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Souhrn

Piedlozena prace se zabyva studiem reakce konopi setého (Cannabis sativa L.),
genotypu USO 31 (Agritec, vyzkum, $lechténi a sluzby, s.r.o., Sumperk) na vodni deficit
zpusobeny osmoticky aktivnimi latkami manitol a polyethylenglykol, které byly piidané

do Zivného média ViVi 6 (Duchefa Farma B.V., Haarlem, Nizozemsko).

V prvni ¢asti této prace je rostlina konopi popséna, je vysvétleno jeji mozné vyuziti
a naroky na péstovani. Déle jsou popsany vyznamné abiotické faktory, které jako stresory
pusobi na rostliny, jako extrémni teploty a svétlo a hlavni diiraz byl kladen na sucho v krajiné.

V neposledni fadé€ je v této praci popsana technika in vitro kultivace rostlin.

Porovnavano bylo piisobeni manitolu a polyethylenglykolu, jakozto dvou osmoticky
aktivnich latek, které lze vyuzit pfi pozorovani reakci rostlin na snizeni vodniho potencialu
vV  in vitro podminkach. Sledovéana byla celkova vitalita rostlin, hmotnost Cerstvé a suché
biomasy, relativni obsah vody v pletivech rostlin a délka ptirastkt pryti celkem u 240 rostlin
ve dvou biologickych opakovanich. Ve vysledku bylo zjisténo, ze osmoticky aktivni latka

manitol byla pro tuto metodiku lepsi nez druha pozorovana latka.
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Summary

The presented work deals with the study of the response of hemp (cannabis sativa L.)
of the genotype USO 31 (Agritec Plant Research Ltd., Sumperk, Czech Republic) to the water
deficit caused by the osmotically active substances mannitol and polyethylene glycol, which

were added to the nutrient plant medium ViVi6 (Duchefa Farma B.V., Haarlem, Netherlands).

In the first part of this thesis, the hemp plant is described, its possible use and cultivation
demands are explained. Furthermore, important abiotic factors that act as stressors on plants
are described, such as extreme temperatures, light, and the main emphasis was placed on
drought in the landscape. Last but not least, the technique of in vitro cultivation of plants is
described in this thesis. The effects of mannitol and polyethylene glycol were compared, as two
osmotically active substances that can be used to observe plant reactions to a reduction in water
potential in in vitro conditions. The vitality of plants, the weight of fresh and dry biomass,
the relative water content in plant tissue and the length of shoot increments in a total of 240
plants were monitored in two observations. As a result, it was found that the osmotically active

substance mannitol was better for this methodology than the other observed substance.
Key words
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Uvod

Klimaticka situace v Ceské republice i ve svétd se neustale méni a dochazi
ke globalnimu narastu teploty, s ¢imz jde ruku v ruce také nedostatek vody v krajin€. Jelikoz
takto rychlé zmény klimatu a s tim spojené snizovani vody v Krajiné jiz prakticky nelze zastavit,
¢lovek se tomuto trendu musi neustéle ptizptisobovat. Jelikoz vodni deficit je nejvyznamnéjSim
faktorem, ktery ovliviiuje rast a produkci polnich plodin, je nezbytné se této problematice
vénovat. Jednou zreakci Clovéka na sucho v krajiné muze byt Slechténi novych odrud
ekologicky vyuZzitelnéjsSich, viceucelovych rostlin, odolngjSich vici abiotickym faktoriim,
predevsim tedy vic¢i vodnimu deficitu. Jednou z takovych plodin je konopi seté, které ma
v dnesni dob¢ velky potencial pro péstovani a vyuziti ve spousté oborech lidské ¢innosti. Nejen
tento fakt z n¢j déla doslova rostlinu budoucnosti, které by se mél ¢lovek i nadale vénovat

a pokouset se prohlubovat své védomosti a techniky v oboru vyzkumu a §lechténi této byliny.

Snaha o S$lechténi novych genotypl (odriid) rostlin je motivovana nejen zménou
klimatu, ale také snahou ziskat rostliny s vhodnéj§imi vlastnostmi pro konkrétni pole
pusobnosti, 1épe ptizpusobené pro specifické podminky péstovani s mensimi vstupnimi naroky.
JelikoZ pozorovani rostlin v polnich podminkach je proces zdlouhavy, ovliviiovany fadou
vngjSich faktort,, vhodnéjs$i metodou je technika in vitro kultivace rostlin, ktera byla pouzita

také v této praci.



Cile prace

Cilem této prace bylo

1. Vypracovani reserSe na téma bakalarské prace

2. Zalozeni pocate¢nich in vitro kultur Cannabis sativa L. vysetim sterilniho osiva

3. Multiplikace in vitro explantat

4. In vitro navozeni osmotického stresu simulujici sucho

5. Porovnani vlivu dvou osmoticky aktivnich latek manitolu a polyethylenglykolu

na rostliny Cannabis sativa L.



1. Cannabis sativa L.

Tato rostlina doprovazi ¢lovéka jiz od pradavna. Doklady o uzivani konopnych drog
nalezneme uz v obdobi vzniku prvnich starovékych civilizaci. Nepiimé dikazy nas ovSem
odkazuji na éru pted vznikem pisma, kdy konopi slouzilo k vyvolani zménénych stavii védomi

a k 1é¢ebnym ucéelim (Miovsky 2008).

V nékterych castech Eurasie hralo konopi dokonce jednu z nejvyznamnéjSich roli
formujici historii na mnoha trovnich. Lidé zacali zpracovavat konopi jiz pred vice nez tisici
lety, kdy konopné vlakno, pouzité k vyrob¢ lan, bylo rozhodujicim materidlem pii ovladani
koni, dobytka 1 pfi plavbé na lodich. Konopi je taktéz vyznamnym zdrojem energie a kvalitni
potravy nejen pro ¢lovéka (Clarke a Merlin 2016). Jedna se tedy bezpochyby o rostlinu, které

bychom méli vénovat pozornost i do budoucna.

1.1 Taxonomie

Rod Cannabis patii do relativné malé celedi Cannabaceae, ktera zahrnuje 10 rodd
a cca 117 druhti (Zhang et al. 2018). Nalezneme zde rostliny rozsifené v tropickych,
subtropickych a mirnych oblastech svéta, a také nékolik ekonomicky 1 kulturné vyznamnych
druhti rostlin. Mezi dv€ nejvyznamnéjsi rostliny této Celedi patii predevsim konopi seté a chmel

otacivy (Fu et al. 2022).

Prvni taxonomicky popis Cannabis sativa L. provedl Carl Linné roku 1737, a to
Vv podhiifi Himalaji. O pouhych 48 let pozdé&ji, roku 1785, ve vychodni Indii popsal francouzsky
botanik Jean Baptiste de Lamarck dalsi druh konopi, ktery nazval Cannabis Indica L. Tteti
a posledni znadmy druh konopi byl objeven v jihovychodnim Rusku roku 1924. Popsal jej
botanik D. E. Janischewsky jako Cannabis rudealis (Miovsky 2008).

Dnes je taxonomie konopi velmi slozitd a neni zcela jasné, jak to s rozdélenim konopi
do druhi, ptipadné poddruhii opravdu je, nebot’ vysoka adaptabilita a ¢asta hybridizace téchto

bylin zajist'uje jejich vyraznou variabilitu.



1.2 Biologicka a morfologicka charakterizace

Konopi je jednoleta, dvoudoma bylina. Dlouholeta selekce ve Slechtitelské praxi ovSem
vedla ke vzniku jednodomych odrid, které nyni v soucasném produkénim zemédélstvi
ptevladaji. Dvoudomé rostliny vykazuji sexudlni dimorfismus, patrny predevsim

Vv generativnich fazich vyvoje.

Rostliny samc¢iho pohlavi jsou vyssi, méné¢ vétvené, tvoii fidsi olisténi s delSimi
internodii a celkové ptisobi mén¢ robustnim habitem, neZ rostliny samici. Pfed zakvétanim je

tento trend nejlépe znatelny (Miovsky 2008).

Samci kvétenstvi vyrustd v uzlabi listdl, v latach. Tvofi péticetné kalisni listky zluto
zelené barvy a pét tyCinek. PraSniky v dob€ zralosti uvoliiuji velké mnozstvi pylu, které je
vétrem rozptylovano i desitky kilometri (Moliterni et al. 2004). Pocatek kveteni je o n¢kolik
dni v predstihu, pfed kvétem samicich rostlin. Samci rostliny umiraji po odkvétu, narozdil

od samicich, které odumiraji az po dozrani semen (Petit et al. 2020).

Sami¢i rostliny ptisobi daleko robustnéj§im dojmem, jejich internodia jsou kratsi, listy
mohou byt tmavsi a lodyha Siroce vétvena. Vytvaii hroznovitd kvétenstvi vyvijejici se v horni
¢asti rostliny nebo v 0Zlabi listl. Kvéty s dvoupouzdrym semenikem, jednim vaji¢kem a dvéma
bliznami nitkovitého tvaru jsou obklopeny zelenymi listeny se Zlaznatymi trichomy. (Moliterni

et al. 2004).

