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Vliv kontaminace pidy médi na rist vybranych odrud

bramboru in vitro

Souhrn

Me¢éd je jednim z esencialnich mikroprvki, které ovlivituji fadu biologickych procesi
v rostlindch. Ackoliv je prvek pro rostliny dilezity, ve vysSich koncentracich ptsobi
fytotoxicky — mtize negativné ovlivnit obsah chlorofylu, fotosyntézu, a riist i vyvoj rostlin. Tyto
jevy lze objektivné studovat s vyuzitim kultur in vitro, nebot umoziuji piesné nastaveni

experimentalnich podminek.

Tato préace je zaméfend na vlivy koncentrace médi v ptidé€ na rist a vyvoj rostlin, dale i na
citlivost vybranych odriid bramboru. Toxicita byla studovadna v in vitro podminkédch pomoci
médii s riznou koncentraci médi. Pokus byl zalozen s 6 odriidami a 2 somatickymi hybridy
Solanum tuberosum + Solanum bulbocastanum. Celkem bylo pouzito 160 rostlin, které byly
kultivovany na 4 typech médii, ktera se liSila pouze koncentraci médi — 0,06 ppm (kontrola),
0,6 ppm, 6 ppm a 60 ppm. Pokus byl proveden ve 2 technickych nezavislych opakovénich.
Tydné byly vyhodnocovany znaky: délka a pocet koteni, délka stonki a celkovy stav rostlin.
Na zavér pokusu byla zjiSténa hmotnost jednotlivych ¢asti rostliny a obsah susiny. Ziskana data

byla vyhodnocena analyzou rozptylu (ANOVA) v programu Statistica.

Vyznam hodnoceni spocival v potvrzeni vlivu toxicity médi na rostliny bramboru.
Statisticky bylo prokéazéano, Ze zvySujici se koncentrace médi méla vliv na rist, vyvoj i biomasu
rostlin. Na médiich s koncentracemi médi 0,06 ppm a 0,6 ppm nebyly pozorovany vyznamné
rozdily v ristu. Pfi koncentraci 6 ppm jiZ byly pozorovany statisticky vyznamné rozdily v riistu
u vSech odriid — rostliny tvotily méné kotenti, kotfeny a stonky byly kratsi, a i hmotnost biomasy
byla vyrazné€ nizsi neZ u kontroly. Na médiu s koncentraci 60 ppm doslo k inhibici rlstu stonkt
1 kofenti u vSech odrtid. Vysledky pokusu ukézaly i odlisné reakce jednotlivych odriid na rizné
koncentrace médi v médiich. Nejvyssi toleranci k vyssSi koncentraci médi v pudé vykazaly

odridy Apta a Bintje, coz se projevilo malou retardaci kofent a stonk.

Kli¢ova slova: Solanum tuberosum; testovani in vitro; kontaminace pudy médi; toxicita

médi pro rostliny



Influence of contamination of soil by copper on the growth

of selected potato varieties in vitro

Summary

Copper is one of the essential microelements that affect many biological processes in
plants. Although copper is improtant for plants, in higher concentrations can be phytotoxic - it
can negatively affects chlorophyll content, photosynthesis, and plant growth and development.
These phenomena can be objectively studied using in vitro culture, to ensure accurate setting

of experimental conditions.

This work is focused on the effect of copper concentration in the soil on the growth and
development of plants, as well as on the sensitivity of selected potato varieties. Toxicity was
studied in vitro using media with different copper concentrations. The experiment was
established with 6 wvarieties and 2 somatic hybrids Solanum tuberosum + Solanum
bulbocastanum. A total of 160 plants were used, which were cultured on 4 types of media,
which differed only in copper concentrations - 0.06 ppm (control), 0.6 ppm, 6 ppm and 60 ppm.
The experiment was performed in 2 replicates and evaluated by analysis of variance (ANOVA).
The traits were evaluated weekly: length and number of roots, length of stems and overall
condition of the plants. At the end of the experiment, the weight of the individual parts of the

plant and the dry matter content were determined.

The importance of the evaluation was to confirm the effect of copper toxicity on potato
plants. It has been statistically proven that increasing copper concentrations have an effect on
plant growth, development and biomass. No significant differences in growth were observed
on media with copper concentrations of 0.06 ppm and 0.6 ppm. At a concentration of 6 ppm,
significant differences in growth were already observed in all varieties - the plants had fewer
roots, the roots and stems were shorter, and the biomass weight was significantly lower than
the control. Stem and root growth was inhibited in all varieties on 60 ppm medium. The results
of the experiment also showed different reactions of individual varieties to different
concentrations of copper in the media. The Apta and Bintje varieties showed the highest
tolerance for higher copper concentrations in the soil, which was reflected in a low retardation

of roots and stems.

Keywords: Solanum tuberosum; in vitro testing; contamination of soil by copper; toxicity

of copper on plants
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1 Uvod

Brambory (Solanum tuberosum L.) jsou velmi oblibenou potravinou, ktera je intenzivné
pestovana ve vice nez 150 zemich svéta. Jsou dobrym zdrojem energie, Skrobu, vitaminti C, B,
E a K, organickych kyselin a mineralnich latek. Maji ovSem vysoké naroky na obsah Zivin
v pudé, protoze beéhem své vegetace vytvaii velké mnozstvi hliz. V tomto obdobi je proto tieba

vvvvvv

a vyvoj brambor jsou dusik, draslik, fosfor, vapnik, hot¢ik a sira (Westermann 2005).

Pro rostliny jsou také dalezité mikroziviny, které hraji vyznamnou roli v zivotné dulezitych
procesech. Jsou to kli€¢ové prvky stimulujici pfijem primarnich i sekundéarnich zivin. ZvySuji
obsah chlorofylu v listech, i G¢innost fotosyntézy, ktera ma vliv na zvySeni asimilacni
schopnosti celé rostliny (Tripathi et al. 2015). Singh a Kathayat ve svém vyzkumu z roku 2018
dokazali, ze aplikace roztoku s mikrozivinami (s obsahem boru, médi, manganu, zinku a
molybdenu) na listy brambor zlepSuje ptfijem makroprvkid (N, P, K). ZvySuje téZ obsah
chlorofylu v listech, coZ mé¢lo pozitivni dopad na kvalitu a vynos brambor (Singh & Kathayat,
2018; Singh P. & Singh K. 2019). Hospodateni s zivinami je tedy velmi dtlezité pro dosaZzeni
optimalniho vynosu a kvality hliz brambor. Na vysoky vynos brambor ma vliv predev§im

aplikace optimalnich davek zivin ve vyvdZeném poméru (Poljak et al. 2007; Manjunath et al.
2018).

Tézké kovy se kviili své imobilit¢ mohou akumulovat v ptdé. K priiniku téchto prvka do
pudy zacalo dochazet s rozvojem hutnictvi a té¢Zebniho primyslu. Dal§im vyznamnym vlivem
je vstup tézkych kovii do zemédelskych pid prostiednictvim hnojiv. Hromadéni téZkych kova
vcetné médi je ovlivnéno pfedevsim lidskou Cinnosti, kterd miiZze jejich obsah sniZit (napf.
spravnou a pravidelnou sklizni), nebo naopak zvysit (napf. doprava a imise) (Sobhanardakani
2016). Prijem téZkych kovi z pidy je ovliviiovan zménou pH pldy, obsahem organickych
latek, a celkové fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi ptdy. Jelikoz jsou brambory podstatnou
slozkou lidské vyzivy, akumulace médi a jinych tézkych kovii v nich pfedstavuje vyrazné
zdravotni riziko. To je divodem, pro¢ bychom neméli podceniovat snahy o minimalizaci
priniku médi a ostatnich tézkych kovl do plidy, a nésledné do zeméd€lskych plodin (Sinha et

al. 2005).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace bylo ovéfit nasledujici védecké hypotézy:

o Kultury in vitro poskytuji homogenni a robustni prostiedi pro simulaci zmén v ptidnim
roztoku a ovétovani vlivli kontaminace ptidy na vyvoj rostlin.
e Rostliny bramboru citlivé reaguji na kontaminaci pidy médi zménou riistu organti.

e Existuji meziodridové rozdily v této reakci.

Hlavnim cilem prace bylo navrhnout a optimalizovat in vitro metodu testovani reakce
odrd na zmény pliidniho roztoku pro praktické Slechtitelské vyuziti. Dil¢im cilem bylo ovétreni

citlivosti vybranych odriid bramboru na rizné urovné nadmérné kontaminace pidy médi.
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3 Literarni reSerse
3.1 Lilkovité (Solanaceae)

Celed’ lilkovité (Solanaceae) je velice rozmanita skupina, ktera zahrnuje 96 rodd a 2500
druhti rostlin. Patfi do ni i1 velké mnozstvi druht, které jsou hospodaisky vyznamné. Pivodem
jsou Solanaceae z tropickych a subtropickych pasem, ale jelikoz se mezi nimi nachazi i kulturni
plodiny, mizeme je nalézt i v mirnych pasmech. V této celedi se nachazeji jednoleté, viceleté,
i vytrvalé byliny, dale také polokete, kefe a v n€kterych tropickych oblastech i stromy. Rostliny,
nachdzejici se v této ¢eledi, jsou vyuzivany ve farmacii a v 1ékarstvi, dale jako okrasné rostliny,
a napfiklad 1 v tabdkovém primyslu. OvSem nejvyznamnéjsi je jejich vyuZiti v potravinafstvi

(Novéak & Skalicky 2009).
3.2 Lilek brambor (Solanum tuberosum sp.)

Rod Solanum je nejvétsim rodem z Celedi lilkovité. Druhy rostlin rodu Solanum jsou
klasifikovany na zdkladé morfologickych znakt, ptfedev§im pomoci tvaru plodi, tvaru listd,
tvaru trsu ¢i vzhledu prasnika a blizen. Jednim z vyznamnych druhii rodu Solanum je lilek
brambor (Solanum tuberosum L.) (Linné¢ 1753), tadici se do fiSe Plantae — podiise
Tracheobionta — odddéleni Magnoliophyta — tadu Solanales — Celedi Solanaceae — rodu
Solanum — podsekce Potatoe a série Tuberosa (Novak & Skalicky 2009). Radi se mezi
nejpéstovangjsi plodiny svéta. Je vytrvalou jednoletou bylinou, kterd kvete od ¢ervna do srpna,
a patii mezi hliznaté dvoudélozné rostliny. Vyskytuje se v tetraploidni formé&. Matetska rostlina
bramboru je tvofena z hlizy, ktera béhem vegetace vycerpa zasobni latky a odumirad. Kromée
semen a nové vytvofenych hliz, odumira na konci vegetace i celd nadzemni Cést rostliny

(Hawkes 1994).

V poslednich letech, diky rozvoji molekularné biologickych metod, doslo k popisu
evolucnich vztahil jednotlivych druhti rodu Solanum (Spooner et al. 2014). VétSina z nich je
nekulturni a divoce rostouci. Pravé druhy divoce rostouci (plané) maji velky geneticky
potencial pro Slechténi. Kromé Slechténi je velka pozornost u brambor vénovana i agrotechnice

a celkové ochrané rostlin (TomsSovic 2000).
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3.2.1 Puvod brambor, morfologie, anatomie

Brambory jsou jednou z velmi dualezitych plodin na svéte, maji vysoké vynosy, a jsou
nutricné velmi hodnotné. Jsou piivodem ze Stiedni a Jizni Ameriky — Gplné prvni zminky o
vyskytu, péstovani a konzumaci brambor pochazeji z Chile zdob nastupu moderniho

zemédélstvi (Hawkes 1994).

3.2.1.1 Anatomie a morfologie bramboru

Z hlediska morfologie nejsou znaky brambor stabilni. Mohou byt ovlivnény vnéj$imi
vlivy, napf. chorobami, zménami pocasi, stafim rostliny, hustotou porostu a stanovistém.
Rostliny bramboru se daji charakterizovat na zaklad¢ naté — podle té jsou bud’ stonkové nebo
listové (TomsSovic 2000). Stonkovy typ se rozezna podle drobnych listi, stonek u téchto odrad
dobfe vynika. Na rozdil od typu listového, ktery ma velké listy a stonek zakryty. Dale lze
rozeznavat rostliny brambor 1 dle vySky trsu — vysoky, stfedni nebo nizky (Zadina & Jermoljev

1976).

3.2.1.1.1 Nadzemni ¢ast

Lilek brambor je vytrvala rostlina, ktera se v naSich podminkach péstuje jako jednoleta.
Jeji nadzemni ¢ast se sklada ze stonkt s listy, které maji zelenou stopku. Vyska rostliny se
pohybuje od 30 do 100 cm a mliZe dosahovat az 2 metry do $itky. Lodyha je ptimé aZ poléhava.
Tvary stonku se lis$i u kazdého kultivaru a jsou pro néj typické. Listy bramboru jsou
lichozpetené, s tfemi az péti pary okrouhlych listkti. Na stoncich se béhem vegetacniho obdobi
tvofi kvétenstvi s péticetnymi kvéty. Kvéty se skladaji z kalichu, péti kaliSnich listkl, péti
korunnich listkli a maji 5 ty€inek a pestik. Tvoii mnohocetné vijany, které se skladaji ve
vrcholiky. Barva kvétli se muze liSit intenzitou 1 odstinem, vétSinou je vSak bild, modra, rizova
nebo fialova, a je to hlavni odliSovaci znak odrid (Kocian 2006). Plodem brambor jsou zelené
az zlutozelené kulaté bobule, 20 az 40 mm velké, obsahujici bil4 ledvinovita semena. Brambory

jsou samosprasné, ale v nékterych ptipadech mohou byt i hmyzosnubné (JasSkova 2008).

