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Abstrakt

Vramci disertacni prace byl hodnocen vliv dlouhodobého skladovani v genové bance a vliv
oSetfeni nizkoteplotni plazmou na kli¢ivost semen, vyvojové charakteristiky klicenct, vyskyt
chorob a tvorba sloucenin, spojenych s klicenim a pfipadnymi stresovymi reakcemi, spojenymi se
vznikem reaktivnich sloucenin kysliku nebo dusiku po poufZiti elektromagnetického vyboje. Do
experimentu byla zahrnuta semena jedenacti rostlinnych druht pSenice (Triticum aestivum), ovsa
(Avena sativa), jecmene (Hordeum vulgare), Inu (Linum usitattisimum) a fepky (Brassica napus).
Testovala se Cerstva semena a semena uloZena v genové bance pri teploté -18 °C po dobu 10ti a 20ti
let. VSechny varianty byly dale oSetfeny nizkoteplotni plazmou po dobu 20, 25 a 30 min. U semen
byla hodnocena kli¢ivost, u klicenct pak délka kofenii a klicki, pritomnost déloznich listii a poCty
poSkozenych semen. Fyziologické charakteristiky sledovaly obsah fyziologicky aktivnich latek,
podilejicich se na mechanismu klieni. Patfily sem obsah celkovych fenold, aktivita
superoxiddismutazy, antioxidacni aktivita a obsah malonyl-di-aldehydu. Vysledky ukazuji, Ze doba
uloZeni 10 a 20 let méla priznivy vliv na kli¢ivost semen a vyvoj klicenct u vSech sledovanych
druht. Doba 30 min oSetfeni nizkoteplotni plazmou se jevi jako dlouha expozice pro sledované
druhy, ktera nepriznivé ovlivnila vyvoj kli¢icich rostlin. Jako vhodnou dobou oSetfovani se jevi
doba 25 min. Vyjimku predstavovala kli¢ivost u vzorki Inu a fepky, kde doSlo ke zvySeni klicivosti,
jak u Cerstvych semen, tak uskladnénych po dobu 10 i 20 let. Vysledky analyz antioxidac¢nich
enzymu, aktivity a dalSich slozek ukézaly, Ze lze semenné vzorky rozdélit na skupinu
drobnosemennych, kdy dosSlo k navyseni obsahu sledovanych antioxidacnich latek a enzymu a
naopak na skupinu velkosemennych druhi, které obsah a antioxidacni aktivitu sniZily. Do prvni
skupiny lze zaradit len a fepku, do druhé skupiny pak nalezi pSenice, oves a jeCmen. aktivitu Z vyse
ziskanych vysledkd vyplyvda, Ze reakce jednotlivych druhii rostlin na dlouhodobé uskladnéni
v genové bance, a také na délku expozice nizkoteplotni plazmou, je druhova zaleZitost.

Klicova slova: nizkoteplotni plazma, vakuova plazma, semena, kliCivost, pSenice, oves, jeCmen,
len, fepka



Abstract

This study evaluated the effect of long-term storage in a gene bank and the effect of low-
temperature plasma treatment on seed germination, seedling developmental characteristics, disease
incidence, and the formation of compounds associated with germination and possible stress
reactions associated with the formation of reactive oxygen or nitrogen compounds following the
application of electromagnetic discharge. Seeds of eleven plant species of wheat (Triticum
aestivum), oats (Avena sativa), barley (Hordeum vulgare), flax (Linum usitattisimum) and rape
(Brassica napus) were included in the experiment. Fresh seeds and seeds stored in a genebank at -
18 °C for 10 and 20 years were tested. All variants were further treated with low-temperature
plasma for 20, 25 and 30 min. Seeds were evaluated for germination, while root and radicle length,
presence of womb leaves and number of damaged seeds were evaluated. The physiological
characteristics monitored the content of physiologically active substances involved in the
germination mechanism. These included total phenolic content, superoxide dismutase activity,
antioxidant activity and malonyl-di-aldehyde content. The results show that storage periods of 10
and 20 years had a favourable effect on seed germination and seedling development in all species
studied. A 30 min treatment period with low-temperature plasma appears to be a long exposure for
the species studied, which adversely affected germination development. A treatment period of 25
min appears to be appropriate. Effect of plasma seed treatment on germination and plant
development. An exception was germination in flax and rapeseed samples, where germination was
increased both in fresh seeds and those stored for 10 and 20 years. The results of the analyses of
antioxidant enzymes, activity and other components showed that the seed samples can be divided
into a group of small-seeded species, where the content of the observed antioxidant substances and
enzymes increased, and vice versa into a group of large-seeded species, which decreased the content
and antioxidant activity. The first group includes flax and rape, while the second group includes
wheat, oats and barley. The above results indicate that the response of individual plant species to
long-term storage in a gene bank, and also to the length of exposure to low-temperature plasma, is a
species-specific issue.