Kofen této byliny je kolmy, kulovity, s vlase€nicovymi kotfinky, které jsou pro vyzivu
rostliny nepostradatelné. Délka a bohatost kofene je zavisla pfedev§im na mnozstvi zivin a vody
Vv pudé, zptisobu zaseti semen ¢i na pohlavi, pokud se jedna o dvoudomou odridu. Koten tedy

muze sahat do hloubky 40 cm az 2 a vice metrti (Miovsky 2008).

Stonek je v zavislosti na typu konopi 4 az 6 hrana, ptima lodyha. V dolni Casti zistava
kulaty, smérem k vrcholu rostliny hrany zesiluji. Na povrchu stonku mizeme pozorovat
vertikalni ryhovani. V idedlnich podminkach mize lodyha dosahovat az 6 metrii. V obdobi
vegetacniho ristu je stonek zeleny a duznaty, s nasledujici vegetacni zralosti rostliny stonek

od baze dfevnati a barva se méni na citronové zelenou. V jeho stiedu se tvoii dutina (Miovsky
2008).



Listy jsou dlanité s 3 az 13 laloky, které maji pilovité okraje. Tvar jednotlivych laloki

A4

dozadu (Chandra et al. 2017).

Po opyleni zraje semeno 30-40 dni. Plodem je jednosemenna nazka vejcitého tvaru.
Obklopena je malym mnozstvim endospermu s uvnitt podkovovité sto¢enym klickem. Velikost
a barva semen se lisi, je zavisld na typu konopi. Délka vétSinou neptesahuje 5 mm, Sirka
2-4 mm. Barva se pohybuje od Sedozelené, pies tmavohnédou az po Cernou, vzdy s jemnym

mramorovanim. HTS (hmotnost tisice semen) je 8-26 g (Miovsky 2008).

1.3 Historie vyuZivani konopi v Ceské republice

Péstovani konopi setého ma v CR dlouholetou tradici. Nejvétsi rozmach péstovani této
plodiny byl zaznamenan od 18. stoleti, nejéast&ji pro textilni vyuziti. V. CR béhem poloviny
19. stoleti dokonce fungovaly dvé velké pradelny konopi. OvSem nasledné, zvlast¢ v obdobi
hospodaiské krize (1930), zacaly plochy osetych hektart klesat. Zpracovatelsky primysl
stradal, jelikoz odbyt a cenu vypéstkli urCovaly levnéj§i a sndze zpracovatelné plodiny
ze zahranici (juta, sisal, bavlna) (Konopa 2007). Rostouci zajem vetejnosti o rostlinu jako drogu
zacal vrhat na konopi Spatny obraz, coz vedlo k postupnému ukonceni péstovani konopi
ve vét§ing zemi svéta (Small et al. 2002). V roce 1955 uz se v CR konopi téméi nepéstovalo.
K postupnému navraceni se K péstovani a Slechténi novych odrid konopi dochazelo od 90. let
20. stoleti (Wirtshafter 2004). Roku 2001 bylo péstovani technického konopi povoleno ve vSech
Clenskych statech Evropské unie (eur-lex.europa.eu), coz vedlo k vzestupnému vyvoji

ve vyuzivani této plodiny.

1.4 Vyuziti konopi

Obrovsky ekologicky potencidl a rozmanitost surovin, které mize rostlina dodavat, ¢ini
primyslové konopi zajimavym pro zemédélstvi, 1€katstvi, potravinarstvi, textilni primysl,
stavebnictvi a dal$i primyslova odvétvi (Zimniewska 2022). Nejcasteji se ovSem technické
konopi péstuje pro vyuziti semen a konopného pazdeii, tedy jako dvoutcelova plodina

(Kaczorova et al. 2020). Rostliny péstované pro konopné pazdeti jsou nejcastéji sklizeny



70-90 dni po seti, zatimco konopi, seté pro semeno ¢i bioenergii, mize byt sklizeno daleko
pozdéji (Fike 2016). Kazdopadné, relativné kratkd doba péstovani ptinasi, v porovnani s jinymi
plodinami, pomérné vysoké vynosy. Sklidit mizeme az 25 tun nadzemni suSiny na 1 hektar

(Struik et al. 2000).

Vlakno z technického konopi je jedno z nejpevnéjsich a nejtuzsich ptirodnich vlaken,
a proto ma velky potencidl pro rtiznd pouziti, napf. v tvorbé kompozitnich materiald.
Kompozity obsahujici konopna vlakna se zaCaly uplatnovat v automobilovém primyslu jiz
behem 90. let 20. stoleti (Pickering et al. 2007). Zajem o konopna vlédkna vzrostl také diky
dobrym mechanickym a izola¢nim vlastnostem. Oproti vlaknim skelné ¢i ropné baze, ptisobi
niz§imi negativnimi vlivy na zivotni prostiedi. Jsou proto dobrymi kandidaty pro nahradu

syntetickych vldken v termoplastické vyztuzi (Bourmaud et al. 2011).

Konopi je také jednim z nejstarSich zdrojt textilniho vlakna (Small et al. 2002). Tradi¢ni
zpisoby zpracovani spocivaji ve specializovaném maceni, spradani a tkani vldkna, a jsou velmi
nakladné. Kvili tomu jsou tyto materidly z velké Casti omezené na trhy specidlnich tkanin
a jemnych textilii (Fike 2016). Dnes se konopi vyskytuje v odévnim trhu jen malo. Konkuruji
mu levngj$i a zpracovatelsky jednodussi materidly. Hodnota a zaddouci vlastnosti konopnych
vladken vSak spocivaji predevSim v jejich délce, sile a odolnosti. Diky témto vlastnostem je
konopi hojné vyuzivano pro tvorbu nejen lan, $iilir, siti a plachtovin. Dokonce anglicky vyraz
»canvas®, neboli platno, je odvozen ze slova cannabis (Small et al. 2002). Vlastnosti konopnych
vldken jsou uzce spjaty s odridou konopi, podminkami péstovani a metodou ziskavani vlaken

(Zimniewska 2022).

Semena konopi se jiz po staleti pouzivaji nejen k vyzivé lidi a zvifat. V Cinské medicing
jsou povazovana za tradi¢ni potravinu i jako 1ék. Maji vynikajici profil esencidlnich mastnych
kyselin a bilkovin (Callaway 2004). Celé konopné semeno obsahuje 25 % bilkovin, loupané
semeno pak 33 % a vylisky 34 % bilkovin. VSechny konopné suroviny jsou vynikajicim
zdrojem stravitelného proteinu (Kaczorova, D., et al. 2020). Asi nejvétsi vyuziti maji konopna
semena ve vyrobé€ za studena lisovaného konopného oleje, ktery se pouziva jak v potravinarstvi,
tak v kosmetice (Leson 2006). Olej zlepsuje kvalitu pokozky i sliznic a pfi vnitinim uzivani ma
mnoh¢é benefity na zdravi celého organismu. Dokonce napomahéd v boji proti lupénce ¢i
atopickému ekzému (Callaway 2004). Na trhu dnes miizeme nalézt také konopna semena

loupana, prazena ¢i jinak upravend. T¢Si se velké oblibé zékaznikli (Leson 2006). Semena



konopi a jeho derivaty jsou také velmi uziteCné ve vyzivé hospodarskych zvitrat. Zlepsuji jak
kondici zvifat samotnych, tak i kvalitu naslednych produktt Zivocisného ptivodu (Callaway

2004).

Vzhledem k vysokému obsahu celuldézy (60-77 % hmotn.) a nizkému obsahu ligninu
(4-8 % hmotn.) ve vlakning existuje také potencial pro vyrobu biopaliv z konopi (Wimalasiri
et al. 2021). Ve srovnani s plodinami na bazi Skrobu, je chemické slozeni konopi, predev§im
tedy obsah celul6zy, idealni pro vyrobu bioetanolu, bioplynu a dalSich bioproduktt (Deeley
2002). Bioetanol je vysoce perspektivni alternativou benzinu. V soucasnosti se vyrabi pfevazné
z plodin urcenych pro potravindiskou produkci. Navzdory svému velkému potencidlu jako
vychozi suroviny, jsou pfistupy k biologické premén¢ konopi na bioprodukty stale v zacatcich

(Ji etal. 2021).

Dalsi velky potencial ma konopi v oblasti zdravotnictvi. UZivani této byliny s cilem
1é¢by bylo bézné v Asii a Indii jiz v dobach 700-500 let pted Kristem (Touw 1981). Neni divu,
ze se postupem ¢asu dostalo konopi také do povédomi zapadni spolecnosti. Zde se ovSem tésilo
zajmu spiSe rekreacnich uzivateli a pro své psychoaktivni ucinky, coz vedlo nejdiive
ke schvaleni zakona 0 dani z marihuany, nasledné k Gplnému zakazu uzivani konopi a jeho
odstranéni z americkych Iékopisti. Konopi ovSem neupadlo v zapomnéni. Za¢ina nova éra

ve vyuzivani této rostliny jakoZzto 1é¢iva (Zuardi 2006).