3.2.1.1.2 Podzemni ¢ast

Brambory vytvaii svazc€ité kotfeny a podzemni hlizy, coz jsou zduznatélé konce stonku,
tvortici se na stolonech (oddenkovych vybézcich). Hlizy nesou pupeny, které kli¢i a nasledné

vyrostou v rostlinu. K jejich tvorbé dochazi na zacatku kveteni a s poCatkem tvorby ploda

12



nastava ukoncent jejich vyvoje. Kromé morfologickych znak, se odridy bramboru daji rozlisit
i podle tvaru a barvy klickt. Kazdy klicek ma ztloustlou ¢aru, kréek i horni ¢ast, ktera se nazyva
vegetacni vrchol. Spodni ¢ast klicku tvoii zdklady kofent a stoloni, stfedni Cast se shoduje
snadzemni Casti stonku, a vrchni Cast je rGstovy vrchol zakryty mladymi listy. Klicky

rozeznavame silné, sttedni a slabé (Zadina & Jermoljev 1976).
3.2.1.2 Obsahové¢ latky

Celed’ lilkovité je vyznamna i z hlediska obsahovych latek. Nejvice zastoupené jsou
alkaloidy, které jsou jedovaté, dale i fenoly, taniny, kumariny, flavonoidy, silice, saponiny,
steroidni laktony a triterpeny (Slavik 2000). V hlizdch brambor miiZzeme nalézt sacharidy,
predevsim Skrob, bilkoviny a vitaminy skupiny B a C. Kromé toho i velké mnozstvi vody

(susina dosahuje 24 %), solanin, dusikaté latky, vlakninu a pektiny (Novak & Skalicky 2009).
3.2.2 Péstebni podminky

Pro spravny rlst a vyvoj brambor jsou nejvhodnéjsi lehké hlinitopisc¢ité az hlinité pudy s
pH 5,5 az 6,5. Optimalni teplota pro riist brambor se pohybuje v rozmezi 18-20 °C, zatimco
teplota pro kliceni je niz8i - v rozmezi 6-9 °C. Pokud jsou teploty vys§i nez 35 °C, dojde
k inhibici ristu. Z hlediska kveteni patfi brambory k dlouhodennim rostlinam, ale z hlediska
hliz patti ke kratkodennim, coz znamena, ze se pti pozd¢jSich skliziiovych terminech snizuje
uroda 1 vynos. Brambory se fadi mezi vlhkomilné rostliny, proto by sraZky v misté péstovani
mély byt 350 az 450 mm v pribéhu celé vegetace. Pro spravny rist brambor by mél obsah vody

v ptidé byt kolem 70 % (Sykorova et al. 2008).

DalSim diilezitym aspektem pro zajiSténi spravného ristu je vybér osevniho postupu a
agrotechnika. Agrotechnika je pro péstovani brambor velmi dileZita, véetné hnojeni a spravné
provedené sklizn€. Brambory se sazi v jarnich agrotechnickych terminech. Pfi vybéru idealniho
terminu sadby zalezi na ranosti odriidy a na nadmoftské vysce. Kromé teploty a vlhkosti jsou
brambory velmi naro¢né na stav ptidy, kterd musi byt zkyptena a strukturni. Agrotechnika musi
byt pfizplisobena i tomu za jakym Ucelem se brambory péstuji. Nejcastéji se déli na sadboveé,

krmné, konzumni a primyslové (Petr & Louda 1998).
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3.3 Slechténi bramboru

A4

stabilni, uniformni a odlisitelnd od dosavadnich. Z genetického hlediska jsou odriidy brambor
klony, které¢ jsou v Evropé péstovany jako tetraploidni (2n=48) (Millam & Davie 2001).
Slechténi novych odriid brambor vyuZivéa kulturni i nekulturni druhy z rodu Solanum, ale lze

vyuzit i jiné botanické druhy jako donory rezistence (Tomsovic 2000).

Hlavnim dGvodem Slechténi nejen brambor je ziskani charakteristickych znakt a
vlastnosti. Mezi tyto vlastnosti patii: dostate¢ny vynos hliz, odolnost proti mechanickému
poskozeni, odolnost proti chorobam a Skidcim, vhodnost ke skladovani a vhodnost
k primyslovému zpracovani. Idealni odrida by méla byt rezistentni viic¢i plisni bramboru,
had’atku bramborovému 1 rakoviné brambor. Nové vySlechténé odridy by mély mit spiSe co

nejmén¢ negativnich vlastnosti, nez co nejvice pozitivnich (Chloupek 2000).

3.3.1 Novoslechténi a udrzovaci Slechténi

3.3.1.1 Novoslechténi

Novoslechténi bramboru vyuziva meziodriidové i mezidruhové kiizeni. Uelem kiiZeni pii
novoslechténi bramboru je pfeneseni vhodnych vlastnosti rodicovskych komponent do dalsi
generace. Jako rodicovské komponenty se vyuZzivaji odriidy, které dobie kvetou. Tyto odridy
maji vétSinou klicivy pyl a jsou dobfe vyuzitelné jako otcovské ¢i matefské komponenty.
Vysledek Slechténi brambor zavisi pfedevs§im na spravném vybéru rodi¢ovskych komponent a
spravné selekci v potomstvu z kiiZzeni (Zadina & Jermoljev 1976). NejpouzivanéjSimi
technikami ve Slechténi bramboru jsou haploidizace, polyploidizace, genové manipulace,
mutacni Slechténi a tkanové kultury. Jednou z téchto metodou je i rekurentni fenotypova
selekce, kterd v jednotlivych cyklech vyuZziva individuélni fenotypovou selekci (Chloupek
2000). V soucasné dobé& se novoslechténim bramboru v CR zabyvaji: SATIVA Keftkov, a. s.
(SATIVA), SELEKTA Pacov, a. s. (SELEKTA), VESA Velhartice, a. s. (VESA) a Vyzkumny
Gistav bramboratsky Havli¢kav Brod, s. . 0. (VUB).

3.3.1.2 Udrzovaci Slechténi

Udrzovaci Slechténi u bramboru ma za cil udrzovat odriidy ve stejné vynosnosti, stabilit¢,

v dobrém zdravotnim stavu a kvalité. Zdravotni stav a odridové znaky se udrzuji pomoci
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opakovaného individudlniho vybéru. Dale dochézi i k odstranéni pfimési cizich rostlin pomoci
negativni selekce. V soucasné dob¢ je nejvétsim problémem udrzovaciho slechténi nachylnost
bramboru k virovym onemocnénim, ktera jsou prendsena hlizami do dalSich generaci. U
brambor tedy ustupuje genetické hledisko do pozadi a do popiedi se dostavd hledisko
fytopatologické (Zadina & Jermoljev 1976).

V udrzovacim Slechténi Ize vychdzet z polni pozitivni selekce klonli, kterou provadi
Slechtitel s ohledem na odriidové vlastnosti a zdravotni stav rostlin. DalSim moZznym piistupem
je mnozeni Slechtitelského materialu pomoci explantatd. Tato technika vyuzivd podminky in
vitro, ve kterych probiha rozmnozovani ozdravenych meristémovych klont. Hlavnim piinosem
explantatového mnozeni je, Ze meristémové klony jsou zbaveny patogent a jejich zdravotni
stav je provéteny. Pro kontrolu zdravotniho stavu u obou zpusobi Slechténi se pouziva metoda
ELISA. In vitro explantaty maji vysoky rozmnozovaci koeficient, ktery umoznuje zkraceni
cyklu polniho mnozeni ptedstupniti az o 3 roky. To podstatné snizuje riziko infekce vir6zami u

nachylnych odrad (Vokal et al. 2003).

V porovnani s ostatnimi zeméde€lskymi plodinami je udrZovaci Slechténi bramboru
odlisné, kvili tomu, Ze brambor je mnozen i udrZovan vegetativné. Vyhodou Slechténi
vegetativné mnoZenych rostlin je jejich snadnd udrZitelnost a stabilita. Nevyhodami jsou:
snadny pfenos chorob do dalSich generaci, objemnost mnoziciho materialu a schopnost snadno
podléhat zkaze. Vyslechténi pozadovanych odriid brambor neni lehké, predevsim kvili vysoké
heterozygotnosti, autoinkompatibilité, samc¢i sterilité u mnoha druhi a tetrasomické dédi¢nost
(Ancora & Sonnino 1987). Dalsi prekdzkou je 1 znatné¢ omezena geneticka variabilita
zplisobend vegetativnim mnoZenim. I pfes vSechny zminé€né piekaZzky vzniklo mnoho
inovativnich a biotechnologickych metod, vcetné editace genomu. Tyto metody vedly
k vytvotfeni a udrzeni nové genetické variability, a k tvorbé rezistentnich genotypt (Cardi
2001). Diky Slechténi dnes existuje mnoho kultivarti brambor, které se dale déli dle ranosti a

dle pouziti (TomsSovic 2000).
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3.3.2 Metody pouzivané ve Slechténi brambor

3.3.2.1 Haploidizace

Haploidni odriidy bramboru maji vzhledem k tetraploidnim odriidam (2n=48) polovicni
pocet chromozoml (2n=24) a jsou nazyvany dihaploidy. Hlavnim divodem k produkci
haploidl bramboru je pfekonani nekiizitelnosti mezi druhy, pfedevs§im mezi diploidnimi druhy.
Cilem je dosahnout jejich pfevedeni na nové vyslechténé odrady. K dosazeni vychoziho
Slechtitelského materialu, ktery bude mit vysokou homozygotnost znakii a vlastnosti, se
vyuziva selekce na diploidni urovni. Vyhodou této metody je moznost ziskat pozadované
vlastnosti na mensim mnozstvi materialu a v krat$i dobé nez u tetraploidi. Haploidy se ziskavaji
opylenim odriid S. tuberosum pylem nékterych diploidnich druhl — S. phureja, S. boyacense
atd. (Zadina & Jermoljev 1976).

Existuje 1 dal$i technika ziskani haploidnich rostlin, a to opylenim odrid S. tuberosum
ozéatenym pylem téhoz druhu. Nasledné vybirame haploidy z dvoj¢atovych rostlin. Haploidni
rostliny mohou vznikat bud’ haploidni partenogenezi — vyvoj embrya z neoplozené gamety,
nebo apogametii — embryo se vytvari z jiné bunky nez ze samic¢i gamety. Schopnost produkce
haploidu je zalozena dédi¢n€ a da se zvysit kiizenim na odfiznutych stoncich, opozdénym
opylenim, ozafenim i dvojim opylenim. Geny, které podminuji vznik haploidd, se prendseji

pylem samci rostliny a zabranuji splynuti gamet (Zadina & Jermoljev 1976).

3.3.2.2 Polyploidizace

Cilem polyploidizace je pfevedeni materialu z niz§iho stupné ploidie na vyssi stupen. Tato
metoda se tyka diploidnich druhti bramboru, které jsou Slechtény na tetraploidni. Vyuzivani
polyploidie sméfuje k umoznéni kiizitelnosti planych druhi bramboru s odridami S.
tuberosum. Polyploidizace umoznila vyuZzivat vzdalené druhy rodu Solanum, které nesou geny
rezistence vii€i chorobam a Skiidcim bramboru. Vychozi Slechtitelsky material s vysokou
homozygotnosti 1ze ziskat i polyploidizaci haploidi bramboru, které jsou Slechtény na diploidni
bazi. Vyhodou polyploidizace je piekonani sterility mezidruhovych hybridd. Jedna se o
amfidiploidizaci, pii které dochédzi ke zdvojeni poctu chromozomi sterilniho hybrida. Tato

metoda mé za nasledek dosazeni normalni plodnosti (Zadina & Jermoljev 1976).
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3.3.2.3 Mutaéni Slechténi

Mutacni Slechténi zdmérné vyuziva mutageny k indukci mutaci s cilem rozsitit genetickou
variabilitu vychozi generace. NejcCastéji pouzivanymi mutageny jsou fyzikalni (zafeni) a
chemické (alkaloidy, formaldehyd, mo€ovina atd.). Mutacim mohou byt vystaveny rizné casti
rostliny - semena, pyl, meristémy, kalusy ¢i protoplasty. Vyhodou muta¢niho Slechténi je tvorba
novych alel, kontrola nad procesem a zacileni na misto potfeby. Naopak nevyhodou je dlouhé
trvani, nevime, kdy k mutaci dojde a nemame kontrolu nad vysledkem, tudiz nevime, jestli pro
nas vysledna alela bude vhodna. Mutageneze je nejrizikovéjsi metodou ziskavani novych odrad

(Drobnik 2006).
3.3.2.4 Genové manipulace

Genové manipulace slouzi k ovlivnéni jednoho nebo nckolika mdlo znakt, pfi€emz
dochazi k zachovani vSech ostatnich vlastnosti. Pfi vyuZziti genovych manipulaci je vétsi
predpoklad cileného umisténi genu u piijemce. I kdyz je tato metoda hojné vyuzivana, nese s
sebou i nevyhody a rizika. Pti pfenosu i aktivaci geni mize byt prekazkou tetraploidie brambor.
Dalsi nevyhodou je i velka variabilita projevu urcitych znaki. Vysledkem muze byt nizka
exprese pienesenych gend u transgennich rostlin, coz muize mit za nasledek zhorSeny
fenotypovy projev v polnich podminkéch. Proto se musi provadét vyrazna selekce i1 zpétna
hybridizace transgennich rostlin. Regenerace téchto rostlin je povazovana za velice obtiznou.
V nékterych piipadech neni kultivace transgenni rostliny mimo in vitro prostiedi viibec mozna

(Celis et al. 2004).
3.4 Charakteristika pouzitych odrid

V praktické ¢ast byly pouzity odriidy bramboru vedené jako genetické zdroje v ramci
Nérodniho programu konzervace genetickych zdrojii v Genové bance Ceské republiky. Jejich

charakteristika je zpracovana na zéklad¢ dat uvedenych v databazi GRIN Czech (GRIN 2022).
Bintje

