

zjištěno, že délka indukce ovlivňuje velikost a hmotnost hlíz. Nejvíce hlíz bylo ve veli-

kostní kategorii 4–6 mm. Obsah etylenu byl nejvyšší u skupiny explantátů 

s devítitýdenní indukcí, což může souviset s tím, že tyto explantáty nebyly subkultivo-

vány na MS médiu, jako tomu bylo v případě zbylých dvou skupin explantátů. 

V případě cytokininů byly detekovány mezi jednotlivými skupinami explantátů, ale 

i mezi jednotlivými typy cytokininů, významné rozdíly. Největší zastoupení měl benzyl 

adenin, což patrně souvisí s tím, že byl přidán do indukčního média. Podařilo se mi po-

mocí trvalých mikroskopických preparátů zachytit přeměnu axilárního pupenu ve sto-

lon, resp. v hlízu. V případě dusíku byla koncentrace amonného dusíku nižší 
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v explantátech a médiu s devítitýdenní indukcí. Obsah nitrátového dusíku byl také nižší 

v explantátech a médiu s indukcí devět týdnů, oproti explantátům s týdenní indukcí.  
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11 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

ABA – kyselina abscisová 

BA – benzyladenin 

BSA – hovězí sérový albumin 

CK – cytokininy  

ELISA – imunoezymatická reakce 

FLD – fluridon 

GA – kyselina giberelová 

HPLC – vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

IAA – kyselina indolyl-3-octová 

JA – kyselina jasmonová 

MS – Murashige & Skoog médium 

PCR – polymerázová řetězová reakce 

Phy – fytochrom 

PNPP – p-nitrofenyl fosfát 

RIA – radioimunuanalýza 

TBS – Tris pufr 

UKZUZ – Ústřední kontrolní a zkušební ústav zemědělský 

VÚB – Výzkumný ústav bramborářský 