W

Dne 1.1.2022 nabyla v Ceské republice uéinnosti novela zakona & 167/1998 Sb.
0 navykovych latkach a o zméné né&kterych dalSich zdkont, kterd umoziiuje uZivani a prodej
produkti z konopi, které obsahuji nejvySe 1 % latek ze skupiny tetrahydrokanabinoll a spliuji
podminku bezpeénosti podle zakona o obecné bezpeénosti (Cesko 2021). V terapeutické praxi
jsou podstatné dvé bioaktivni sloZky, které konopi produkuje. Jde o tetrahydrokanabinol (THC)
a kanabidiol (CBD) (White 2019). Nejvétsi koncentraci téchto latek najdeme ve zldznatych
trichomech samicich rostlin. Plisobi na mnohé disfunkce lidského organismu. DokéaZi naptiklad
1écebné pouziti nejcastéji vyuziva jako podplrna ¢i doplitkova 1écba ke zmirnéni ptiznakl

zavaznych onemocnéni (Kaczorova et al. 2020).

Destigmatizace konopi jako 1é€ivé a priimyslové mnohostranné vyuzitelné rostliny by

prospéla nejen pacientiim, pro které¢ je momentaln¢ dostupné jen v omezené mire, ale



1 medicinskému vyzkumu, udrzitelnému zemédé€lstvi ¢i ekologizaci vyroby textilii,

biopolymeri a stavebnich materialti (Kaczorova et al. 2020).

1.5 Vyhody péstovani konopi

1.5.1 Agronomické vyhody péstovani konopi

Pé&stovani technického konopi neni narocné. Rostliny se péstuji na husto, diky ¢emuz se
minimalizuje poléhavost a zaroven pretrvava vysoka vynosnost (Struik et al. 2000). Rostliny
se osveédcCily jako dobrad ptedplodina, jelikoz ptiznivé ovliviiuji stav pidy. Jejich hluboky
kotenovy systém omezuje piitomnost Skodlivych hub a hlistic. Dale konopi disponuje hustym
olisténim, diky kterému je povrch piidy zastinény, a rist plevelt je proto ve velké mife potlacen
(Piotrowski a Carus 2023). Pouziti jakychkoli biocidnich latek pti péstovani konopi tedy neni
tieba. Krom¢ potlaceni ristu pleveld totiz rostliny diky vylu¢ovani urcitych sekundarnich
metaboliti odpuzuji celou fadu fytofagniho hmyzu (Benelli et al. 2018). Pfi zaoravani biomasy
dokéze konopi navysit mnozstvi organické hmoty v piidé a zlepsit tak jeji urodnost. Pida je
poté v dobré kondici, ptipravena pro rust dalSich plodin (Pudetko et al. 2021). Dalsi uzite¢nou
funkci plni rostliny konopi pfi rekultivacich ptdy i celé krajiny. Dokazi totiz z pidy béhem
svého ristu extrahovat toxické latky a hromadit je v nadzemnich Castech rostliny, ¢imz
dekontaminuji piidu od tézkych kovi, pfedev§im olova, niklu, kadmia, zinku a chromu. Tento
proces se nazyva fytoremediace (Linger et al. 2002). JelikoZ ma konopi kratky zivotni cyklus,
vysokou odolnost vici tézkym koviim a dlouhy kofenovy systém, je pro tento proces idealni
rostlinou (Ahmad et al. 2016). Diky svému kofenovému systému také zabraiuje erozi pudy

a zvysuje schopnost zadrzovat vodu v pudé (Rehman et al. 2021).

1.5.2 Ekonomické a environmentalni péstovani konopi

Celosvétova poptavka po konopnych produktech vzrista, takze se konopi rychle stava
vyznamnou soucasti zemeédélské ekonomiky i v té€ch ¢astech svéta, kde se doposud nepéstovalo

(Wimalasiri et al. 2021). P&stovani technického konopi pro vlakno je, narozdil od jinych, bézné



péstovanych textilnich plodin, udrzitelnéjsi a ekonomicky vyhodnéjsi. Nevyzaduje tak vysoké
energetické naroky pifi zemédélské Cinnosti jako bavlna, jelikoz neni tfeba hnojiv, herbicidd,
ani zavlazovacich systémil. Pro vyrobu 1 kg kone¢ného vlakna konopi je zapotiebi az tiikrat
mén¢ vody neZz pro vyrobu stejného mnozstvi baviny. Navic, v porovnani s bavlnou, ma konopi
schopnost mit vyrazné¢ vyssi vynosy vladkna na hektar (Duque Schumacher et al. 2020).
Technické konopi méa diky svym vSestrannym aplikacim velky trzni potencidl. Ackoli je
pestované predevsim pro produkci semene a vlakna, je to také surovina vhodna pro vyrobu
obnovitelné energie. Vyuzit se daji napt. zbytky po odstranéni vlaken, nazyvané konopné
pazdefi, které je povazovano za levny zdroj celulozy. Z lignoceluldzové biomasy lze vyrabét
nez etanol z kukufice nebo cukrové titiny. Rostlinu jde vyuzit viceucelove, coz znamena, ze
semena miizeme sklidit pro potravu a zbytek biomasy pro energetické ucely (Ji et al. 2021).
Tato udrzitelnd surovina by mohla jakékoli zemi pomoci snizit jeji ucty za dovoz energie
a zajistit udrzitelné dodavky energiec (Rehman et al. 2021). Z ekonomického
1 environmentalniho hlediska se technické konopi osvéd¢ilo jako jedna z nejlepSich energeticky

péstovanych plodin (Hanegraaf et al. 1998).

1.6 Naroky konopi na péstovani

Konopi 1ze péstovat v riznych ¢astech svéta za rliznych agroekologickych podminek
(Wimalasiri et al. 2021). Nejlépe prosperujepiedevsim v teplejSich oblastech, pfi teplotach
13-22 °C na dobfe provzdusnénych, méné kyselych ptidach s dostatkem zivin
(Rehman et al. 2021). Je velmi citlivé na Spatnou strukturu pidy a nedostatek nebo prebytek
vody v ranych fazich ristu (Struik et al. 2000).

Zatazeni konopi do osevniho postupu neni naro¢né. Je vhodné jako ptedplodina napf.
pro pSenici, ale 1ze jej na jednom pozemku péstovat jakozto monokulturu 1 n€kolik let za sebou
(Adesina et al. 2020), coZ ovSem neni vzhledem k potencidlnimu riziku §ifeni chorob a Skiidct

¢i jednostrannému odcerpavani Zivin vhodné.

Konopi se seje dle klimatickych podminek v prubehu jara, asi 3-4 cm hluboko. Hloubka
seti je pomérné dulezitym faktorem, jelikoz dokaze ovlivnit rovnomérnost vzchéazeni rostlin

(Rehman et al. 2021). Pti vysevu je vhodné aplikovat na pole dusik, ktery rostliny vyuziji



predevsim v obdobi prvniho mésice rustu. Za 8-12 dni po vyseti by mélo konopi vzejit, pfi
idedlni teploté 8-10 °C (Adesina et al. 2020). Vegetacni doba a Cas sklizné zavisi na péstované

odrtdé. Nejcastéji se sklizi od poloviny srpna do poloviny zari.
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2. Abiotické stresové faktory

Abiotické stresové faktory prostiedi jsou vlivy pisobeni chemickych nebo fyzikalnich
slozek prostiedi na organismy. Patii zde celd fada Cinitel, jako napf. extrémni teploty,
ozatrenost, nedostatek ¢i nadbytek vody, salinita, chemicka toxicita a dalsi. Co se tyce
rostlinnych spolecenstev, jsou tyto stresory jednim z nejvyznamnéj$ich Cinitelti ovliviiujici rast
a vyvoj rostlin, jelikoz ¢asto plisobi soucasné a zpiisobuji zmény docasného i dlouhodobého
meéftitka. Dokazi rostlinam navodit stres, jehoz odpovédi je soubor obrannych mechanismu

rostlin (Pavlova 2005).

Abiotické stresové faktory jsou hlavni pficinou celosvétovych ztrat Grody. SniZuji
prumérné vynosy hlavnich plodin az o vice nez 50 %. Zabyvani se témito faktory a jejich vlivy

na rostliny je tedy velmi dilezit¢ (Wang et al. 2004).

Nasledujici kapitoly jsou vénovany zakladnim abiotickym faktorim pulsobicim

na rostliny a jejich popisu.

2.1 Teplota vzduchu

Teplota vzduchu je faktor prostiedi, ktery vyznamné ovliviiuje Zivotni procesy vsech
organismii na Zemi. (Zrobek-Sokolnik 2012). Ovliviiuje jejich riist, vyvoj i rozmnoZovani.
Optimalni teplota se mize v zavislosti na daném organismu lisit. Pfili§ vysoké nebo naopak
ptilis nizké teploty prostfedi mohou byt pro mnoho organismii smrtelné. Teplota také ovlivituje

dalsi abiotické faktory jako dostupnost vody a s tim spojené sucho.