Bintje je odrtida bramboru pivodem z Nizozemi. M4 nizkou rezistenci proti virovym,

houbovym 1 bakterialnim chorobdm. Co se tyce chemického slozeni, tak vynikd zejména
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obsahem bilkovin v hlizach. Dortsta vysky 41-45 cm. Listy maji ovalny tvar, jsou velké a maji
tmavé zelenou barvu. Hlizy maji ledvinovity tvar, jsou stfedné velké, Zluté, a barva slupky je
zlutohnéda. Vegetacni doba je 81 az 90 dni, ¢imz se fadi mezi rané odrudy. Vynos a kvalita hliz

dosahuji vysokych hodnot.
Hindenburg

Piivod odridy Hindenburg je v Némecku. Je to odrtida se stfedni az vysokou rezistenci
vici chorobam bramboru, je nachylnd pouze k plisni bramboru. Ma vysoky obsah bilkovin
v hlizach. Radi se mezi vysoké rostliny, jeji vyska dosahuje 51-55 cm. Listy jsou stfedné velké,
jejich tvar je ovalny a barva zelend. Hlizy maji tvar ovalny, jsou velké a Zluté, barva slupky je
zlutohnéda. Chut’ hliz je dobra. Vegetacni doba této odridy se pohybuje mezi 110 az 120 dny,

coz odpovida polopozdni charakteristice. Kvalita i vynos hliz jsou stfedné vysoké.
Rita

Rita je odrtida pochézejici z Ceskoslovenska a udrZovatelem je firma SATIVA Keikov
a.s.. Je to odriida s vysokou rezistenci vii¢i chorobam bramboru, je vSak nachylné&;jsi k plisni.
Co se tyce chemického sloZeni, tak obsah proteinti v hlizach neni tak vysoky jako u ptedchozich
odrtd. Jeji vyska se pohybuje mezi 31-35 cm. Listy ma ovalné, malé, a maji tmavé zelenou
barvu. Tvar hliz je ovalny a barva vnitiku je Zlutd. Vegetacni doba této odrady je 71-80 dni,

coz ji fadi mezi rané odriidy. Kvalita a vynos hliz jsou vysoké.
Apta

Apta je odriida pochazejici z Némecka. Je velmi odolna vii¢i rakoviné bramboru a vir6zam,
ale nachylnd na plisen bramboru. V chemickém slozeni nijak nevynikd, obsah proteint
v hliz&ch je nizsi. Rostlina je stfedniho vzristu, dosahuje vysky 41-45 cm. Listy maji ovalny
tvar, jsou stfedné velké, a jejich barva je zelend. Hlizy jsou ovalné, jsou stiedné velké, a maji
Zlutou barvu. Chut hliz je na uspokojivé tirovni. Vegetacni obdobi je dlouhé - 110-120 dni.

Proto se Apta fadi mezi polopozdni odriidy. Kvalita a vynos hliz jsou uspokojivé.
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Sarpo Mira

Sarpo Mira je odriida brambor pochazejici ze Spojeného kralovstvi ze Sarvari Research
Trust, a z Mad’arska. Hlavni vyhodou této odridy je vysoka rezistence vii¢i plisni bramboru a

nékolika virovym chorobam.
Desiree

Odrtda Desiree pochéazi také Nizozemi. M4 velmi nizkou odolnost vici virovym i
bakteridlnim chorobdm, ale mé& vysokou odolnost vi¢i plisni a rakovin€ bramboru.
Z chemického hlediska neni nijak vyrazna, az na pomérné vysoky obsah proteint v hlizach.
Radi se mezi vysoké rostliny, jeji vyska dosahuje 51-55 cm. Listy maji podlouhly ovalny tvar,
jsou pomérné velké, a jejich barva je tmavé zelend. Hlizy jsou ovalné az podlouhlé, slupka je
cervena. Barva duzniny hliz je zluta. Vegetacni obdobi trva 111-120 dni, coz ji fadi mezi
polopozdni odridy. Kvalita hliz a chut'ové vlastnosti jsou na velmi nizké urovni, ackoliv vynos

hliz je vysoky.
3.5 Tézké kovy

Piijem té€zkych kovi rostlinami miZe ovliviiovat rizné metabolické procesy v rostlinach,
a vést ke zménam na urovni biochemické, fyziologické ¢i molekularni. V ramci téchto zmén
muzeme rozliSovat piimy a neptimy vliv t€zkych kovii, a také jestli zvysuji ¢i snizuji uroven
metabolickych procesti (Obrazek 1). Tézké kovy ovliviuji predevSim biologickou pidni

aktivitu, fertilitu a biodiverzitu, a také zdravi rostlin, zivocichi 1 lidi.
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Obrazek 1: Pfijem téZzkych kovil kofeny rostlin a také jejich moZné pfimé a neptimé
negativni U€inky na produktivitu plodin. Znaménko | znaci pokles a znaménko 1 narlst
(upraveno dle Bhat et al. 2019).

3.5.1 Tézké kovy v pudé

V mnoha ¢astech svéta je pida pro rostlinnou produkci kontaminovéana tézkymi kovy.
Tézké kovy jsou nerozloZitelné a imobilni, coZ znamend, Ze se mohou akumulovat v Zivych
organismech. Pfitomnost i stopového mnozstvi v zivotnim prostiedi mtize zptsobit zdravotni
rizika. Proto tyto prvky byly dlouhou dobu oznafovany za hlavni zdroj kontaminace pidy a

rostlin (Giri et al. 2017).

Kontaminace zemédélskych plid téZkymi kovy je vyznamnym problémem predevsim kviili
ekologickym u¢inkiim. U rostlinnych druhii bylo prokazéno, Ze jejich genetické vlastnosti
mohou mit vliv na akumulaci médi a jeji toxicitu. Kovy se totiz v rostlinich nehromadi
rovnomérne. U vétSiny byla nejvyssi hodnota tézkych kovli namétena v kotfenech, poté ve
stoncich a listech, nejniz§i hodnoty byly naméfeny v generativnich orgénech a plodech

(Rajkovic et al. 2002).

Hlavni pfi¢iny kontaminace pudy tézkymi kovy jsou antropogenni Cinnosti, pfevazné

spojené s aktivitami v dolech. Zejména pramyslova Cinnost, jako je tézba kovovych rud,
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zpracovani kovl, spalovani fosilnich paliv, produkce odpadnich vod a agrotechnické ¢innost
(pesticidy, fungicidy, hnojeni, zavlazovani), vedou k akumulaci tézkych kovi v prostiedi. Dalsi
pricinou zvySovani koncentraci tézkych kovil v pidach jsou pfirodni vlivy: meteorologické,
biogenni a sopecné procesy, a dale eroze a vitr. Tyto faktory urcuji mnozstvi té¢zkych kovua
absorbovanych v pid¢. Nadmérna kontaminace pidy kovy v souvislosti se zemédélskou a
primyslovou cinnosti ovliviiuje rust, vyvoj a vyslednou kvalitu zemédé€lskych produkta

(Kaasalainen & Y1i Halla 2001; Gupta et al. 2019).

3.5.2 Toxicita tézkych kovi

Tézké kovy se v ptirodé déli na neesencialni potencialné toxické (Cd, Pd, Hg, Cr, As a
Ag), a na zakladni mikroziviny (Cu, Zn, Fe, Mn, Mo, Ni a Co), kter¢ jsou diilezité pro spravny
rust a vyvoj rostlin. Esencialni t€zké kovy jsou ty, které maji na rostlinu pozitivni a ovliviuji
metabolické procesy. Podileji se na celé fad¢ procesu a jsou soucasti enzymil. Rist rostliny je
normalni, pokud pifijem dané Ziviny odpovida jejim pfesnym pozadavkim. Nedostatek zivin
muze vést k riznym symptomim a v extrémnich pfipadech i k amrti rostliny. Nadbytek
neesencialnich, ale i esencialnich tézkych kovii vede ke zpomaleni riistu, coz je zptisobeno
zménami v metabolickych procesech. Zvysena koncentrace tézkych kovi neovliviiuje jen rtst
rostlin, ale méni pro né i piijem, akumulaci a translokaci ostatnich zékladnich prvkl. Mezi
nejcastejs$i ucinky vysokych koncentraci tézkych kovl patii: inhibice rGstu a fotosyntézy,
chlordza, zménéna asimilace Zivin a vodni bilance, a urychlené starnuti, které v kone¢ném
dasledku vede ke smrti rostliny (Ali et al. 2011; Sobhanardakani et al. 2011; Kalaivanan &
Ganeshamurthy 2016). U mnoha Zivych organismii mohou kovové nanocastice a nanomaterialy

na bazi oxidi kovli zpiisobit poskozeni nukleovych kyselin (Atha et al. 2012).

Tézké kovy, kromé jiného, brani 1 vstiebavani a pfijmu Zivin. To doklada ptiklad, kdy
zvySeni hladiny Cu vede k poklesu mnoZzstvi ptijatého fosforu a drasliku. Ovlivnén miZze byt i
pfijem dusiku, vapniku a hof¢iku. Nedostatek Zivin je indikatorem vystaveni rostlin vysokym
koncentracim meédi, kterd negativné ovlivituje propustnost membrany a aktivitu pfenasecu

(Ambrosini et al. 2018).
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3.5.2.1 Zmirnéni dtsledki toxicity tézkych kovii pomoci kifemiku

Bylo provedeno nekolik studii, které pomohly pochopit toxicitu tézkych kovu a jeji dopad
na plodiny (Bhatti et al. 2013; Lamhamdi 2013; Li et al. 2014). V téchto studiich bylo
zdiraznéno nékolik pfimych i neptimych fytotoxickych G€inkl u vybranych hospodaiskych
plodin. Ke zmirnéni stresu v rostlinach pfispélo nékolik pfistupti. Mnoho studii zmifiuje
prospésnou roli kiemiku (Si) pfi zmirnovani stresu zpusobené¢ho biotickym i abiotickym
stresem, vcetné stresu, ktery zpusobuji t€zké kovy (Liu et al. 2013; Lukacova et al. 2013; Song

et al. 2009).

Zakladnimi mechanismy putsobeni kifemiku jsou - redukce kovovych iontd v pide,
vylucovani toxickych kovill srazenim a genova regulace souvisejici s pfenosem kovii v rostling.
Déle stimulace antioxidantl, kompartmentace kovovych iontd a strukturdlni zmény
v rostlindch. Bylo dokazano, ze exogenni aplikace kiemiku zvysila toleranci mnoha druht

rostlin k t¢Zkym koviim (Bhat et al. 2019).

3.6 Méd

3.6.1 Vyznam a pouZiti médi

M¢éd’ je biogennim prvkem, ktery se u ¢lovéka uplatiiuje hlavné pii tvorbé krve. Je-li cloveék
dlouhodobé¢ vysokym koncentracim Cu, tak u néj mtze dojit k anémii, artritidé, akné, autismu,
hyperaktiviteé, cukrovce, k dysfunkci ledvin, k problémiim v obéhové soustavé, ¢i k rakoving.
Naopak deficit médi zplsobuje problémy s krvetvorbou, poruchy syntézy fosfatidd, s ¢imz se
poji i sniZena aktivita cytochrom oxidazy v organismu (Ghafari & Sobhanardakani 2017; Cupr

et al. 2003). V potravinach je doporucena hodnota médi 30 mg/kg (Sharma et al. 2018).

M¢d’ jako prvek je velice pouzivana v mnoha odvétvich, napt. v elektrotechnice nebo pfi
tvorbé dekorativnich vyrobki, kdy se pouzivaji slitiny médi (mosaz a bronz). S méd’natymi
slouceninami se setkavame také pii vyrob¢ plastd, ptipravkld na ochranu rostlin, pfi vyrobé
hnojiv, barev, ale také ve farmaceutickém primyslu. Je jednou z latek, které¢ jsou zakladni pro
fungovani rostlin, ale i jinych organismil. Radi se mezi zakladni mikroZiviny, tvoii zéklad
mnoha proteintl a enzymd, a hraje velkou roli ve vyzive rostlin (Chandra et al. 2014). Kromé
jiné¢ho hraje méd’ kli¢ovou roli i u rostlin, pfevazné pii asimilaci COz a pfi tvorb&é ATP. Je hlavni
slozkou rtznych proteinii — napi. cytochrom oxiddzy a aminooxiddzy, fotosyntetického

systému a elektronového transportniho fetézce (Sharma et al. 2018).
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Maithreyee & Gowda (2015) provedly vyzkum na semenech kukufice, ktery potvrdil
pozitivni vliv médi. Semena kukufice — po aplikaci oxidu médnatého — vykazovala vyssi
klic¢ivost, a dochéazelo u nich k prodlouzeni kofent a vyhonki. I u ostatnich plodin mély nizké
koncentrace médi pozitivni vliv na rust a vyvoj. Napf. u pSenice méla aplikace kovovych
nanocastic médi v koncentracich 0,2-1 ppm v MS médiu, vliv na zvySeni agronomickych
parametri. AvSak koncentrace nad 2 ppm v MS médiu jiz ovliviiovaly rostliny negativné. Na
druhou stranu nanocastice aplikované piimo do ptidy v kvétinacich, v koncentracich 10-30 ppm

vyrazn¢ zvysily rust a vynos pSenice (Hafeez et al. 2015).
3.6.1.1 Vyuziti mé&di v ochran¢ rostlin pfed chorobami

Jedinymi uc¢innymi fungicidy, které jsou povoleny na pouzivani pro ochranu brambor pred
plisni v ekologickém zemédélstvi, jsou produkty na bazi médi (hydroxid médnaty, oxid
médnaty a oxychlorid méd’naty). Tyto prostfedky maji vliv na Zivotni prostfedi, irodnost plidy,
a v neposledni fadé také na vodni ekosystémy (Mizubuti et al. 2007). Opakované a neadekvatni
pouzivani chemickych prostfedkii na ochranu rostlin ma také vliv na kontaminaci puady.
Fungicidy s obsahem médi spadaji do skupiny kontaktnich fungicidi,, coz znamend, Ze po
aplikaci zGstavaji na povrchu rostliny, kde tvofi ochranny film. Tyto pfipravky jsou pouZzivany
pfedev§im ve vinafstvi, ale v dneSni dobé — s rozkvétem ekologického zemédélstvi — jsou
pouzivany i k jinym plodindm. Ve vinafstvi se tyto fungicidy vyuzivaly dlouhou dobu, coz
vedlo k akumulaci médi v pidé ve vinatfskych oblastech ve Francii, Brazilii, Chorvatsku 1

Spanélsku (Zolnowski et al. 2013).