2.1.1 Teplota vzduchu v CR

Ceska republika lezi v mirném podnebném pésu, pro ktery je typické stiidani étyt
roc¢nich obdobi s teplym, suchym Iétem a pomérné chladnou zimou (Maitah, Malec 2021). Lze
jirozdelit do tii klimatickych oblasti, a to tepla, mirné tepld a chladnd. V horskych oblastech je
prumérna teplota niz$i, a naopak ve snizeninach vyssi. (Vondrakova et al. 2013). V pribéhu

roku jsou nejnizsi teploty méfeny v lednu a nejvyssi v Eervenci (Cesky hydrometeorologicky
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tistav CR 2021). Na uzemi CR se piiblizné od roku 1980 projevuje systematické zvy$ovani

teploty vzduchu (KasSparek a Kozin 2022), s ¢imz souvisi i zvysujici se sucho v krajing.

2.1.2 Teplota jako abioticky faktor rostlin

Teploty vzduchu na Zemi maji veliky rozsah a rostliny se dokdzaly velmi dobie
pfizpusobit jak sezonni zméné teplot, tak i zménadm béhem dne. Z mirnych oblasti migrovaly
rostliny na sever i na jih od rovniku a dnes dovedou odolavat jak mraziim, tak i vysokym
teplotam. V kazdém pftipadé€, cestu k této evoluci doprovazel stres, v jehoZ reakci rostliny
vykazuji Getné adaptivni zmény (Zrébek-Sokolnik 2012). Za optimélni teplotu pro rist
konkrétni rostliny je povazovana teplota prostfedi, pfi niz je vegetativni rdst rostliny
nejrychlej$i. Obecné plati, Ze semena a dormantni orgény jsou k extrémnim teplotdm vyrazné

rezistentnéj$i nez kli¢ni rostliny nebo listy (Pavlova 2005).

2.1.3 Vysoké teploty

V disledku zesilovani lidskych aktivit dochazi ke zvySovani emisi sklenikovych plynt
a efektu globalniho oteplovani. Vysoké hodnoty emisi sklenikovych plynil zpiisobuji zvySovani
prumérné hodnoty atmosférické teploty, coz predstavuje hrozbu pro Zivotni prostredi,

(Kweku et al.2018) a tedy i zmény v rustu a vyvoji rostlin.

V piirozenych podminkach je stres zplisobeny extrémné vysokymi teplotami Casto
spojen se stresem z nedostatku vody a adaptace k extrémnim teplotdm mé& mnoho spole¢nych
ryst s adaptaci na sucho. Ke snizovani teploty uvnitt rostlin totiz dochéazi diky transpiraci,
k ¢emuz ovSem potitebuji dostatecné mnozstvi vody. Béhem Soku zpiisobeného vysokou
teplotou klesa syntéza fady proteinli, ovSem vyrazné stoupa syntéza specifickych
tzv. HS — proteint (z anglického heat shock proteins) (Pavlova 2005). Fyziologické procesy
rostlin vyrazné reaguji na vysoké teploty, coz naptiklad u hospodatskych plodin vyznamné
ovliviiuje vynosy. K zajisténi udrzitelného zemédélstvi a k piedpovidani dopadi globalniho
oteplovani na vynosy plodin je nezbytné vyvijet nové, odolnéjsi kultivary a zdokonalovat

poznatky o reakcich rostlin na vysoké teploty (Paulsen 2015).
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2.1.4 Nizké teploty

V piipad¢ faktoru nizkych teplot se bavime o teplotnim rozmezi 20 °C az 0 °C
(Zrébek-Sokolnik 2012). Pokud teplota vzduchu klesne niZz, nez jsou optimalni podminky
propustnost membran a ovliviiuji tak membranovy potencial. Pfi pfetrvavani nizkych teplot
mohou byt bunky rostlin poSkozeny nevratné, Casté je také odbarveni listi vlivem poskozeni
membran chloroplastii (Pavlova 2005). Rostliny, které rostou v chladnéjSich oblastech jsou
na tyto podminky adaptované a chladné obdobi je vétSinou, kromé& zpomaleni celkového
metabolismu, nijak neoslabi. Naopak pro rostliny citlivé k chladu, mohou zpisobit tyto
podminky poruchy kli¢eni, kveteni, produkci plodii a jiné nevratné zmény (Zrobek-Sokolnik
2012).

2.1.5 Teploty pod bodem mrazu

Mraz obecné vyvolava tvorbu ledu v mezibunéénych prostorech nebo ve vakuolach
rostlin, coZ zplsobi dehydrataci vnitrobunécné tekutiny (cytosolu), pfipadné i mechanické
poskozeni rostlinnych bunék. Pfi podzimnimu sniZeni teploty nad bod mrazu za¢nou rostliny
produkovat specifické latky, které omezuji tvorbu krystalti ledu ve vakuolach a nadchazejici
niZsi teploty v zimnim obdobi pak 1épe toleruji (Pavlova 2005). Pro rostliny rostouci v mirném
podnebném pasu tedy neni mraz v zimé typickym stresorem, ovSem pokud mrazivé teploty

zasdhnou prudce na jafe nebo v 1ét8, stres se u t&chto rostlin jiz projevi (Zrobek-Sokolnik 2012).

2.1.6 Vliv teplot na péstovani konopi

Rostliny konopi dobie prosperuji v podminkdch mirného klimatu, bujného ristu
dosahuji pfi teplotach 13 az 22 °C. Po vytvoteni tietiho paru list dokaze konopi piezit i teploty
-0,5 °C po dobu 4-5 dnti (Rehman et al. 2021). Teploty nad 30 °C snizuji kvalitu oleje

konopnych zrn. Teplota vzduchu 40 °C je povazovana za teplotu, pii které jiz rst konopi
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ustava. Vysoké teploty spolecné s nizkymi srazkami zplisobuji zpomaleni ristu a tim i pokles

a ztratu kvality vynosu (Hammami et al. 2022).

2.2 Svétlo

Zdrojem ptirozeného svétla na nasi planeté je Slunce a slunec¢ni svit. Za dobu trvani
slune¢niho svitu je povazovan Casovy interval mezi vychodem a zadpadem Slunce, béhem
kterého neni slunecni kotou¢ zakryt oblacnosti nebo jinymi prekdzkami (Cesky

hydrometeorologicky ustav CR 2021).

2.2.1 Svétlo v Ceské republice

V roce 2021 dosahla priméma doba trvani sluneéniho svitu na tizemi CR hodnoty
1663,5 h, coz je t¢éméf 100 % ro¢niho normalu v letech 1991-2020. Primérna ro¢ni doba trvani
sluneéniho svitu na tzemi CR byla tedy v roce 2021 o vice nez 100 h kratsi nez v predchozim
roce. Obecné nejdeldi doba trvani slunecniho svitu byva v mésici Gervnu (Cesky

hydrometeorologicky tistav CR 2021).

2.2.2 Svétlo jako abioticky faktor rostlin

Rostliny jsou fotoautotrofni organismy, coZ znamena, Ze pro svij rist vyzaduji energii
slune¢niho zafeni, kterou pti fotosyntéze transformuji v energii chemickych vazeb. Maji
vyvinuty fotosenzory, jimiz ziskdvaji informace o svételnych pomérech na stanovisti. Diky
témto senzorum mohou rostliny vnimat svételné spektrum a fotoperiodu, neboli pocet hodin
svétla béhem 24h. Poméry svételného spektra se béhem dne i roku méni, na coz rostliny aktivné
a koordinované reaguji napf. utvafenim habitu, zménou metabolismu ¢i posunem orgéani
a organel (Pavlova 2005). Rizné druhy rostlin jsou adaptovany na rizné mnozstvi dopadajiciho
zafeni. VSeobecné, stres nevyvolava vysoké osvétleni jako takové, ale mnozstvi zafeni, které
rostlina absorbuje nad ramec toho, co vyuzije pti fotosyntéze (Demmig-Adams a Adams 1992).

Svétlomilnym rostlindAm bude navozen stres, pokud ozafeni klesne pod hranici jejich
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adaptacniho rozsahu a dojde k vycCerpani rezerv. Naopak, stinomilné rostliny budou ve stresu,

pokud ozateni ptekroci jejich schopnost adaptace na svétlo (Lichtenthaler 1996).

2.2.3 Vliv svétla na péstovani konopi

Kvalita, intenzita, zdroj svétla a fotoperioda hraji rozhodujici roli ve vynosu a kvalité
konopi (Backer et al. 2019). Fotoperioda ma u konopi vyznamny vliv pfedevs§im na zacatek
a celkovou dobu kveteni. V zavislosti na kultivaru je kveteni obecn€ vyvoldno osvétlenim
trvajicim krat§i dobu, nez 15 hodin, coZz mé4 za nasledek dlouhé genera¢ni obdobi. Pii
zkracovani doby osvétleni se zkracuje i doba kvétu a kveteni prichdzi diive. Rostliny jsou pfi
nedostate¢né délce osvétleni (8h svétlo, 16h tma) také mnohem slabsi a maji celkové nizsi
vynosy, v porovnani s rostlinami konopi péstovanymi za bézné fotoperiody, napi. na poli.
Pokud je naopak fotoperioda pftili§ dlouha (16h svétlo, 8h tma) nebo pokud jsou rostliny trvale
osvétlené, kveteni prichdzi pozdé&ji a rostliny maji celkové mensi pocet kvéth

(Schilling et al. 2023).

2.3 Sucho

Sucho je povazovano za ekologickou katastrofu, ktera ptimo souvisi s mnoha obory
lidské ¢innosti. Je velmi obtizné pojem sucho definovat, jelikoz je geograficky a Casové velmi

rozlozené (Heim 2002).

Sucho je jednim z mnoha disledkt klimatické zmény. Hlavni pfi¢inou zmény klimatu
a vyrazného oteplovani planety je zvySena koncentrace sklenikovych plynd, mezi které patii
pfedevsim oxid uhli¢ity, metan a vodni péara. Tyto plyny maji schopnost pohlcovat zemské
zafeni a tim udrzovat nezbytnou energii, ¢imz zabezpecuji nejen teplotu vhodnou pro zivot, ale

ovliviiuji i pohyb vzduchu a fizové pfemény vody (Zalud et al. 2019).

Riziko a intenzita sucha stoupa s rostoucimi teplotami a klesajicimi srazkami.
Nejvyraznéjsi ndrust rizika sucha je tedy na vétSiné evropského tizemi v letnich mésicich

(Brazdil a Trnka 2015).
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V zavislosti na Casovém méfitku a dopadech byvéa sucho obvykle ¢lenéno do ctyf

kategorii na sucho zemédélské, hydrologické, meteorologické a socioekonomické (Heim 2002).
2.3.1 Zemédélské sucho

Zemédelské sucho se projevuje nedostatkem vody pro riist rostlin a ma trvani v méfitku
tydnll az 6-9 meésicti. Suchymi epizodami v tomto ¢asovém rozsahu jsou ovliviiovany i lesni
porosty (Brazdil a Trnka 2015). Disledkem sucha se snizuji vynosy plodin, pritoky fek
ovlivitujici hladinu podzemnich vod a hladiny retencnich nadrzi, potencialn¢ vyuzivanych
k zévlaze rostlin, se také snizuji (Zalud et al. 2019). Zemé&dé&lské sucho také piispiva
k degradaci pidy, zasoleni, erozi az desertifikaci. Jelikoz dokaze obdélavana pida pojmout
obrovské mnozstvi vody, ma velky vyznam pro boj s jejim nedostatkem v krajiné (Brazdil

a Trnka 2015).

2.3.2 Hydrologické sucho

Za hydrologické sucho povazujeme podprimérné mnozstvi vody ve vodnich tocich,
nadrzich nebo zvodnélych vrstvach. Nedostatek vody je zjiStovan na vodomérnych stanicich,
terénnim méfenim v potocich a odectem ve vrtech. Aktudlni hodnoty jsou porovnavany
s dlouhodobym primérem (Zalud et al. 2019). Dopady tohoto typu sucha evidujeme aZ
po delsim casovém intervalu a zpasobuji vétSinou dlouhodobé problémy s hospodafenim
s vodnimi zdroji. V ramci hydrologického sucha se zaméfujeme jak na sledovani pritokt fek
za stanoveny cas, tak 1 na monitoring mnozstvi podzemni vody ¢i rozlozeni srazek.
Hydrologické sucho totiz vétSinou navazuje na meteorologické sucho (Brazdil a Trnka 2015)
a velmi uzce souvisi i s geologickymi poméry dané oblasti (Mishra a Singh 2010). Dopady
hydrologického sucha Ize zmenSovat vystavbou reten¢nich nadrzi, udrzovanim moktada c¢i
pfirozenou akumulaci vody v ptidé na mistech s vhodnym geologickym podlozim (Zalud et al.

2019).
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2.3.3 Meteorologické sucho

Meteorologické sucho je obdobi s podprimérnym mnozstvim srazek, jehoz ptic¢inou
jsou vétsinou dalsi druhy sucha. Jeho dopady pozorujeme v rtiznych odvétvich narodni

ekonomiky, predevsim v zeméd¢lstvi (Labedzki a Bak 2015).

Lze ho indikovat na zaklad¢ meteorologickych méteni a vyjadiuje se pouze v zavislosti

na mnozstvi srazek a délce trvani suché periody (Brazdil a Trnka 2015).

2.3.4 Socioekonomické sucho

Pokud se dasledky sucha za¢nou promitat do ekonomiky a jakmile za¢nou negativné
ovliviiovat celou spole¢nost, mluvime o suchu socioekonomickém. Jedna se o duasledek
ostatnich druht sucha, majici vliv na celou ekonomiku a fungovani spole¢nosti, jako napf.

turismus, zivot obyvatel, primyslovou ¢i energetickou produkci a jiné (Brazdil a Trnka 2015).

2.3.5 Sucho v Ceské republice

Ptfirozena klimatickd variabilita, antropogenni vlivy na klima a také charakter vyuZiti
krajiny ovliviiovaly, ovliviiuji a budou ovliviiovat vyskyt a dopady epizod sucha na nasem
tizemi. V Ceské republice dochazi k postupnému sniZovéani disponibilni vody v ptidé, a to
predevsim vlivem zmény klimatickych pomérti od dubna do ¢ervna. Mezi nejvice postizené
oblasti zem&d&lskym suchem patii okresy jizni Moravy a stfednich Cech (Brazdil a Trnka
2015). Protoze je naSe krajina na mnozstvi destovych srazek zcela zavisla, plati v Ceské
republice zakon &. 254/2001 Sb., o vodach a o zméné& nékterych zdkont (vodni zakon) (Cesko
2022) neboli tzv. plan pro sucho. Tento zdkon vymezuje rdmec monitoringu sucha,
odpovédnosti kompetentnich orgéni, pfijimani opatfeni pro zvladani sucha i nedostatku vody 1

pro kontrolni mechanismy (Zalud et al. 2019).

PfedevS§im od druhé poloviny 20. stoleti se zacal projevovat antropogenni vliv
na mnoZzstvi vody v krajin€ a rychlosti jejiho odtoku. Dochazelo k regulaci fi¢nich tokd,
melioraci zamokienych uzemi ¢i snizovani rozlohy luznich lesti. Behem poslednich dvaceti let

dochdzi k postupnému zvySovani citlivosti produkce potravin na vyskyt sucha a roste riziko
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lesnich pozart. Do budoucna se bude muset ¢eska krajina se stale zvySujici se intenzitou sucha
vypotadat a piijimat opatieni, kterd povedou jak k minimalizaci negativnich dopadt suchych
epizod, tak k piizptsobeni se témto dopadiim na krajinu i ekonomiku spole¢nosti (Brazdil
a Trnka 2015).

2.3.6 Sucho jako abioticky faktor rostlin

Voda je jeden ze zakladnich komponenti, bez kterého se rostliny takika neobejdou.
Deficit vody v krajin¢ miize mit vyznamny vliv na rist, vyvoj a produkci rostlin a mize ovlivnit

také zdravi celého ekosystému.

Pti nedostatku vody se snizuje napéti bunek a rostliny vadnou. Pro pieziti déle trvajiciho
vodniho deficitu si rostliny vyvinuly rizné strategie, jako napf. vytvoreni efektivniho
kotenového systému, redukei listové plochy pro snizeni transpirace ¢i pfeckani stresu ve formée
semen. Pokud se ale jednd o nahly nedostatek vody, rostliny zareaguji snizenim vodniho
potencidlu, snahou o vyssi pfijem a zadrZeni vody, zaviranim praduchti a dal§imi procesy uvnitt

bunék, které napomahaji rostlinam piezit aktualni deficit vody (Pavlova 2005).

| v oblastech dobfe zasobenych vodou mohou pii vyskytu sucha klesnout vynosy
zemédélskych plodin az o vice nez 15% (Brazdil a Trnka 2015). Nasnad¢€ je tedy snaha
o Slechténi novych kultivari zemédelskych plodin odolnéjSich vici suchu a pfijimani

efektivnich adapta¢nich opatieni na budouci rizika sucha v nasi krajiné.

2.3.7 Vliv sucha na péstovani konopi

Sucho se povazuje za abioticky stresor s nejvétSim dopadem na primyslové plodiny,
véetné konopi (Hammami et al. 2022). Vodni deficit mize mit na rlst a produkci konopi riizné
dopady. Vzdy zéalezi na vicero faktorech, jako je genetika rostlin samotnych, geologické
podlozi, klimatické podminky aj. Obecné lze ale fict, ze konopi dokaze prezit i pii velmi malé
dostupnosti pidni vlahy. Pfi nahlému nedostatku vody dojde k uzavieni praduchti a vadnuti

listdh (Tang et al. 2018). Pokud vodni deficit pfetrvava dlouhodobéji, dochazi ke zpomaleni az

18



zastaveni rastu a celkovému snizeni vynosu, ovSem na druhou stranu zacnou rostliny

produkovat pIné&jsi semena pro zvyseni reproduk¢ni schopnosti (Gill et al. 2022).
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3. In vitro kultivace rostlin

Kultivace rostlin v in vitro podminkach neboli péstovani tkanovych kultur je metoda
péstovani rostlin ve sterilnich podminkach, ktera ma vyuziti ve védecké i komerc¢ni sféte. Jedna
se o zpusob péstovani rostlinného materidlu, na kterém spocivaji takika veSkeré
biotechnologické vyzkumy. Diky in vitro kultivaci lze za kratky cas dosédhnout velkého
mnozstvi zdravych, uniformnich rostlin bez jakychkoliv patogent. Usp&$na mikropropagace,
tedy vegetativni namnoZeni rostlin zavisi na vicero faktorech, jako je slozeni zZivného média,

podminky péstovani, typ explantatu ¢i genotyp dané rostliny.