V zeméd¢lstvi je mnoho houbovych a bakteridlnich patogenti, které zptisobuji zdvazna
poskozeni rostlin, coz vede ke ztratam vynosu. Nanocastice médi maji antimikrobialni aktivitu
proti riznym druhim patogent rostlin. Oxichlorid médi inhibuje kliceni spor houbovych
patogend, kterymi jsou napt. Fusarium oxysporum, Phoma destructiva ¢i Alternaria alternata.
I jiné fungicidy na bazi médi se pouzivaji pii prevenci a 1é¢bé chorob u mnoha druhi rostlin

(Kanhed et al. 2014).

Pfi terénnich studiich byly pouzity tii rizné nanocastice médi — Cu20, CuO, Cu/Cu0 —
proti Phytophtora infestans a Solanum lycopersicum. Tyto nanoc¢astice byly ¢innéj$i nez bézné

pouzivané fungicidy na bazi médi — napt. kuprikol. Vys$si a€innost neni jediny divod vyuzivani
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nanocastic, bylo také dokdzano, ze nanoc¢astice na bazi médi nezplsobuji trvalé poskozeni a
nemaji zhoubny ucinek na rostliny (Giannousi et al. 2013). I antifungalni aktivita, kterou maji
médeéné nanocastice, je velmi vyznamna a ¢ini z nich dobfe vyuzitelné agens pro management
chorob rostlin. I ptes to, ze ma méd’ pfimy pozitivni vliv na inhibici rostlinnych patogent, jeji

dopad na zivotni prostiedi je znepokojujici (Longano et al. 2012).
3.6.2 Meéd’ v pudé

Med je prvek, ktery se prirozené vyskytuje v horninach a ve vSech slozkéach prostiedi.
Nejvétsi koncentrace médi v piid€ jsou predevsim okolo mist, kde se tézily kovy, a okolo vinic
¢1 jinych zemédélskych ploch, které jsou oSetfovany méd’natymi fungicidy. Do pidy se med’
muze dostavat i prostiednictvim odpadnich vod a kald. Spolu s olovem, kadmiem a zinkem se
uvolnuji hlavné pii t€zbé. Méd se v pudé muze vyskytovat v riznych formach sloucenin,
nejCasteji vSak ve formé sirant a uhli¢itand. Je vysoce absorbovdna pidnimi organickymi
latkami a jilem. Absorpce médi nepfimo souvisi i s kyselosti pidy — se zvySenim pH se

dostupnost tohoto prvku zvysuje (Cupr et al. 2003).

V pidnim prostfedi se méd’ pfirozené vyskytuje se stfedni hodnotou 30-50 mg/kg suché
pudy. V zemské ke je primérna hodnota médi 60 mg/kg. Pidy, které maji vysoké procento
jilu, maji vétSinou 1 vyssi prahové koncentrace médi (Kupiec et al. 2019). Na koncentrace médi
ma vliv 1 materidl a textura plidy, zaleZi tedy na ptidnim typu 1 druhu. N&které ptdni typy, napft.
vertisoly, maji mnohem vys§i obsah médi nez ostatni (Oorts 2012). Vladni verdikt posouzeni
kontaminace plidy a potieb sanace 214/2007 nastavuje prahovou hodnotu médi na 100 mg/kg,
coZ je povazovano za znec€iSténi, a orientacni hodnotu na 150 mg/kg (MEF 2007). Idealni
rozsah v orné pud¢ se pohybuje mezi 5-30 mg/kg (Toth et al. 2016). Primérna koncentrace
médi v zemédé&lskych piidach ve stiedni a severni Evropé je 31,1 mg/kg suSiny (Heijerick et al.

2006).

Kontaminace pldy médi je patrna predevSim ve méstech a kolem nich. U vétSiny
testovanych vzorkd, ve studii z roku 2020, koncentrace médi piesahovaly limity hodnot pozadi
(8 mg/kg) az desetindsobné. V jednom ze vzorkl byla dle studie stanovena koncentrace médi
1 1000 mg/kg. V ptidach, které se nachazely v blizkosti komunalnich a vyrobnich skladi, byla
koncentrace médi 600-1000 mg/kg, zatimco v obytné zon¢ byly hodnoty nizsi, 80-100 mg/kg.
Na vefejnych mistech, jako jsou parky, byla hodnota médi 400-600 mg/kg. V pidach, které
byly spiSe rekreacni, byly hodnoty koncentrace mnohem nizs§i — okolo 30-50 mg/kg. Ve vice
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nez 90 procentech vzorkl pouzitych ve studii, byly hodnoty médi 30x vyssi, nez by mély byt.
To je typické predevsim pro méstské ptudy, vyrobni a skladové prostory, a pro tcelové zony

(Splodytel 2020).

Kontaminace pidy médi ma kromé jiného vliv i na kvalitu zemédé€lskych plodin. U
brambor dochazi k akumulaci médi v hlizdich. Mansour et al. (2009) zvetejnily koncentrace
médi, obsazené v bramborovych hlizach. V odebranych vzorcich se hodnoty médi pohybovaly
0d 0,059 do 0,178 mg/kg. Tyto hodnoty nejsou pro konzumaci ¢lovékem nebezpecné (Musilova
et al. 2017). V jiném vyzkumu, kdy byly zkouméany obsahy Cu a Zn v loupanych hlizach a
slupkach brambor, hodnoty odpovidaly evropskému praiméru 4,5 a 10 mg/kg (Kabata-Pendias
2001).

Zamoteni pidy médi mize trvat mnoho let kviili nizké mobilité a rozpustnosti. Velka ¢ast
anorganické médi se v ptid€ vyskytuje ve formé nerozpustnych a pro rostliny tak nedostupnych
oxidu a sulfidd. Zbytek médi je v pudé pfitomen v organickych slouceninach, které jsou pro
rostliny dostupné (Mihaljevi¢ et al. 2019). Mobilita médi je ddna i vlastnostmi a sloZzenim ptdy.
Vazba médi na rizné slozky piidy snizuje jeji pohyblivost, a proto se hromadi prevazné v ornici

(Aratjo et al. 2019; Ju et al. 2019).

3.6.3 Hranice prijmu médi

Nérodni i mezinarodni organizace navrhly minimalni (0,9-1 mg/den) i maximalni mnoZstvi
médi (8-10 mg/den) pro piijem potravou u dospélého Clovéka. Primérny piijem u muzi
v evropskych zemich se pohyboval od 1 do 2,3 mg/den, u Zen byl pfijem nizsi a pohyboval se
mezi 0,9 az 1,8 mg/den. Naméfen¢ primérné hodnoty byly mirné vyssi, ale zdaleka

nedosahovaly maximalnich hodnot (Van Dokkum 1995; Selahvarzi & Sobhanardakani 2020).

Kritickd hodnota deficitu médi u rostlin se pohybuje mezi 1 a 5 mg na kg suSiny. U riznych
rostlinnych druhii se mohou hrani¢ni koncentrace médi lisit, vétSinou se hodnoty pohybuji
kolem 20-30 ppm (Chen et al. 2012; Jung et al. 2015). Optimalni obsah Cu v rostlinach je tedy
mezi 5 a 30 mg/kg (Kabata-Pendias & Pendias 2011). Normalni obsah médi v listech rostlin se
pohybuje mezi 5 a 20 mg/kg, primérny obsah je 10 mg/kg (Yruela 2009). Nékteré rostlinné
druhy - Zea mays L., Phaseolus vulgaris L., Aeolanthus biformifolius a Sorghum bicolor (L.),
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které se daji povazovat za hyperakumulatory médi, mohou v pletivech listii absorbovat az 1000

mg/kg (Reeves et al. 2018).

3.6.4 Toxicita médi

Prebytek

IS

e

Snizeni rastu

Tverba ROS
Aktivace i VL
antioxidant( w A :
. o g -
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Tmavnuti
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Obrazek 2: Uginek Cu na rostliny. Pfebytek médi i jeji nedostatek maji negativni vliv na rostlin
(upraveno dle Shabbir et al. 2020).

Tonty médi Cu?* jsou toxické pro viechny rostlinné buiiky, protoze reaguji se sulfhydrylem
(-SH) ur¢itych aminokyselin, a to miize vést k denaturaci proteinii a enzymi. Vice toxické jsou

slou¢eniny médi, které jsou organického ptivodu (Cupr et al. 2003).

M¢d’ a jeji slouCeniny maji vyznamny vliv na fotosyntetickou aktivitu rostlin. Miize dojit
ke zpomaleni ¢i inhibici fotosyntézy ¢i ke sniZzeni obsahu chlorofylu v rostlindch. Déale dochazi
1 k naruseni reakéniho centra fotosystému II (PSII). Nejbéznéjsi indikaci zvySeného obsahu
médi v rostlinach je pokles vynosu rostlinné biomasy (Agrios 2005). Toxicita médi, kromé&
zminénych nasledkd, ovlivituje morfologii kofentl, protoze se hromadi v kofenové tkani a mize
byt pfenesen do vyhonki (Yang et al. 2015). Kofenovy systém a jeho plocha jsou vétSinou
spojeny se vstitebavanim zivin. Pokles v objemu kotenil pii oSetieni médi ukazuje na vyznamné
sniZzeni biomasy, coz je ptimo spojeno s délenim bun€k, kromé toho dochazi i1 ke ztloustnuti

bunécné stény kotenti (Cai et al. 2014; Bochicchio et al. 2015).
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DalSimi morfologickymi pfiznaky toxicity jsou vadnuti listli, nekrézy na Spickach listi
(Obréazek 2) a abnormality kotfentl, jako jsou naruSeni kutikuly kofend, snizeni proliferace
kotenovych chloupkti a deformace kotfenti. K projeviim u kotfenti rostlin dochazi mnohem drive,
jeste pred tim, nez dojde k ovlivnéni nadzemnich casti. Koncentrace médi v rostlinach, ktera se
pohybuje nad kritickymi limity zpasobuje chlorézu listti a celkovou cytotoxicitu. Chlorozy
vyvolané nadbytkem médi mohou byt vysledkem inhibice akumulace pigmentu, a tim padem
zpomalenim integrace chlorofylu do fotosystému. Navic nadbytek Cu v rostlinnych bunkéch
podporuje oxidacni stres. Vytvari reaktivni formy kysliku (ROS), a ty jsou pro rostliny skodlivé.
ROS jsou v rostling likvidovany superoxiddismutazou a peroxidazou. Tyto enzymy jsou tedy

dalezité také pro snizovani toxicity médi (Huang et al. 2020).

Ve studii z roku 2020 bylo dokézano, ze oSetfeni cocky 3 mmol/l CuSO4 - 5H20 byl sniZzen
pocet kotend, doslo i k redukei kofent a vyhonk, snizil se rist semenackd, a doslo ke snizeni
celkové biomasy (Hossain et al. 2020). V roce 2017 byl proveden vyzkum zmén koncentrace
tézkych kovl véetné médi v ptidé. V obecné roving lze fici, Ze se koncentrace tézkych kovi
v pudé zvySovala v jednotlivych vegetacnich (kultivanich) obdobich. U médi a dalSich téZkych
kovl byla stfedni koncentrace po 65 letech vyznamné vys$si nez u kontrolnich bodd, coz

prokazuje akumulaci tézkych kovt béhem dlouholeté kultivace plodin (Shahbazi et al. 2017).

Toxicitu médi u bramboru potvrdil i vyzkum, provedeny v roce 2019, ktery se soustiedil
na nanocastice tézkych kovi a jejich ptisobeni na kulturni plodiny. Pfi méfeni po dvou a tfech
tydnech od zaloZeni pokusu, kdy byly rostliny bramboru vystaveny nanocasticim meédi v
koncentraci 0,05 mol/l, bylo pozorovano zpomaleni rlstu kofent a klickli. Ve srovnani
s kontrolni rostlinou bylo zpomaleni rlstu az o 65 %. Nano¢astice pouzitych kovil pfispély
k inhibici €1 urychleni ristu v zavislosti na citlivosti rostliny, ale 1 na biochemickém sloZeni
nanocastic. Ackoliv byly rostliny vystaveny i1 vy$$im koncentracim médi, nebyly pozorovany
pfimé zmény v obsahu chlorofylu. Zmény byly pozorovéany u karotenoidd, kde doslo ke zvyseni
jejich obsahu az o 45 % oproti kontrolni rostlin€. To svéd¢i predevsim o tom, Ze se v rostling
spustila primarni reakce na stres, nebo doSlo ke zvySeni oxida¢nich procesit (Mushinskiy &

Aminova 2019).
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3.6.4.1 Nanocastice médi

V soucasn¢ dobé je pozornost vénovana zvySovani vynosu plodin, a to pfevazné
prostiednictvim nanotechnologickych zasahi. Zamétuje se na posileni riistu rostlin, snizeni
dopadu biotickych latek a abiotického stresu (Chandra et al. 2014). Nanocastice t€zkych kovii
mohou mit na rust rostliny rizny dopad. Zalezi pfedevsim na sloZeni, koncentraci, velikosti,
fyzikalné-chemickych vlastnostech, a také na druhu rostlin (Atha et al. 2012). Nanocastice médi
vynikaji predevs§im diky rozsifenému pouziti jako antibakterialni latky piti skladovani a baleni

potravin (Chen et al. 2012; Longano et al. 2012).

V laboratornich podminkéch, kde je kontrolovana teplota, vlhkost i tlak, nanoc¢astice médi
a oxidu méd’natého v riznych koncentracich (200-1000 ppm) negativné ovlivnily rist riznych
druhii plodin (pSenice setd, mungo fazole, fedkev setd) (Lee et al. 2008; Atha et al. 2012). U
rostlin s6ji doslo k redukci ristu i na Murashige a Skoog médiu po ptfidani 50-500 ppm
nanocastic oxidu méd’natého. Pokusy s nanoc¢asticemi oxidu méd’natého prokazaly i vyznamné
snizeni biomasy a celkového obsahu chlorofylu v rostlin€é Arabidopsis thaliana. Pti
koncentracich médi v 5 ppm doslo ke zvySeni obsahu antokyantl, ke zvySené peroxidaci lipida
a obsahu aminokyseliny prolinu (Nair & Chung 2014a; Nair & Chung 2014b; Kasana et al.
2017).