Rostlinné organy, tkané¢ nebo buiiky jsou izolovany a vloZeny na zivné médium,
obsahujici latky vhodné pro jejich riist. Néasledné je rostlinny material uloZzen do sterilniho
prostiedi a za pfislusSnych podminek produkuje rostlinné klony. Cely proces probiha

ve sterilnim prostiedi, aby nedoslo k zavleCeni patogenti (Kumar a Reddy 2011).
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4, Material a metodika

4.1 Experimentalni material

Pro kultivaci rostlinného materiadlu byla pouZzita semena cannabis sativa L. genotypu
USO 31, ziskané od firmy Agritec, vyzkum, §lechténi a sluzby, s.r.o, Sumperk. Semena se sela,
nasledné pasdzovala a rostla na tuhych agarovych médiich, viz tabulka €. 1, v Erlenmeyerovych
banikach. Do kazdé banky bylo vyseto vzdy 7 semen konopi. JakoZto osmoticky aktivni latky,
simulujici rostlindm deficit sucha, jsme pouzili manitol (Man) a polyethylenglycol (PEG). Obé
latky byly pfidény do Zzivného média, vzdy ve 4 stupnich koncentrace, znacené IL.-IV.
a 3 opakovanich. Pro manitol se jednalo o koncentrace 9,1; 18,2; 45,5 a 91,1 g/l a v ptipadé
polyethylenglycolu byly koncentrace 10, 25, 35 a 50 g/l zivného média. Pro kazdé opakovani
byl navic kontrolni vzorek, ktery obsahoval pouze Zivné médium bez osmoticky aktivnich latek.
Celkovée jsme tedy pro jedno pozorovani méli 30 Erlenmeyerovych banek vzdy se 4 rostlinami

konopi genotypu USO 31.

Kazdé kultivaéni médium obsahovalo agar (Duchefa Farma B.V., Haarlem,
Nizozemsko) v koncentraci 8 g/l, sachar6zu (Duchefa Farma B.V., Haarlem, Nizozemsko)
30 g/l, kyselinu askorbovou 0,02g/1 a specifické sloZeni fytohormonii. U kazdého média bylo
pH upraveno na 5,8 pomoci KOH.

TABULKA C.1 ZIVNA MEDIA

Nazev Zivného média  VyuZiti

CoO Nakli¢eni semen
Li Izolace explantatl
MS-P Multiplikace pryti
ViVi6 Riist rostlin
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4.2 Pristroje a pomiicky
4.2.1 Pristroje
Pro tvorbu zivnych médii a vyhodnoceni vysledkil byly vyuzivany tyto piistroje:

¢ Box laminarni Steril Helios 48

e Sterilizator parni WiseClave

e Autoklav SYSTEC D-23

e Michacka magneticka Heidolph MR Hei-standard
e Véha Kern KB600-2

e pH metr stolni FE20 — Kit Mettler Toledo

e Mikrovinna trouba Hitachi MSO23

e SuSdrna MEMMERT UF160

e Tiepacka

4.2.2 Pomicky

Pro rist rostlin, manipulaci s experimentalnim materidlem a vyhodnoceni sledovani

bylo tfeba téchto pomiicek:

e Erlenmeyerovy banky Fisherbrand, 100 ml (Erlen. baiky)
e Pinzeta

e Skalpel

e Lihovy kahan

e Filtracni papir

e Kadinky

e (Odmérny valec Simax Kavalier Stabil 500 ml

e Petriho misky

e Ctverce alobalové folie
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e Parafilm Sigma-Aldrich
e Vazenky

e Pipety Biohit proline

e Pravitko

e Papirové pytliky na suSeni

4.3 Metody
4.3.1 Vytvoreni Zivhych médii

Pro rist a kultivaci rostlin bylo tfeba vytvofit Zivnd média. Kazdé médium se lisi
predevsim slozenim predevsim, v zavislosti na ucelu. Obecny postup, spoleény pro vSechna
média, byl nasledovny. Do nadoby s cca 600 ml destilované vody bylo navdzeno 8 g agaru
a smé&s byla zahtivana v mikrovinné troubé€ do tipIlného rozvatreni. Do dal§i nddoby v cca 300
ml destilované vody bylo navazeno 30 g sacharozy, 0,02 g kyseliny askorbové a konkrétni
mnozstvi komercniho média s obsahem vitamini. Nésledné byly obé nadoby slity do jedné
a za stalého michani doplnény do 1 litru destilovanou vodou a upraveny na hodnotu 5,8 pH.
Média byla sterilizovana ve sklenénych nadobach v autoklavu a poté rozlévana do Erlen. ban¢k

po cca 50 ml, a nakonec zakryta alobalovou folii. Po ztuhnuti byla média ptipravena pro pouziti.

4.3.2 ZaloZeni in vitro rostlinnych kultur

Aby byly podminky péstovani rostlin sjednocené, probihalo pozorovani v in vitro
prostfedi. Osivo konopi bylo ptfebrano a praskld a nestandartni semena (odliSnd barvou
a tvarem) byla vyrazena. Vhodné mnozstvi semen bylo vlozeno do Erlen. banky. Nasledné byla
semena zalita 96% ethanolem byla protfepavana 2 minuty na tfepacce pii otackach 135 rpm.
Poté byla v lamindrnim boxu semena scezena, proplachnut sterilni destilovanou vodou a znovu

Vv Erlen. barice zalita 43% savem s kapkou smacedla (JAR) a zakryta sterilnim alobalem, aby
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nedoslo ke kontaminaci z vnéjSiho prostiedi. Takto piipravena semena byla opét poloZena
na tiepacku a 30 min. michana pii otackach 135 rpm. Poté byla semena v laminarnim boxu
scezena, tfikrat proplachnuta sterilni destilovanou vodou a vysypdna na sterilni filtracni papir

do Petriho misky. Cilem tohoto procesu bylo zajistit maximalni sterilitu osiva.

V laminarnim boxu byla semena pomoci pinzety po 7 kusech poklddana do piedem
pripravenych a sterilizovanych Erlen. banek na vyautoklavované CO médium, ur¢ené na kliceni
semen. Nasledné byla kazdé Erlen. baiika uzaviena sterilnim alobalem a ptelepena parafilmem.
Oznacené Erlen. bainiky byly vlozeny do kultiva¢ni mistnosti na cca 14 dni pfi teploté 19 °C

a svételném rezimu den/noc 16/8 h.

4.3.3 NamnoZeni rostlinného materialu v in vitro podminkach

Po uplynulych 14 dnech naklicovani v kultivacni mistnosti byly Erlen. bafky s kli¢nimi
rostlinami pfeneseny do laminarniho boxu. Nasledné byly klicni rostliny pasaZovany
na predchystané Li médium tak, Ze byly skalpelem Sikmym fezem odfiznuty nodalni explantaty
a vloZeno bylo vzdy cca 5 rostlin do jedné Erlen. baiiky s Li médiem. Poté byly Erlen. banky
uzavieny sterilnim alobalem, ptelepeny parafilmem a ponechény v kultivacni mistnosti

za stejnych podminek jako pfi kliceni.

na pripravené agarové Murashige & skoog (MS - P) médium (Murashige et skoog, 1962)
s ptidavkem vitamin pro multiplikaci pryti. Nasledné byly rostliny cca kazdych 14 dni
pasazovany na nové MS-P médium az do doby, dokud na nodalnim segmentu nevytvofily

dostatecné mnozstvi prytl vhodnych pro zaloZeni experimentu.
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4.3.4 ZaloZeni pozorovani s osmoticky aktivnimi latkami simulujici sucho

Pro zalozeni pozorovani bylo tfeba ptipravit zivna média ViVi 6 (Duchefa Farma B.V.,
Haarlem, Nizozemsko) obohacend o manitol a polyethylenglycol. Postup pftipravy byl
podobny, jako v kapitole 4.3.1, s tim rozdilem, ze bylo vytvofeno vzdy pouze 300 ml média
s danou koncentraci osmoticky aktivnich latek. VSechny latky v médiu obsazené byly tedy
prepocitany pro koncentrace na 300 ml, viz tabulka ¢. 2, dikladné zméfeny na odmérném valci
a vytvoteny vzdy ve 4 koncentracich. Zivna média byla nasledné rozlévana vzdy do 6 Erlen.

banék po 50 ml.