Nanocastice médi ovliviiuji kromé ristu nadzemnich i podzemnich organti i bunécné
procesy. V rostlinach Allium cepa doslo ke zvySeni mitotického indexu v aktivné se délicich
bunkach pfi koncentraci 20 ppm, pii postupném zvySovani koncentrace médi se hodnoty
mitotického indexu zase snizovaly (Nagaonkar et al. 2015). Pfi vystaveni kli¢icich sazenic ryze
a cizrny nanocasticim oxidu méd’natého v koncentraci nad 50 ppm doslo k toxické reakci (Nair
& Chung 2015). Nanocastice oxidu méd'natého v koncentracich nad 10 ppm inhibovaly rast
transgenni 1 konvenéni bavlny. Nicméné pii nizSich koncentracich oxidu méd’natého (pod 10
ppm) doslo ke zvySeni exprese genu, kddujiciho Bt toxin protein v listech a kofenech. ZvySena

exprese dan¢ho proteinu v Bt baviné zlepSila odolnost viici hmyzu (Van et al. 2016).

3.6.5 Prijem a transport médi v rostlinach

Biogeochemicky cyklus v systému ptuda-rostlina-cloveék je povazovan za zéklad kolob&hu

médi v Zivych organismech. Koncentrace médi v rostlinach je tizce spojena s koncentraci médi
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v pudé. Je proto dulezité sledovat koncentrace médi v pide a jeji pfenos nejen do rostlin, ale i

do lidského organismu.
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Obrazek 3: Cyklus médi v ptfirodé. Kontaminace piidy, atmosféry, vody a piijem Cu rostlinami
i lidmi (upraveno dle Shabbir et al. 2020).

Rostliny absorbuji méd’ z ptidy ve formé& Cu?*, protoZe maji vyssi afinitu nez ostatni formy
meédi. Méd’ se primarn¢ hromadi v kofenech a poté se ptenasi i do nadzemnich ¢asti (Obrazek
3). Vétsina absorbovanych iontti Cu?* se akumuluje pobliz kofenové rhizodermis a v cévnich
svazcich a pletivech (Ghazaryan et al. 2019). Pfijem médi a jeji transport zavisi pfedevs§im na
hladiné¢ Cu v pudé a na prostiedi, ve kterém rostlina roste a vyviji se (Saleem et al. 2020).
Rostliny piijimaji ionty kovl z pady pies epidermis kofenovych bunek, a poté se pienesou pies
parenchym do endodermis, a nasledné do xylému. Tento zpusob piijmu kovi je zprostiedkovan
riznymi prenaseci a jejich interakcemi. Mechanismus pfijmu médi je podobny tomu, ktery se

podili na pfijmu Fe (Printz et al. 2016).

Ziskavani médi rostlinou je ovlivnéno ekotypem, druhem i odridou dané rostliny. Uvnitt
kotenovych bun¢k jsou absorbované ionty médi prenaSeny pomoci Cu-komplext. Kotfenovy
prenos zavisi pfedevSim na zatizeni xylému (Ghazaryan et al. 2019). Méd’ v rostliné miize byt
prenasena i apoplastickymi cestami, kde jeji vyssi koncentrace miize vyvolat toxickou reakci a

oxida¢ni poSkozeni rostlin. Prostfednictvim apoplastickych drah se miize m&d’ vazat na ligandy
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bunécné stény, a tim snizovat jeji plasticitu. Tato vazba kovi vede ke zmenseni velikosti pora

a naruseni apoplastického tok (Kopittke et al. 2011).

Pfenos médi od kofenli k nadzemnim c¢astem je zprostfedkovan pomoci specifickych
chelatori a pfenasecii. Nikotianamin zprostiedkovava v rostlindch mineralni homeostazu, a
spolu s histidinem maji nejvétsi vazebnou kapacitu pro méd’. Proto jsou idealnimi ligandy pro
chelataci Cu v xylému a jejich translokaci do pletiv vyhonkt. Je mozné, Ze nikotianamin zavisi
na obsahu médi, protoze se u rostlin objevuje pouze pii jejim nadbytku. Nikotianamin je
specificky Cu-chelator ve floému, a v xylému tuto roli zastdvd deoxymugineova kyselina.
(Ogunkunle et al. 2019). Transport médi z buniky do buiiky probihd pomoci proteinti, které
pusobi jako chaperony pro Cu (Matson Dzebo et al. 2018). Médéné chaperony vaZou a ptenaseji
méd’ z cytoplazmy do mista, kde je méd’ vyuzivana proteiny, které jsou na ni zavislé. Timto
zpusobem fidi metalochaperonové proteiny spravny pienos i pouziti médi uvnitf rostlin.

Zaroven se snazi minimalizovat kontakt médi s ostatnimi buikami (Fukuoka et al. 2017).

Dynamika pfijmu a transportu Zivin, pii nadbytku médi, miize byt zptisobena konkurenci
o prenaSece mezi médi a ostatnimi zivinami. Dale mtize dochéazet i ke zménam genové exprese
pii pfijmu Zivin na transkrip¢ni 1 post-transkripéni urovni (Roy et al. 2017; Zhang et al. 2017).
Hromadéni tézkych kovil v rostlindch zavisi do zna¢né miry na pH pldy, na teploté, salinité,
ale 1 na dalSich vlastnostech plidy. Snizeni pH v padé pozitivné ovliviiuje dostupnost
esencialnich tézkych kovi pro rostliny. Mira vlivu médi se lisi i v zavislosti na rostlinném druhu
a odrudé. Bylo také zjisténo, ze koncentrace jednoho kovu mutize ovlivnit ¢i omezit piijem
jinych esencidlnich kovl rostlinou. SniZzend dostupnost kovli v pide, je zplsobena vyssi

adsorpci v alkalickych a neutrdlnich padach (Furini 2012; Ashraf et al. 2011).
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4 Metodika

4.1 Rostlinny material

Pro testovani vlivu médi na odridy bramboru byly pouzity in vitro kultury poskytnuté
Genovou bankou in vitro pii vyzkumném ustavu bramboraiském Havlickiv Brod, s.r.o. Pokus
byl zalozen z rostlin, které nevykazovaly deformace a riistové abnormality vlivem in vitro

kultivace.
4.1.1 Odriady

Vliv koncentrace médi byl zkoumén na Sesti rtiznych odriadach bramboru (S. tuberosum
sp.). Byly pouzity odrady: Rita (ID: 07S0100869), Bintje (ID: 07S0100128), Desiree (ID:
07S0100243), Hindenburg (ID: 07S0100455), Sarpo Mira a Apta (ID: 07S0100052).

4.2 Médium

Pro in vitro kultivaci byly pouzity ¢tyfi druhy médii, které obsahovaly rtizné koncentrace
médi. Méd’ do média byla dodana pomoci pentahydratu siranu méd’natého. Slozeni médii je

uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka 1: SloZeni jednotlivych meédii

Medium 1 - Médium 2 Médium 3 Médium 4
kontrola

sacharoza 30 g/l 30 g/l 30 g/l 30 g/l

agar 6,5 g/l 6,5 g/l 6,5 g/l 6,5 g/l
MS médium s 4405,19 4405,19 4405,19 4405,19

vitaminy mg/l mg/l mg/l mg/l
pH 5,8 5,8 5,8 5,8

CuSOs4 - SH20 0 2,5 mg/l 25 mg/l 250 mg/1
Cu 0,06 ppm 0,6 ppm 6 ppm 60 ppm

4.2.1 Priprava média a sterilizace

Vybaveni pouzité na ptipravu média: mikrovlnna trouba, autoklav, chemikalie, slozky médii a

analytické vahy.

Médium bylo pfipravovano v plastové kadince s obsahem 1 litr. Na pfipravu 1 1 média bylo

pouzito 30 g sacharézy, 6,5 g agaru, 4,40519 g MS media (Murashige/Skoog s vitaminy) a
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voda. Agar byl ve 350 ml rozvafen v mikrovinné troubé a nésledné¢ pfimichén k roztoku

ostatnich komponent (650 ml).

1 I média byl rozdélen na 4 porce po 250 ml pro piipravu jednotlivych variant, které byly
upraveny podle Tabulky 1. Nejprve bylo rozpusténo 500 mg CuSOs - SH>O ve 2 ml destilované
vody a nasledné probihalo fedéni na stanovenou koncentraci. V kazdém médiu, kromé kontroly,
bylo po ptidani CuSO4 - SH20 vyrovnano pH na 5,8-6 pomoci KOH (1 mol/l). Pfipravena média

byla vysterilizovana ve stolnim autoklavu (Tutnauer, Némecko) po dobu 15 minut.

Obrazek 4: Laminarni box (flowbox) — plynovy kahan pro sterilizaci, ethanol, Petriho misky.

Ve sterilnim prostiedi pomoci laminarniho boxu (flowboxu) byly vSechny varianty média
postupné rozlity do ¢tvercovych Petriho misek o rozméru 12x12 cm (Obrazek 4). Do kazdé
misky bylo odméteno 30 ml média. Celkem bylo pfipraveno 32 misek, coz odpovidalo potiebé
pro testovani 8 odriid na 4 variantach média v 5 biologickych opakovénich. Cely pokus byl
proveden ve dvou nezavislych technickych opakovanich pro ovéfeni opakovatelnosti této

metody.

4.2.1.1 Sterilizace

Pti in vitro kultivaci je dilezité zabranit kontaminacim. Z toho divodu se kultivoval ¢isty
a sterilni rostlinny material. Pro sterilizaci pracovnich ploch (v€etné¢ laminarniho boxu), rukou

a nastroju byl pouzit ethanol.
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Sterilizace média probihala v autoklavu pfi teploté¢ 121 °C a po dobu 15 minut. Podobn¢
se sterilizovaly i1 vSechny nastroje (pinzeta, nizky, skalpel), které¢ byly dil¢i manipulaci déle

udrzovany sterilni opalenim pomoci plynového kahanu.

4.3 Kaultivace in vitro

4.3.1 Postup zaloZeni pokusu

K pokusu byly pouzity 1 mésic staré kultury odriidy brambor péstované in vitro
v kultivacnich boxech. Z kazdé¢ odridy byly pomoci nlizek a pinzety odebrany axilarni pupeny
(list s ¢astmi internodii). Do kazdé Petriho misky bylo umisténo 5 axildrnich pupenti
v rovnomérnych rozestupech. Spodni ¢ast internodia byla do média vlozena tak, aby mohlo
dojit k ristu kofenu a stonku, a aby byly rostlinky spravné vyzivovany. Nasledné byly Petriho

misky uzavieny a utésnény parafilmem a vlozeny do kultivaéni skiin€.
4.3.2 Podminky kultivace

Ke kultivaci rostlinek byly pouZity kultivacni skiiné Sanyo MLR 351. Kultivaéni skiiné
byly nastaveny na cyklus: 16 hodin den pfi teploté 24 °C a 8 hodin noc pfi teploté 18 °C. Vlhkost

byla nastavena na 50 %, svételny vykon byl nastaven na maximalni vykon (160 pmol m? s™).
4.3.3 Hodnoceni pokusu

Cely pokus trval 4 tydny a hodnoceni rlistu probihalo v tydennich intervalech. Kazdy tyden
byly pozorovany a hodnoceny tyto znaky: pocet kotentl, délka kotfent a stonktl, zdravotni stav
rostliny a piipadné kontaminace. Ve ¢tvrtém tydnu pokusu byly rostliny vyjmuty z média,
ocistény a zmeteny. Nasledné byly zvazeny jednotlivé ¢asti — kofeny a naté zvlast. Po zvazeni
byly rostlinné ¢asti lyofilizovany v lyofilizatoru Christ Alpha 1-4 (Christ, Némecko) po dobu

24-48 hodin Po vyjmuti z lyofilizatoru byly rostlinné ¢asti znovu zvazeny pro vypocet susiny.
4.3.4 Statistické hodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni dat byl pouzit program Statistica 12 od firmy StatSoft.
Zhodnoceni bylo provedeno analyzou rozptylu (ANOVA) na hladin¢ vyznamnosti 0,05. Dale
byly pouzit Tukeytv HSD test pro podrobnéjsi vyhodnoceni.
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5 Vysledky

Ziskana data ztydenniho pozorovani byla vyhodnocena pomoci programu Statistica.
Vysledky byly hodnoceny metodou analyzy rozptylu (ANOVA) a dale byly podrobné
vyhodnocovany Tukey HSD testem.

5.1 Vliv faktoru na délku stonku

Z grafu 1 Ize vycCist proménlivé délky stonk (mm) u riiznych odriad. Primérné délky se
li$ily vyznamné, coz mélo souvislost i s pouzitym médiem, na kterém jednotlivé rostliny byly
kultivovany. Z povahy odrady vétSinou vyplyva i délka stonkt a celkova architektura

kotenového systému, coz mohlo pfispét i ke kratSim kofentim v ramci naseho pokusu.

Graf 1: Primérna délka stonkt dle jednotlivych odriid. Pro testovéani byla pouzita analyza
rozptylu (hladina vyznamnosti a = 0,05).
odrida; Praméry MNC
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Graf 2 dokumentuje zmény délky stonkli béhem 4 tydnti in vitro pokusu. Lze z néj vycist,
ze odriida Bintje vykazovala mirny nartst délky stonkl pti koncentraci médi 0,6 ppm. Se
zvySujici se koncentraci se délky stonkl zkracovaly. Na varianté¢ média s 60 ppm médi tvofila
tato odriida stonky jen minimalné. Odriidy Apta a Rita reagovaly podobné jako Bintje pfi

zvySujicich se koncentracich. Sarpo Mira, Desiree a Hindenburg vykazovaly vyrazné

zpomaleni rustu stonkil uz pti koncentraci 0,6 ppm.