Jakmile byly Erlen. banky s zivnymi médii nachystany, pasazovany byly vzdy 4 vhodné
pryty v laminarnim boxu do 1 Erlen. baiiky Sikmym sefiznutim nodalniho explantatu tak, aby
byla zajisténa co nejvetsi plocha pro ptijem latek z zivného média. Sefiznutim rlstového
vrcholu rostliny bylo zajisténo naruSeni apikalni dominance, které vedlo k vymanéni axilarnich
nodalnich pupenti z dormance a potazmo k vétveni rostlinnych explantatii. Vybér pryti a jejich
vkladani na dané koncentrace bylo zcela ndhodné. Vytvofeno bylo tedy 12 Erlen. ban€k
s manitolem, 12 s polyethylenglykolem a 6 Erlen. ban€k kontrolnich, bez osmoticky aktivnich
latek. VSechen tento material byl vyfotografovan a vloZzen do kultivaéni mistnosti na 3 tydny.

Po kazdém tydnu probéhla kontrola a vyfotografovani jednotlivych rostlin.

TABULKA C.2 SloZeni Zivnych médii s osmoticky aktivnimi latkami

Agar Sachar6za  ViVi6  Manitol PEG

9/300 ml 1,8 10 2 3 3,3 Koncentrace I.
9/300 ml 1,8 10 2 6 8,25 Koncentrace II.
9/300 ml 1,8 10 2 15 11,7 Koncentrace Il1.
0/300 ml 1,8 10 2 30,1 16,5 Koncentrace V.
0/300 ml 1,8 10 2 - - Kontrola
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Jednotlivé koncentrace latek jsou uvedeny v g/300 ml, kontrolni vzorky neobsahovaly

osmotika.

4.3.5 Vyhodnoceni vysledkii

Pti vyhodnocovani vysledkl byl sledovan celkovy vzhled rostlin, délky ptirtstkl pryta

méfené v mm a relativni obsah vody v pletivech vazeny v gramech.

Po 3 tydnech v kultivacni mistnosti byl materidl naposledy vyfotografovany a kazda
rostlina zvlast byla vytazena z Erlen. baiky, oc¢isténa od zbytkd média a pomoci pravitka byly
zméteny nové vzrostlé pryty, viz obrazek €. 1. Poté byly rostliny z jednotlivych Erlen. ban&k
seskupeny na vadzenky a byla zvazena hmotnost biomasy. Po zvdZeni a zapséani vysledku byl
material uloZzen do papirovych pytlikdi, poznacen a suSen v susarné po dobu 12 h pfi teploté
90 °C. Po ususeni byl materidl opét zvazen. Z rozdilu Cerstvé a usuSené biomasy byl zjistén

relativni obsah vody v pletivech.

Pro kaZzdé pozorovani byla vytvofena tabulka, znazorfiujici namétené hodnoty.
V tabulce ¢. 3 je mozné vidét zvazené hmotnosti biomasy v prvnim pozorovani pfi rustu
na manitolu (Man) a polyethylenglykolu (PEG), v€etné kontroly. V tabulce €. 4 jsou zapsany

hodnoty z druhého pozorovani.

Pro zjisténi vysledku délky ptirtstkl pryti byla vytvotena pro obé pozorovani tabulka
¢. 5. Zméfen byl samostatné kazdy pryt na rostliné a nasledné byl spocitan praimér jednotlivych
pryti z kazdé Erlen. banky. V této tabulce je tedy mozné vidét praimérné ptirtstky pryta

pro kazdou pozorovanou koncentraci, métené v mm.
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TABULKA C.3 Relativni obsah vody v pletivech v gramech a v %, pozorovani 1

Cerstva hmotnost (g)  Susina (g) Obsah vody Obsah vody
v pletivech (g) v pletivech (%)
Kontrola 0,87 0,13 0,74 74
Man I. 0,53 0,08 0,45 45
Man 1. 0,50 0,07 0,43 43
Man 111, 0,39 0,08 0,31 31
Man IV. 0,32 0,07 0,25 25
Kontrola 0,98 0,14 0,84 84
PEG I. 0,82 0,10 0,72 72
PEG II. 0,62 0,10 0,52 52
PEG III. 0,51 0,09 0,42 42
PEG IV. 0,85 0,15 0,70 70

Se zvysujici se koncentraci manitolu klesal relativni obsah vody v pletivech, kontrolni vzorky

dosahovaly v ptipadé polyethylenglykolu i manitolu nejvys$sich hodnot.
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TABULKA C. 4 Relativni obsah vody v pletivech v gramech a v %, pozorovani 2

Cerstva hmotnost (g) Susina (g) Obsah vody Obsah vody
v pletivech (g) v pletivech (%)
Kontrola 0,55 0,09 0,46 46
Man I. 2,12 0,28 1,84 184
Man I1. 1,14 0,19 0,95 95
Man 111, 0,99 0,19 0,8 80
Man IV. 0,57 0,10 0,47 47
Kontrola 1,15 0,17 0,98 98
PEG I. 1,43 0,22 1,21 121
PEG II. 0,99 0,17 0,82 82
PEG III. 2,31 0,36 1,95 195
PEG IV. 1,92 0,31 1,61 161

Ve druhém opakovani doSlo ke kontaminaci kontrolnich vzorki, coZ se promitlo do vysledka

meéreni.
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TABULKA C.5 Primér prirastka pryti, méfeny v mm

Opakovani 1 Opakovani 2

Kontrola 16,16 9,37
Man 1. 5,14 4,21
Man 11. 4,33 4,23
Man 111 1,58 2,38
Man IV. 0,25 0,08
Opakovani 1 Opakovéani 2
Kontrola 21,26 16,8
PEG I. 7,87 10,35
PEG II. 8,35 10,94
PEG III. 6,30 11,11
PEG IV. 10 12,43

Nepfiméd Uméra-¢im vyS$§i koncentrace manitolu, tim niz8i primérné pfirGstky pryta.

U polyethylenglykolu tato iméra nebyla pozorovana.
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OBRAZEK C.1 Méreni délky prirtstka jednotlivych pryti u koncentrace PEG 1. (vlevo)
a u kontrolniho vzorku (vpravo)

30



S. Vysledky

5.1. Relativni obsah vody v pletivech

Obsah vody v rostlinnych pletivech je ovlivnén piedev§im moznosti pfijmu vody
z vnéjsiho prostiedi. Osmoticky aktivni latky pfidané do média zpisobily rostlindm miru stresu
pfimo uUmérnou ke koncentraci osmotika v médiu. Pro porovnani plsobeni manitolu
a polyethylenglykolu byl pro kazdou koncentraci pocitan z rozdilu hodnot Cerstvé biomasy

a suSiny relativni obsah vody v pletivech.

V grafu ¢. 1 miZeme vidét, ze pfi prvnim pozorovani doSlo u rostlin rostoucich
na manitolu k viditeInému snizovani relativniho obsahu vody v pletivech smérem od kontroly,
kde byly hodnoty nejvyssi (0,74 g) az po koncentraci Man IV., kde byla naméfena hodnota
0,25¢.

V tomtéz pozorovani bylo u rostlin rostoucich na polyethylenglykolu zaznamenano
smérem od kontroly snizovani hodnot, az po posledni koncentraci PEG IV., kde byl relativni
obsah vody lehce vys$i, oproti pfedeSlym dvéma koncentracim. Rostliny byly pii této
koncentraci vitrifikované a hyperhydricidni a n€které z nich tvotily kvét. Oboji znaci vyrazny

stres rostlinnych explantatli. Tento stresovy faktor relativni obsah vody v pletivech navySoval.

V druhém pozorovani lze v ptipad¢€ rostlin rostoucich na manitolu sledovat sestupny
trend hodnot od Man 1. po Man IV. U polyethylenglykolu byly pii vysSich koncentracich této
latky opé&t pozorovany vitrifikované pryty, ptipadné kvéty, diky kterym jsou hodnoty

u PEG III. a PEG IV. vyrazné vys$si nez u piedchozich dvou koncentraci.

Kontrolni vzorky byly u druhého pozorovani kontaminovany endogennimi
vnitrobunéénymi rostlinnymi bakteriemi, coZ ovlivnilo rist a vyvoj rostlin a nasledné

1 vysledné hodnoty. Nelze je tedy porovnavat s ostatnimi koncentracemi.

Obecné lze fict, ze se zvySujici se koncentraci manitolu v zivném médiu se sniZzoval

relativni obsah vody v pletivech, dochazelo k postupnému vadnuti, Zloutnuti a nekrotizaci listt,
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az k odumirani celych rostlin v ptipadé nejvyssich koncentraci, jako je mozné vidét na obrazku

¢. 2.

A4

Polyethylenglykol zpisoboval pfi nejvyssich koncentracich prechod do generativni faze
vyvoje rostlin, vitrifikaci prytti a v n¢kterych ptipadech odumfieni celé rostliny, viz obrazek
¢. 3. Na intenzitu plisobeni této latky mél nejspiSe vliv geneticky potencial jednotlivych semen,

kdy odolnéjsi rostliny stres ze snizené¢ho vodniho potencidlu pfezivaly a dochézelo k nakvétani

a mén¢ odolné rostliny odumiraly.

Relativni obsah vody v pletivech (g)

2,50

2,00

1,50

1,00

abbda T
Il I

Kontrola Man I. Man Il. Man Ill. Man IV. Kontrola PEGI. PEGIl. PEG Ill. PEG IV.
W Pozorovanil ™ Pozorovani?2
Graf ¢.1. Relativni obsah vody v pletivech (g) u obou osmotik a obou pozorovani
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OBRAZEK C.2 Odumirajici rostliny na Zivném médiu s koncentraci Man IV., 3. tyden ristu

OBRAZEK C.3 Vitrifikované, odumirajici a kvetouci rostliny na Zivném médiu s koncentraci
PEG IV., 3. tyden riistu
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5.2 Délka prirustki pryti

Pokud ma4 rostlina dostatek vlahy, je schopnd rist a tvofit nové pryty. Pro porovnani
ucinku manitolu a polyethylenglykolu byl sledovan primérny pfirGstek pryti dosazeny

za 3 tydny rastu v Erlen. bankéch s jednotlivymi koncentracemi osmotik.

Priméry téchto pfirtstkil na jednotlivych koncentracich manitolu véetné kontroly 1ze
vidét v grafu €. 2. Priméry pfirGstkl prytd rostoucich na polyethylenglykolu, véetné kontroly,

je mozné vidét v grafu €. 3.

V piipad€ obou pozorovani u rostlin rostoucich na médiu s ptidavkem manitolu bylo
znatelné zastaveni rlstu pryti a v pfipadé nejvySsi koncentrace Man IV. dochazelo az
k odumirani celych rostlin. Cim vy$§i byla koncentrace manitolu, tim mensi piirtstky pryti

Vv

vidét na obrazku ¢. 4.

Priristky prytd rostoucich na polyethylenglykolu nevykazovaly Zadny zfetelny trend.
V ptipadé kontroly byly pfirGstky u obou pozorovani nejvyssi, ovSem zda se, Ze rust rostlin
nebyl nijak zvlast koncentraci polyethylenglykolu v zivném médiu ovlivnén. Porovnani riistu
rostlin na nejniZsi a na nejvyssi koncentraci polyethylenglykolu je moZné vidét na obrazku

¢. 5.

Ackoli kontrolni vzorky byly pfi druhém pozorovani ovlivnény kontaminaci, ptesto

byly primérné ptirastky na téchto vzorcich nejvyssi.
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v 4

Prdmérné prirdstky prytd u Man (mm)
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Graf ¢.2. Priamérné pririastky pryti u Man, méfené v mm.
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Graf ¢.3. Prameérné priristky pryti u PEG, méirené v mm.
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A

OBRAZEK C.4 Srovnani ristu rostlin na nejniZsi koncentraci Man 1. (vlevo) a na nejvyssi
koncentraci Man IV. (vpravo), 3. tyden ristu. Rozdil je patrny.
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OBRAZEK C.5 Srovnani ristu rostlin na nejnizsi koncentraci PEG I. (vlevo) a na nejvyssi
koncentraci PEG IV. (vpravo), 3. tyden riistu. Rozdil je nepatrny.
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6. Diskuze

V této praci byl porovnavan vliv piisobeni dvou osmoticky aktivnich latek manitolu
a polyethylenglykolu na rostliny Cannabis sativa L. v in vitro podminkach. Metodika byla
z velké ¢asti inspirovana metodikou Jiroutové a Kovalikové (2021), kterd pracovala s odolnosti
ovocnych dfevin vii¢i suchu a v niz byl jako osmoticky aktivni latka pouzit polyethylenglykol
V koncentraci 50 g/l zivného média, coz odpovida IV. koncentraci v nasi praci. Jiroutova
a Kovalikova (2021) ptedkladaji pouziti polyethylenglykolu jako vhodnou latku pro rychly
screening riznych rostlinnych kultur v laboratornich podminkach. V nasi praci mély rostliny
pii nizsich koncentracich této latky ve vétSing ptipadech velmi omezeny rust a az pfi nejvyssi
koncentraci PEG IV. dosahovaly pftiristky prytd hned po kontrolnich vzorcich nejvyssich
hodnot. V praci Molnara et al. (2022), kde byl studovan vliv polyethylenglykolu na pét
kultivart bortvek bylo pouzito 5 koncentraci polyethylenglykolu, kdy pfi nejvyssi koncentraci
50 g/l nebyl stres zcela dobie tolerovan, zatimco koncentrace pod 50 g/l vedly k piekonavani
jednotlivych druht rostlin k riznym koncentracim polyethylenglykolu v Zivném médiu se
ziejmé 1is1 a z&visi na vicero faktorech. V nasi praci vedl stres navozeny polyethylenglykolem
se stoupajici koncentraci k vitrifikaci listti a nakvétani rostlin konopi, coz ovlivnilo pfedevsim
vysledky méfeni hmotnosti. V piipad€é dalSiho zkoumani vlivu sucha na rostliny konopi
pfi pouZiti polyethylenglykolu by jist¢ bylo vhodné hodnotit vicero parametrii, jako napft.
zménu listové plochy ¢i stanoveni obsahu kyseliny abscisové a dalSich fyziologickych

morfologickych a biochemickych paramentrii, izce spojenych s reakci rostlin na stres suchem.

Sattar et al. (2021) ve své praci, zabyvajici se vlivem sucha a zasoleni na rostliny
bramborovych kultivari vin vitro prostfedi vyuzivd manitolu ve tfech koncentracich
od 0 do 250 mM, pficemz ve vysledku své prace popisuje zpomaleni ristu jednotlivych ¢asti
rostlin, nikoli Umrti. V naSi praci byl manitol pouzity ve 4 koncentracich, kdy nejvyssi
koncentrace byla o polovinu vys$s§i, 500 mM. Pii takto vysoké koncentraci jiz dochazelo
K odumfeni témer veskerého rostlinného materialu. Efekt ptisobeni manitolu na rostlinny

material v nasi praci je tedy srovnatelny s efektem této latky v praci Sattara et al. (2021).
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Jelikoz v Ceské republice dosud neni vytvofena zadna metodika, ktera by pracovala
s osmoticky aktivnimi latkami navozujicimi rostlindm konopi vodni deficit a jelikoz konopi je
rostlina, ktera pomérné ochotné roste Vv in vitro podminkach, bylo by vhodné se na tuto oblast
zamg¢fit a provést dalSi pozorovani. Diky témto in vitro laboratornim technikdm lze na malé
ploSe pripravit velké mnozstvi rostlinného materialu, zpiesnit a zrychlit vyhodnocovani

zefektivnit tak slechténi novych, odolngjsich odrtd plodin.
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7. Zavér

Pozorovani probihalo ve dvou opakovénich, kdy prvni opakovani probéhlo v obdobi
Cervenec-srpen 2022 a druhé opakovani v obdobi zafi-fijen 2022. Pfi druhém pozorovani se
Vv kontrolnich vzorcich vyskytla komplikace v podobé kontaminaci. Kontaminace kontrolnich
vzorki mély pravdépodobné vliv na rast a celkovou vitalitu rostlin, coz se promitlo
1 do vysledka jednotlivych méfeni, jelikoz se kontaminované rostliny nepocitaly do celkového

praméru hodnot.

U rostlin rostoucich na koncentracich manitolu I. a II. byl pozorovan pomalejsi rtst
aniz§i vitalita v porovnani s kontrolnimi vzorky. U koncentrace Man III. byla mira stresu vyssi,
rust byl ve vétsing piipadl pozastaven uplné a v n¢kterych ptipadech doslo 1 k odumfeni celych
rostlin. Pfi ristu na nejvyssi koncentraci manitolu doslo u rostlin béhem 3 tydnil ve vétSing
ptipadd k odumfteni. Trend rlstu rostlin byl v kazdém pozorovéni v ptipad¢ manitolu sestupny,
az k nejvyssi koncentraci, ktera vedla k odumteni rostlin. Manitol se tedy prokazal jako latka

vhodné pro metodiky posuzujici reakce rostlin na vodni deficit.

U rostlin rostoucich na médiich s ptidavkem polyethylenglykolu nebyl vliv jednotlivych
koncentraci této latky na rlst rostlin zcela patrny. V urcitych pifipadech byl rlst rostlin
pozastaven, ptipadn€¢ doSlo 1 k odumfeni prytd rostlin na nejnizSich koncentracich
polyethylenglykolu, v jinych ptipadech byl pozorovan narust biomasy na médiu s nejvyssi
koncentraci této latky. Vliv pisobeni jednotlivych koncentraci polyethylenglykolu na rist
rostlin v naSem pozorovani nebyl zcela patrny a tato latka se neprokazala jako latka vhodna
pro pouziti v metodice zjiSt'ujici vliv sucha u rostlin konopi. Pro zptesnéni této metodiky by
bylo vhodné provést vicero opakovani na vicero genotypech konopi, popt. upravit jednotlivé

koncentrace osmoticky aktivnich latek ¢i analyzovat vét§i mnozstvi parametrti.
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