Graf 2: Zmény délek stonkti u odriidy Bintje béhem 4 tydnti in vitro pokusu.
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V nasledujici tabulce jsou pomoci ANOVYy otestovany vlivy varianty pokusu a odridy na
délky stonkll. Vicerozmérné analyza rozptylu prokazala zanedbatelny vliv pokusu, tedy nebyl

prokéazan rozdil mezi nezavislymi opakovanimi. Na druhou stranu, vliv varianty média a vliv

odriidy na délku stonku byly prokézany (Tabulka 2).
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Tabulka 2: Vicerozmérna analyza rozptylu ukazuje na prikazné rozdily mezi odriidami a

pokusnymi variantami v délce stonku (hladina vyznamnosti a = 0,05).

Vicerozmérné testy vyznamnosti. (Data z pokusii)
Efekt Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

Test Hodnota F Efekt | Chyba p
SV SV

Abs. ¢len | Wilksiv | 0,378390| 779,4983 2 9491 0,000000
odrida Wilkstv | 0,842934| 16,9281 10 1898 | 0,000000
varianta Wilkstv | 0,508449| 127,2971 6 1898 | 0,000000
pokus Wilkstv | 0,996109 1,8535 2 949| 0,157249

Graf 3 dokumentuje zmény délky stonkd pod vlivem varianty média. Lze z n& vycist
rozdily v délkach stonkd u vSech odrid. Jak je viditelné, stonky se pod vlivem zvysujici se

koncentrace médi zkracovaly.

Graf 3: Zmény délky stonkil pod vlivem varianty.
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V Tabulce 3 jsou pomoci programu Statistica vyhotoveny podrobné vysledky z Tukeyova
HSD testu. Z tabulky lze vycist, ze nékteré¢ odridy jsou si primérnymi délkami stonka blize

nez jiné. V naSem piipad¢ jsou homogenni data odriid Sarpo Mira, Desiree a Hindenburg, poté
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jsou si podobné odriidy Rita, Apta a Bintje. Jako homogenni skupina se daji pocitat i odridy

Rita a Hindenburg.

Tabulka 3: Podrobnéjsi vyhodnoceni meziodridovych rozdilti v délce stonku ve 4. tydnu
hodnoceni pomoci Tukeyova HSD testu..

Tukeytiv HSD test; proménna stonek délka (mm) (Data z
C. buiiky | pokusi)

Homogenni skupiny, alfa = 0,05000

Chyba: meziskup. PC = 238,77, sv = 950,00

odrida stonek délka (mm) 1 2 3
Primér

4 SARPO MIRA 13,42500 | ****
3 DESIREE 13,75000 | ****
2 HINDENBURG 16,54375 | **** otk
6 RITA 20,94375 ok | Ak
5 APTA 24,13125 hokdk
1 BINTJE 25,80000 hoAkx

Vyhodnocenim varianty koncentrace meédi v médiich (Tabulka 4), nachdzime
homogenni skupinu u varianty média kontrola a koncentrace 0,6 ppm, tyto dvé varianty
ovliviovaly délky stonkt podobné. U varianty s koncentraci 6 ppm a 60 ppm uz byly hodnoty
zcela odlisné. Koncentrace médi v médiu vyssi nez 0,6 ppm tedy negativné ovliviiovala délku

stonku.

Tabulka 4: Podrobnéjsi vyhodnoceni Tukeyova HSD testu u variant média (koncentraci médi).

Tukeytiv HSD test; proménnd stonek délka (mm)
C. buiiky | (Data z pokust)

Homogenni skupiny, alfa = 0,05000

Chyba: meziskup. PC = 238,77, sv = 950,00

varianta | stonek délka (mm) 1 2 3
Primér
4 60 ppm 0,95833 otk
3 6 ppm 13,82500 ok
2 0.6 ppm 29,20583 | ****
1 kontrola 32,31667 | ****

Rozdily v ristu stonkli pti koncentracich médi 0,06 a 60 ppm u odrid Rita, Apta a

Sarpo Mira, Ize dolozit 1 nasledujicimi obrazky potizenymi na konci pokusu (Obrazek 5, 6, 7).
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Obrazek 5: Rozdily v ristu na médii s koncentracemi médi 0,06 ppm (vlevo) a 60 ppm
(vpravo) u odrudy Rita po 4 tydnech rastu v kultivaénim boxu.

Obrazek 6: Rozdily v ristu na médii s koncentracemi médi 0,06 ppm (vlevo) a 60 ppm (vpravo)
u odridy Apta po 4 tydnech riistu v kultivacnim boxu.
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Obrazek 7: Rozdily v ristu na médii s koncentracemi médi 0,06 ppm (vlevo) a 60 ppm (vpravo)
u odriidy Sarpo Mira po 4 tydnech ristu v kultivaénim boxu.
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5.2 Vliv faktoru na délku korene

Graf 4 dokumentuje proménlivé délky kofenii (mm) u pouzitych odriid. Mezi praméry
délek kotenii byly prokazéany statisticky vyznamné rozdily, coz mélo prevazné souvislost

s koncentraci médi v médiu, na kterém jednotlivé rostliny byly kultivovany.

Graf 4: Primérna délka kotenti dle jednotlivych odrid. Pro testovani byla pouzita analyza
rozptylu (hladina vyznamnosti a = 0,05).
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Z grafu 5 lze vycist zmény délky nejdelsiho kofene béhem celého pokusu. Délka kotenti
odrtdy Bintje se snizovala jiz na médiu s 0,6 ppm médi. Na médiu s nejvyssi koncentraci meédi

(60 ppm) jiz odrida vitbec netvotila kofeny
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Graf 5: Zmény délek kotfenti u odriidy Bintje béhem 4 tydnt in vitro pokusu.
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Graf 6 dokumentuje zmény délky kofenii pod vlivem varianty média. Jak je viditelné,

koteny se pod vlivem zvySujici se koncentrace médi zkracovaly.

Graf 6: Zmény délky kofentl pod vlivem varianty.
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V Tabulce 5 jsou pomoci ANOVYy otestovany vlivy pokusné varianty, opakovani pokusu
a odrudy na délky kotfent. Byly prokazany rozdily v délce kotenti pod vlivem odridy a pokusné

varianty. I zde mé¢lo opakovani pokusu zanedbatelny vliv.

Tabulka 5: Vicerozmérna analyza rozptylu ukazuje na prukazné rozdily mezi odridami a

pokusnymi variantami v délce kofene (hladina vyznamnosti o = 0,05).

Vicerozmérné testy vyznamnosti. (Data z pokusii)
Efekt Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

Test Hodnota F Efekt | Chyba p
SV SV

Abs. ¢len | Wilksiv | 0,378390| 779,4983 2 9491 0,000000
odrtida Wilkstuv [ 0,842934| 16,9281 10 1898 | 0,000000
varianta Wilkstuv | 0,508449 | 127,2971 6 1898 | 0,000000
pokus Wilksav | 0,996109 1,8535 2 949] 0,157249

V Tabulce 6 je podrobnéjsi vyhodnoceni ANOVy pomoci Tukeyova HSD testu. Z tabulky
lze vyc€ist vyznamné meziodridové rozdily. V délce kofenli jsou homogenni data odrid
Hindenburg, Desiree, Sarpo Mira a Apta, dale jsou si podobné odridy Desiree, Sarpo Mira,
Apta a Rita. Jako homogenni skupina se daji poc¢itat i odriidy Sarpo Mira, Apta, Rita a Bintje.

Tabulka 6: Podrobnéjsi vyhodnoceni Tukeyova HSD testu pro odriidy a délky kofene ve 4.
tydnu pokust.

Tukeytiv HSD test; proménnd koten délka nejdelsiho (mm) (Data z
C. buiiky | pokusi)

Homogenni skupiny, alfa = 0,05000

Chyba: meziskup. PC = 836,56, sv = 950,00

odrida koten délka nejdelsiho (mm) 1 2 3
Primér

2 HINDENBURG 27,67500 | ****
3 DESIREE 20,74375 | Hkkk |
4 SARPO MIRA 34,08750 | kx| kx| ckick
5 APTA 35,38750 | kAackx | kackx | ckick
6 RITA 37,52500 fokdoR | ko
1 BINTJE 40,20000 hoakx

Podrobnéjsi vyhodnoceni vlivu koncentrace médi v médiich neboli varianty se nachézi
v Tabulce 7. U vSech variant (0,06 ppm, 0,6 ppm, 6 ppm a 60 ppm) existuji vyznamné rozdily,

které se projevovaly zkracovanim koteni s nartistajici koncentraci médi v médiu.
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Tabulka 7: Podrobnéjsi vyhodnoceni Tukeyova HSD testu u variant media a jejich vlivu na
délku kotene.

TukeylGv HSD test; proménna kofen délka nejdelSiho (mm) (Data z
C. buiiky | pokusi)

Homogenni skupiny, alfa = 0,05000

Chyba: meziskup. PC = 850,75, sv = 955,00

varianta | kofen délka nejdel§iho (mm) 1 2 3 4
Primér
4 60 ppm 0,00000 | #***
3 6 ppm 16,00833 ok
2 0.6 ppm 56,50000 ok
1 kontrola 63,90417 ook ok

Jednotlivé diference v ristu kofenti mezi kontrolou a nejvyssi koncentraci médi l1ze dobte

vidét i na Obrazcich 8, 9 a 10.

Obrazek 8: Rozdily v ristu na médii s koncentracemi médi 0,06 ppm (vlevo) a 60 ppm
(vpravo) u odridy Bintje po 4 tydnech riistu v kultivacnim boxu.
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Obrazek 9: Rozdily v ristu na médii s koncentracemi médi 0,06 ppm (vlevo) a 60 ppm
(vpravo) u odridy Desiree po 4 tydnech riistu v kultivacnim boxu.

Obrazek 10: Rozdily v riistu na médii s koncentracemi médi 0,06 ppm (vlevo) a 60 ppm
(vpravo) u odridy Hindenburg po 4 tydnech ristu v kultivaénim boxu.
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5.3 Vliv faktorii na hmotnost €erstvé biomasy

5.3.1 Stonek

Rozdily mezi hmotnostmi cerstvé biomasy stonku u pouzitych odriid dokumentuje Graf 7.

Mezi hmotnostmi biomasy byly pomoci ANOVy prokazany statisticky vyznamné rozdily.

Graf 7: Primérnd hmotnost ¢erstvé biomasy stonku dle jednotlivych odriid. Pro testovani
byla pouzita analyza rozptylu (hladina vyznamnosti a = 0,05).
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Graf 8 dokumentuje zmé&ny hmotnosti Cerstvé biomasy stonktl pod vlivem varianty média.

Lze z n&j vycist rozdily v hmotnosti biomasy stonku u vSech odrtid. Se zvysujici se koncentraci

se hmotnost biomasy stonku snizila.

45



Graf 8: Zmény hmotnosti biomasy stonku pod vlivem varianty.
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Wilksovo lambda=,47243, F(6, 458)=34,723, p=0,0000
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Vysledky analyzy rozptylu prokazaly rozdily v délce stonku pod vlivem odridy a pokusné
varianty, dale byl prokazan 1 rozdil mezi nezavislymi technickymi opakovanimi pokusu

(Tabulka 8).

Tabulka 8: Vicerozmérnd analyza rozptylu ukazuje na prikazné rozdily mezi odriidami,
pokusnymi variantami a pokusy v hmotnosti biomasy naté (hladina vyznamnosti a = 0,05).

Vicerozmérné testy vyznamnosti. (Data z pokusti)
Efekt Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

Test Hodnota F Efekt | Chyba p
SV SV

Abs. €len | Wilksiv | 0,249386| 344,6272 2 229 0,000000
odrida Wilkstv | 0,855262 3,7240 10 458 0,000080
pokus Wilksiv | 0,939035 7,4337 2 229 0,000745
varianta Wilkstv | 0,472433| 34,7232 6 458 0,000000

Podrobnéjsi vyhodnoceni ANOVy pomoci Tukeyova HSD testu je v Tabulce 9. Z tabulky

lze vycist, ze u nekterych odrid byly hmotnosti biomasy stonku podobnéjsi nez u jinych.
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Hmotnost cerstvé biomasy stonku jsou homogenni u odrid Sarpo Mira, Bintje, Desiree a
Hindenburg. Daéle jsou si v hmotnosti biomasy stonku podobné odridy Desiree, Hindenburg,

Apta a Rita. Jako homogenni skupina se daji pocitat i odrady Desiree a Hindenburg.

Tabulka 9: Podrobnéjsi vyhodnoceni Tukeyova HSD testu pro odridy a hmotnosti biomasy
stonk{l.

Tukeytiv HSD test; proménnd nat’ hmotnost (mg)
C. buitky | (Data z pokust)

Homogenni skupiny, alfa = 0,05000

Chyba: meziskup. PC = 13875,, sv = 230,00

odrida nat’ hmotnost (mg) 1 2
Primér

4 SARPO MIRA 143,4750 | ****
1 BINTIJE 161,9750 | ****
3 DESIREE 183,2250 | H*k* | d*kx
2 HINDENBURG 197,825() | #k | ackoksx
5 APTA 256,5500 hoAkx
6 RITA 256,9250 hoAdk

Podrobnéjsi vyhodnoceni vlivu koncentrace médi v médiich je v Tabulce 10. U vSech
variant existuji vyznamné rozdily, tudiz zvysujici koncentrace médi v médiu snizuje hmotnost

cerstveé biomasy stonku.

Tabulka 10: Podrobnéjsi vyhodnoceni Tukeyova HSD testu u variant media a jejich vlivu na
hmotnost biomasy stonkti.

Tukeytiv HSD test; proménnd nat’ hmotnost (mg) (Data z
C. buiiky | pokusi)

Homogenni skupiny, alfa = 0,05000

Chyba: meziskup. PC = 13848, sv =231,00

varianta | nat hmotnost (mg) 1 2 3 4
Primér
4 60 ppm 31,1667 | ¥***
3 6 ppm 168,4833 otk
2 0,06 ppm 258,5500 ok
1 kontrola 341,7833 ook ok
5.3.2 Kofen

Graf 9 dokumentuje rozdily mezi hmotnostmi Cerstvé biomasy kotfene u pouzitych odrtid.
Mezi hmotnostmi biomasy kotene byly pomoci ANOVy prokézany statisticky vyznamné

rozdily.
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Graf 9: Primérna hmotnost Cerstvé biomasy koiene dle jednotlivych odrud. Pro testovani byla
pouzita analyza rozptylu (hladina vyznamnosti a = 0,05).
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Z Grafu 10 Ize vy¢cist statisticky priikkazné rozdily v hmotnosti Cerstvé biomasy kofent u
vSech odrid pod vlivem varianty média, kdy se zvySujici se koncentraci Cu se hmotnost

biomasy kofent snizovala.
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Graf 10: Zmény hmotnosti biomasy kofene pod vlivem varianty.
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Dle vysledkit ANOVy v Tabulce 11 byla hmotnost biomasy kofene ovlivnéna variantou 1
opakovanim pokusu. Zaroveil byly prokdzany i odridové rozdily. Odrady ovlivnéné vysSimi

koncentracemi médi (6 a 60 ppm) mély niZ§i hmotnost Cerstvé biomasy (Tabulka 12).

Tabulka 11: Vicerozmérna analyza rozptylu ukazuje na prikazné rozdily mezi odriidami,
pokusnymi variantami a pokusy v hmotnosti biomasy kofene (hladina vyznamnosti a = 0,05).

kontrola

0,06 ppm

6 ppm

varianta

60 ppm

Vicerozmérné testy vyznamnosti. (Data z pokusii)

Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
Test Hodnota F Efekt | Chyba p
SV SV

Abs. len | Wilksiv | 0,249386| 344,6272 2 229 0,000000
odrida Wilkstv | 0,855262 3,7240 10 458 | 0,000080
pokus Wilkstv [ 0,939035 7,4337 2 229 0,000745
varianta Wilkstv | 0,472433| 34,7232 6 458 [ 0,000000

Podrobnéjsi vyhodnoceni pomoci Tukeyova HSD testu v Tabulce 12 ukdzalo, ze mezi

odriidami Sarpo Mira, Desiree, Bintje, Hindenburg a Apta nebyly statisticky vyznamné rozdily
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v hmotnosti Cerstvé biomasy. Rozdily nebyly prokézany ani u skupiny odrid Desiree, Bintje,

Hindenburg, Apta a Rita.

Tabulka 12: Podrobnéjsi vyhodnoceni Tukeyova HSD testu pro odridy a hmotnosti biomasy
kofene.

TukeylGv HSD test; proménnd kofen hmotnost (mg)
C. buiiky |(Data z pokusi)

Homogenni skupiny, alfa = 0,05000

Chyba: meziskup. PC = 23433, sv = 230,00

odrida koten hmotnost (mg) 1 2
Primér

4 SARPO MIRA 98,5250 | ****
3 DESIREE 113,0000 | **** | **k*
1 BINTJE 135,225() | #kok | Aok
2 HINDENBURG 180,0000 | k3 | 3k
5 APTA 181,9500 | **** | **k*
6 RITA 199,2250 ok

V Tabulce 13 je podrobné&jsi vyhodnoceni vlivu varianty na hmotnost biomasy kotene. U
vSech variant existuji statisticky vyznamné rozdily, coz potvrzuje, ze zvysujici koncentrace

medi snizuje hmotnost i Cerstvé biomasy kotene.

Tabulka 13: Podrobné&jsi vyhodnoceni Tukeyova HSD testu u variant media a jejich vlivu
hmotnost Cerstvé biomasy kotene.

Tukeytiv HSD test; proménnd nat” hmotnost (mg) (Data z
C. buiiky | pokusi)

Homogenni skupiny, alfa = 0,05000

Chyba: meziskup. PC = 13848, sv =231,00

varianta | nat’ hmotnost (mg) 1 2 3 4
Priimér
4 60 ppm 31,1667 | ****
3 6 ppm 168,4833 otk
2 0,06 ppm 258,5500 koK
1 kontrola 341,7833 kK
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5.4 Vliv faktori na hmotnost suSiny

5.4.1 Stonek

Graf 11 dokumentuje zmény hmotnosti susiny stonkii pod vlivem varianty média. Lze z n¢j

vyc¢ist rozdily v hmotnosti suSiny stonkt u vSech odrad.

Graf 11: Zmény hmotnosti susiny stonku pod vlivem varianty.

varianta; Priméry MNC
Wilksovo lambda=,14630, F(6, 74)=19,911, p=0,00000
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Vysledky ANOVy prokazaly, Ze mezi odridami a pokusy nebyly nalezeny vyznamné
statistické rozdily ani u hmotnosti suSiny stonku. Na druhou stranu byly opét vyznamné rozdily

u variant médii, tedy i1 na susinu m¢l obsah médi v médiu vliv (Tabulka 14).
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Tabulka 14: Analyza rozptylu vlivu varianty, odridy a pokusu na hmotnost susiny naté¢ (hladina
vyznamnosti a = 0,05).

Vicerozmérné testy vyznamnosti. (Data z pokusii)
Efekt Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

Test Hodnota F Efekt | Chyba p
SV SV

Abs. ¢len | Wilksiv | 0,081387| 208,8102 2 37| 0,000000
odrtida Wilksiv | 0,756341 1,1089 10 74| 0,367134
pokus Wilkstv | 0,982440 0,3307 2 37| 0,720543
varianta Wilkstv | 0,146299| 19,9115 6 741 0,000000

V Tabulce 15 se nachazi podrobnéjsi vyhodnoceni vlivu varianty na hmotnost suSiny
stonkl. U variant kontroly a 0,6 ppm nebyly prokazany statisticky vyznamné rozdily. Stejné
tak nebyly nalezeny vyznamné rozdily mezi variantou 0,6 a 6 ppm. Statisticky vyznamny rozdil

byl prokazéan u varianty média s nejvyssi koncentraci médi.

Tabulka 15: Podrobné&jsi vyhodnoceni Tukeyova HSD testu u variant media a jejich vlivu na
hmotnost susiny stonkd.

Tukeytiv HSD test; proménna susina nat’ (mg)
C. buiiky |(Data z pokusi)

Homogenni skupiny, alfa = 0,05000

Chyba: meziskup. PC = 2145E3, sv = 39,000

varianta | suSina nat’ (mg) 1 2 3
Primér

4 60 ppm 1057,167 koHEK
3 6 ppm 4107,167 | ****
2 0,6 ppm 5290,500 | **H* | F*k*
1 kontrola 5846,333 kex
5.4.2 Koien

Z grafu 12 lze vycist zmény hmotnosti suSiny kofenti pod vlivem varianty média.

Dokumentuje rozdily v hmotnosti susiny kotfent u vSech odrtd.

Graf 12: Zmény hmotnosti susiny kofenu pod vlivem varianty.
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varianta; Priméry MNC
Wilksovo lambda=,14630, F(6, 74)=19,911, p=0,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Stejny vysledek jako u suSiny stonku se projevil i u suSiny kotene (Tabulka 16). Jak Ize
z nasledujici tabulky vy¢ist, opakovani pokusu mélo zanedbatelny vliv na suSinu, stejné tak
neexistovaly vyznamné statistické rozdily mezi odridami. Opét se projevil vliv varianty média
neboli koncentrace médi v médiu. Coz potvrzuje nasi hypotézu, ktera zminuje vliv médi na riist

a vyvoj vybranych odriid bramboru.

Tabulka 16: Analyza rozptylu vlivu varianty, odrtidy 1 pokusu na hmotnost susiny koiene
(hladina vyznamnosti a = 0,05).

Vicerozmérné testy vyznamnosti. (Data z pokusti)
Efekt Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

Test Hodnota F Efekt | Chyba p
SV SV

Abs. ¢len | Wilksiv | 0,081387| 208,8102 2 37( 0,000000
odrida Wilkstiv | 0,756341 1,1089 10 74| 0,367134
pokus Wilksuv | 0,982440 0,3307 2 37| 0,720543
varianta Wilkstv [ 0,146299| 19,9115 6 74| 0,000000
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Podrobnéjsi vyhodnoceni vlivu varianty na hmotnost susiny kofent se nachazi v Tabulce
17. U variant kontroly, 0,6 ppm a 6 ppm nebyly prokézany statisticky vyznamné rozdily.

Statisticky vyznamny rozdil byl prokazan u varianty média s koncentraci médi 60 ppm.

Tabulka 17: Podrobnéjsi vyhodnoceni Tukeyova HSD testu u variant media a jejich vlivu na
hmotnost susiny kofentl.

Tukeytiv HSD test; proménna susina kofen
C.buitky | (mg) (Data z pokust)

Homogenni skupiny, alfa =,05000

Chyba: meziskup. PC = 2178E3, sv = 39,000

varianta | suSina kofen (mg) 1 2
Primér
4 60 ppm 0,000 ok k
3 6 ppm 4009,917 | ****
2 0,6 ppm 5209,000 | ****
1 kontrola 5570,750 | **#*
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6 Diskuze

V této praci byl hodnocen vliv riznych koncentraci médi na vybrané odridy bramboru.
Ptredevsim byly porovnavany a hodnoceny délky stonkd a kofent jednotlivych odrud.
Z vysledki je patrné, ze na hmotnost suSiny a celkovou hmotnost biomasy méla vliv pouze
varianta média a u jednotlivych odriid neexistovaly vyznamné rozdily ve vlivu na jejich
hmotnost. Avsak u délky stonku a kotfene existovaly vyznamné rozdily ve vlivu variant médii i
mezi jednotlivymi odridami. Z toho plyne, Ze na biomasu i rist rostlin ma vliv pfevazné
koncentrace médi. Na rast ma vliv také odriida, a to z hlediska jeji citlivosti na méd’ v pudé. U
nékterych odrid byl prokézany vétsi vliv varianty na riist stonku a kotfene, a u nékterych naopak
byl vliv mensi. Dilezité je, ze kromé toho existovaly i rozdily v citlivosti jednotlivych odrad

na urcité koncentrace meédi.

Pouzité¢ odridy brambor reagovaly odlisné¢ na koncentrace médi. Nekteré odridy byly
citlivéjsi 1 k niz§im koncentracim médi, zatimco jiné odridy prokazovaly vySsi odolnost. Jak je
uvedeno ve studii Centra pro Zivotni prostedi a hodnoceni krajiny — méd’ je nejméné zavaznym
kontaminantem v porovnani s ostatnimi studovanymi prvky, piesto bylo 22 % vSech
zkoumanych vzorki v této studii nad limitni hodnotou 60 ppm, ktera je dana legislativou. Za
legislativné pfijatelnou hranici koncentrace médi v pide se proto povazuje jiZ zminéna hodnota
60 ppm (Cupr et al. 2003). Na§ vyzkum pouzival média s koncentracemi médi — 0,06 ppm, 0,6
ppm, 6 ppm a 60 ppm. Bylo potvrzeno, Ze pii koncentraci 60 ppm jiZ doslo k uplné inhibici

rustu a vyvoje u vSech zminénych odrid brambor.

Pfi zkoumani jednotlivych interakci mezi hodnotami a efekty bylo zjiSténo, Ze nebyly
prokazany statistické rozdily mezi technickymi opakovanimi pokusu. Oba pokusy se tedy daji
povazovat za homogenni. V obou pokusech tak bylo dokazano, ze méd’ ma vliv na rist a vyvoj
rostlin bramboru. Je zajimavé, Ze v druhém pokusu, kdy byly pouzité rostliny star$i, se
objevovaly castéji kontaminace, a v poslednim tydnu uz se moc neproménovaly namérené
hodnoty u stonkil a kofenti. Je proto pravdépodobné, Ze 1 stafi rostliny a jeji zdravotni stav hraji
velkou roli v pfijmu médi z pidy. Zalezi tedy na tom, v jaké fazi vyvoje a v jakém zdravotnim
stavu je rostlina vystavena piisobeni médi. Coz bylo prokazano i v nékterych dalSich studiich

(Mushinskiy & Aminova 2019; Hossain et al. 2020; Huang et al. 2020).
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V jednotlivych tydnech pokusu se liSily namétené délky stonki u jednotlivych odrad. Na
médiich rostla nejlépe odriida Apta, a to i na médiu s vyssi koncentraci médi. Tato odrtida méla
nejvetsi prirtstky nadzemni hmoty, avSak odriida Bintje méla nejvétsi prirtistky kofenti. Obecné
tedy lze fici, Ze nejvice odolné odridy k vyssim koncentracim médi — 0,6 a 6 ppm - jsou Apta
a Bintje. Nejmensi naméfené hodnoty kofend i stonkti mély odridy Hindenburg a Desiree.
Primérné ptirGstky mély posledni dvé zkoumané odridy Rita a Sarpo Mira, ty nebyla ani extra
citlivé na méd’ ani odolné. Tyto poznatky, spole¢né s vysledky jinych studii, by bylo mozné
pouzit ve Slechténi odrtid bramboru, které by byly vice odolné k vyssim koncentracim médi

v pudé.

Ze studii, provedenych na riznych druzich plodin vyplyvé, ze méd ma velky vliv na
mnoho procesii v rostlinnych buiikdch. Ani literatura se ale v téhle problematice neshodne,
néktefi tvrdi, Ze po osetfeni tézkymi kovy obsah pigmenti stoupad, jini tvrdi, Ze obsah pigment
klesa. Méd’ miize ovlivitovat obsah i koncentraci rostlinnych barviv, predev§im chlorofyld, coz
muze mit za nésledek sniZzeni rychlosti fotosyntézy ¢i jeji Uplnou inhibici (Agrios 2005;
Selahvarzi & Sobhanardakani 2020; Hossain et al. 2020). Nizky obsah chlorofylii mize byt
zpisoben redukci zeleza a hladiny fosforu ve vyhoncich, jejichz koncentrace také klesly po
aplikaci médi. Méd’ je také povazovana za esencidlni prvek, ktery je pro rostlinu v nizSich
koncentracich vyznamny (Chandra et al. 2014). Ackoliv je vyznam médi v procesech rostlin
nepopiratelny, ve vyssich koncentracich je méd’ pro rostliny velmi toxickd. Akumulace médi a
jeji nasledna fytotoxicita zpomaluje ¢i inhibuje rist kofend i stonkd. V naSem pokusu bylo
dokazano, Ze na médiich s vyssi koncentraci médi, doslo ke snizeni poctu kotfenl a k redukci
ristu stonkt 1 kofenil. Ackoliv se mnoho studii shodlo na toxicit€ médi pro rostliny, pofad se
diskutuje o vyssi toxicité ostatnich tézkych kovii. Dle mého nazoru vSak i méd’, pokud je
pritomna ve vysokych koncentracich, mlze zplsobit problémy jak plodindm, tak 1

konzumentium.

Reakce na obsah médi mohou byt rizné. Z vysledki a ze studii, ze kterych jsem cCerpala,
1ze vSak usoudit, Ze prvni zmény u rostlin jsou v morfologii, jak bylo pozorovany i v nasem
pokusu. Podle Shahbazi et al. (2017), Mushinskiy & Aminova (2019) a Huang et al. (2020) je
prvni reakci mensi vynakladani energie na dileZité procesy. Nejprve zacne rostlina snizovat
rychlost riistu nadzemni ¢asti biomasy, poté zméni architekturu kotfenového systému, koteny

jsou tlustsi a vétvi se. Tyto zmény vSak nejsou v prvnich fazich vyvoje vidét, pokud je cilené
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nesledujeme. Autofi téchto studii téz uvadéji, ze stonky jsou kratsi, maji méné listi, a mtze se

u nich objevit i chlordzy a nekrozy.

Rust rostlin in vitro se béhem pokusu ménil. Nékteré rostliny i na médiu s vyssi koncentraci
vytvarely kofeny a snazily se rust. Po prvnim tydnu se vSak rist zastavil. Tento jev se da
vysvétlit tim, Ze rostlina na médiu s médi neméla dostatek ostatnich zivin. Kdyby totiz cerpala
ostatni ziviny, absorbovala by i méd’. Nejprve se snazila vytvaiet kofeny, ale na rtist stonku a
kotene vynakladala spoustu energie, kterou v tomto piipad¢ neméla kde ziskat. Dal§im moznym
divodem je i to, ze meéd’ snizuje obsah chlorofylu, jak bylo dokdzano v nize citovanych studiich.
Nedostatek chlorofylu pozastavi fotosyntézu ¢i dojde ke snizeni jeji u¢innosti, a rostlina neméa
dostatek zivin (Agrios 2005; Nair & Chung 2014a; Nair & Chung 2014b; Mushinskiy &
Aminova 2019).

Kontaminace média ¢i rostlin byla také jednim z problému pfii pokusu v této diplomové
praci. Po 3 az 4 tydnech pozorovani se u nékterych odriid brambor zacaly objevovat riizné druhy
kontaminaci — vétSinou né&jaké druhy plisni. Nékteré rostliny tudiz nemély prostor pro rast.
Nastésti jich nebylo velké mnoZstvi, takze se pfi druhém opakovani dané mnozstvi rostlin
otestovalo znova. Kontaminace mtize mit mnoho zdrojii, at’ uz prace s nesterilnimi nastroji,
zaneseni patogent z rostlinného materialu nebo z nedostatecné sterilizace rukou laboranta. I pfi
splnéni vSech téchto predpokladl vSak mlZze dojit k zaneseni kontaminace. V nasem pokusu
byla kontaminace s nejveétsi pravdépodobnosti zplisobena zménami teplot a vlhkosti a
manipulaci pii mefeni odrid. Dalsi néastrahou pfi zakladani prvniho pokusu bylo médium
s nejvyssi koncentraci médi. Pti upravé pH pred ptidanim siranu i po n€kolika hodinach nebylo

médium dostatecné tuhé. Problém byl vyfeSen tpravou pH az po pfidani siranu do média.

Experiment byl proveden ve dvou nezavislych technickych opakovanich ke zjisténi rozdilt
mezi nimi. Pokusna varianta méla statisticky vyznamny vliv na hmotnost cerstvé biomasy,
ackoliv u zbytku hodnocenych dat nebyl vliv prokazan. U hmotnosti susiny také nebyl prokézan
statisticky vyznamny rozdil mezi pokusnymi variantami, a tak se mizeme ptat, ¢im byly
zpusobeny rozdily u Cerstvé biomasy. Rozdily v opakovanich pokusi mohly byt zplisobeny:
riznym obsahem vody v médiich po ukonc¢eni pokusu, nedostatecnym omytim a osuSenim pred
vazenim, nedostateCnym uzavienim Petriho misek nebo odlisSnou manipulaci s rostlinami pfi

vyhodnocovéni. Dal§i moznosti ovlivnéni hmotnosti Cerstvé biomasy je 1 rtizné stari
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kultivovanych rostlin, které miize souviset se zménami v pfijmu vody nebo kontaminace média,
kterd byla zminény vySe. Jak bylo v naSem experimentu prokazdno, hmotnost suSiny je
reprezentativnéjSim udajem, a to proto, ze je méné ovlivnéna vnéjSimi faktory. Pii realizaci
odbornych experimentii proto ziejmé nema vyznam z hmotnosti Cerstvé hmoty vyvozovat

zavery, a je tieba ji zjiStovat pouze s ohledem na stanoveni susiny.

Po provedeni experimentu in vitro vyvstava otazka, zda by v polnich pokusech probihaly
zmény Vv ristu nadzemnich i podzemnich ¢asti rostliny stejnou rychlosti a intenzitou. Je
pravdou, Ze rostliny v experimentu byly v ristu dost omezeny i velikosti pouzité Petriho misky.
Je dost pravdépodobné, Ze by v pfirozenych podminkach rostly na kontrolni ptidé vice, a zmény
by tak mohly byt markantnégj$i. Dal$im problémem, ktery by nastal pfi polnim pokusu, by bylo
nastaveni podminek experimentu. V pfirozeném prostiedi totiz nedokdzeme potlacit vnéjsi
vlivy. Jelikoz byl na$ pokus proveden in vitro, nemohu hodnotit, jak by to dopadlo u polniho

pokusu.

Dalsi otdzkou je, jak vyteSit problém ohledné pouzivani vysokych davek médnatych
pripravkl v ekologickém zemédélstvi. Diive byly tyto fungicidy pouzivany pouze ve vinafstvi.
V dnesni dobé& se pouzivaji 1 v ovocnafstvi a bramborafstvi, nejen u nas, ale i v rozvojovych
zemich. V naSich podminkach se vyuzivaji 2 kg/ha ptipravku Kuprikol, a to 5x az 6x za sezonu.
Predev§im z preventivnich diivodl,, aby se predeslo vyskytu patogenl. Z vyzkumu v této
diplomové praci vyplyva, Ze vysoké koncentrace médi inhibuji rlst a vyvoj celé rostliny.
Z literatury vime, ze méd’ se akumuluje v pid¢ a v hlizach, ¢imz se pak mize dostat i do
lidského téla. Vyvstava tedy otazka, jestli i nadale pouZivat méd’naté fungicidy v ekologickém
zemé&délstvi, a pokud ano, tak jakym zplisobem, aby bylo zabranéno akumulaci v pidé a
nasledné v rostlindch (Sinha et al. 2005; Zolnowski et al. 2013; Sobhanardakani 2016; Ghafari
& Sobhanardakani 2017).

Rostliny vyuzivaji rtizné strategie, jak se vyrovnat se stresem z vysokych koncentraci
tézkych kovi. Tézké kovy, jak jiz bylo zminéno, mohou byt pohlceny kofeny, a poté
absorbovany a distribuovany mezi rostlinné organy. Nekteré rostliny dokdzi omezit translokaci
tézkych kovl z kofenti do nadzemnich orgénd. Tento princip by mohl byt vyhodny pro pieziti
rostlin, hlavné kvili ochrané¢ fotosyntézy. Coz mize v diisledku pfispét k udrzeni ristu rostlin
1 pfi vyss$i koncentraci té€Zzkych kovi v ptidé. Mohou se u nich vyvinout i dal§i mechanismy
ochrany pfed tézkymi kovy, a to vyloucenim tézkych koviu z pfijmu ostatnich Zivin. Jejich

celkova absorpce by tak mohla byt snizena ¢i omezena. TéZké kovy jsou zndmy hlavné tim, Ze
58



vyvolavaji oxidacéni stres v rostlindch. Ten vede k naruSeni metabolismu rostlinnych bunék a
rustu. Dal$i u€innou strategii by tedy mohla byt aktivace antioxida¢nich enzymd, které maji za
ukol potlacit reaktivni formy kysliku. Ty se tvofi jako nasledek oxidacniho stresu. Antioxidacni
enzymy by mohly pomoci rostliné minimalizovat nepfiznivé dopady oxidac¢niho stresu na
rostlinné bunky. Je tedy zfejmé, Ze rostliny, které nemohou z néjakého diivodu vyvinout u¢inny

obranny mechanismus, stézi preziji v kontaminovanych pidéach (Ernst 2006). Vyvstava tedy

dalsi otdzka, jak €inné¢ Slechtit rostliny na rezistenci k t¢zkym kovim

Rostliny Slechténé na rezistenci vyuzivaji vice mechanismi u¢inné obrany proti zvysenym
koncentracim tézkych kovi. K ¢isténi pud od t€zkych kovii — tzv. fytoremediaci — se daji vyuzit
vlastnosti, které zvySuji akumulaéni schopnosti v nadzemnich orgénech. U §lechtitell jsou tyto
vlastnosti zadané, jelikoz by mohly také pomoci rostlindm s obrannymi reakcemi. Tato
hyperakumulacni vlastnost vSak neni zadana u rostlin uréenych pro potravinatsky prumysl,
protoze by mohlo dojit ke snizeni kvality produktli a ohrozeni bezpecnosti lidi. Moznosti by
bylo vyuziti somaklondlnich variant rostlin (regenerantil), které by obsahovaly rezistentni geny
(Ashrafzadeh & Leung 2015). Rezistentni rostliny vici téZzkym kovim, které budou mit
ptijatelny vynos, budou zadany v mnoha zemich. A hlavné z toho ditvodu, Ze by tyto rostliny
mély byt pro Sirokou vefejnost piijateln¢jsi nez transgenni — nedochédzi u nich totiz
k zdmérnému zavadéni cizi DNA (Van der Ent et al. 2013; Ashrafzadeh & Leung 2015).
Poznatky z této prace, ze zminénych vyzkumu a studii by mohly byt pouzity pro Slechténi

odolnych odrd vici médi i jinym tézkym kovim.
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7 Zavér

Tato prace byla zaméfena na kultivaci odrad Solanum tuberosum v in vitro podminkach
na médiich s riznymi koncentracemi medi. Pokus mél objasnit vliv médi na rast a vyvoj rostlin

bramboru a zarovei i existenci meziodriidovych rozdili. Bylo dosazeno téchto vysledki:

e Byla potvrzena hypotéza, ze kultury in vitro poskytuji homogenni a robustni prostiedi.
V in vitro pokusech se daji simulovat zmény v ptidnim roztoku, v nasem piipadé vliv
zmény koncentrace médi. Byl ovéren prikazny vliv kontaminace piidy na vyvoj rostlin.

e Byla potvrzena hypotéza, ze rostliny bramboru reaguji citlivé na kontaminaci pudy
medi. Rostliny na médiich s koncentracemi médi 0,06 a 0,6 ppm nevykazovaly velké
rozdily. Na obou médiich rostly standardné a tydenni pfirastek byl skoro neménny. Na
médiich s vys$si koncentraci médi 6 a 60 ppm se projevovaly zmény v morfologii
rostlin. Doslo ke snizeni riistu nadzemnich ¢asti, ale 1 kofenu.

e Kromé vlivu varianty média byl zjistén i vliv odridy. Co se tydennich pfirtstki a délky
stonkll a kofent tyCe, odridy Apta a Bintje byly vii¢i zvySujici se koncentraci médi
nejvice odolné, zatimco odriidy Hindenburg a Desiree byly velmi citlivé.

e Obecné Ize fici, Ze nejvhodnéj$imi odridami pro riist na ptidach kontaminovanych
médi jsou Apta, Bintje, a s niz§imi pfirastky 1 Rita a Sdrpo Mira.

e Ov¢tili jsme, Ze kontaminace piidy médi a jeji fytotoxicita maji velky vliv na rist a
vyvoj rostlin. Takze bylo potvrzeno Ze hlavnimi disledky toxicity jsou zmény v
morfologii (délky stonkl, kofenti, hmotnosti ¢erstvé biomasy a susiny).

e Vyhodnoceni dat analyzou rozptylu (ANOVA) potvrdilo v§echny stanovené hypotézy.

Vysledky experimentu lze vyuzit 1 pro Slechtitelske ucely.

Vysledky experimentu dokazuji, Ze vliv médi na rostliny Solanum tuberosum je vyznamny,
a ze velmi zalezi na vybéru vhodné odridy. S pouzivanim prostedkti na ochranu rostlin na bazi
médi v ekologickém zemédélstvi, a se zvySenou priimyslovou ¢innosti ¢lovéka se hodnoty médi
v ptid€ postupné zvysuji. Je tedy velmi diilezité kontrolovat koncentrace médi v ptidé€ a vyuzit

tyto poznatky pro Slechténi odolngjsich odriid hospodatskych plodin.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

Ag — stiibro

As —arsen

ATP — adenosin trifosfat
Cd — kadmium

Co — kobalt

CO; — oxid uhlicity

Cr — chrom

Cu — iont médi

Cu20 — oxid méd'ny

CuO - oxid méd’naty

CuSOy4 - 5H20 — pentahydrat siranu méd’natého

ELISA — enzyme-linked immuno sorbent assay — analytickd metoda ke stanoveni antigenti

Fe — Zelezo
Hg —rtut’
K — draslik

KOH - hydroxid draselny

Mn — mangan

Mo — molybden

MS — Murashige/Skoog médium

N — dusik
Ni — nikl
P — fosfor

Pd — paladium

ppm — parts per milion (1/1000000 celku)

ROS - reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)
Si - kiremik

Zn — zinek
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