Keywords: low temperature plasma, vacuum plasma, seeds, germination, wheat, oats, barley, flax,
rape



Obsah

L UVOU.irirtireineiie it bbbt 6
2. Literarni PIERIEd.......ccoeiiiiiieeieeee ettt e et e et e e et e e st e e s taa e e e e e enaaaaaaeens 8
2.1 KHCONL. ettt ettt ettt b et st e s et et e e e bt et st s ae et e et e s ae e b e st e sanennne s 8
2.2. Chemické slouCeniny vazané na procesy KICeNi........cceevueeeriieiriieeiieenrieeeieceeeeeiee e 8
2.3. ZlepSeni procesu kliceni semen a KIiCiVOSti.......ccoverrueirieriiiiniiniteriecieeseee e 9
2.4, PIAZIMIA. ..ttt ettt ettt a e et b e et e e bt e st e e bt e e at e e bt e s aneenaeean 10
2.5. Typy plazmovych teChNOlOii........c.eoviiriiiiiiiiiieieeeeee e 10
2.6. Vliv nizkoteplotni plazmy Na roStliny........cccceecieiiiiieiiiiieiiieecieeereesee e sve e e avee s 10
2.7. D1ouh0odobé SKIadOVANL......c..eeieriiiiiriiiieteeeeee ettt st 11
O = 40101174 A W ol 1 (=TSO RSP 12
3.1, G PIACE. ... ieeeieiieeieeet ettt ettt e e st e et e st e et e s et e s be e s st e eseessbessseesaseesaesssesnsaesasssaeaasnsaenns 12
T = 74 010] (<A 2SR PP 12
4. Experimentalni Cast @ VYSIEAKY .....cccueiruiiiiiiiiiieeieeieeteet ettt s 13
4.1. Aplikacni aparatura vakuové nizkoteplotni plazmy.........ccccceeevueeeriieeiriieeniieeeieeeee e 13
4.2, ROSHNNY MAtETIAL......eiriiriiiiiieieiieeieeteee ettt et et e st e st e s teesbaessbesssaesaneesnneas 13
4.3. Zakladni parametry hodnoceni kliceni a KICiVOSti.......cccceeervueeiriieieniieeieeeieeeeeeeiee e 14
4.4. Morfometrické hOdNOCENL. ......cccueriiriiriiieiiieeeeeeeeteeeeete ettt ee e 14
4.5. Vyskyt fytopatogennich organiSmu..........c.cceeeueeeieeienieeiieeeecreeee et eee e e e aesae e eeeeeaeeennas 15
4.6. Enzymatickd a antioxidaCni aktivita........c.cceeeueerieniieinieniecieeieeeeee ettt 15
5. Posouzeni stanovenyCh NYPOtEZ.........cccueieiuiiiiiiiiiiieeiteecie ettt aee e s e e e s s eaaaeeeeeas 17
LR 1<) v 1111 = O PSP PTOPP PP OPPPP 18
7. SezNam PUDIKACT....ccviiiiiiiiiiece et e st e e et e e e sab e e e aaeeenae s 22
8. ZIVOTOPIS. ... vervviieceieeeseeeeteeeseeeesses s se e sss e s sesessese s s ss s e et ses st s sesssase et s e st sassssaseesenssessanestesaseesesasnans 24



Zkratky

Zkratky v textu

DBD dielektricky vyboj s bariérou (dielectric barrier discharge)

DNA deoxyribonukleova kyselina

GB Genova banka Vyzkumného tistavu rostlinné vyroby, v.v.i.

GI index kliCivosti (germination index)

GR rychlost kli¢eni (germination rate)

GZR genetické zdroje rostlin

JCU Jiho¢eské univerzita v Ceskych Budé&jovicich

kPa kiloPascal

LTP nizkoteplotni plazma (low temperature plasma)

LTVP  nizkoteplotni vakuova plazma (low temperature vakuum plasma)

MDA  malonyl-di-aldehyd

MGT stfedni doba kliceni (mean germination time)

MLR stiedni délka korenti (mean length of roots)

MLS stfedni délka klickt (mean length of sprouts)

NPGZ Néarodni program genetickych zdroja rostlin, zvifat a mikroorganismli vyznamnych pro
vyZivu a zemédélstvi

PDA Zivné agarové médium (potato dextrose agar)

POD peroxidaza

RNS dusikové radikaly

ROS kyslikové radikaly

RSR Pomér korenti a klicki (root:shoot ratio)

SG [3] Procento kli¢ivosti [3. den] (seed germination)

SOD superoxiddismutaza

SVI index vitality semenact (seedling vigor index)

TAC celkova antioxidacni aktivita / obsah (total antioxidant content)

TFC celkovy obsah flavonoidt (total flavonoid content)

TPC celkovy obsah fenoli (total phenol content)

VURV  Vyzkumny tstav rostlinné vyroby, v.v.i. v Praze

Zkratky pouZzité pro varianty oSetieni

C
T1
T2
T3
P1
P10
P20

kontrola (control)

varianta 1 — 20 min oSetfovani (Treatment 1)
varianta 2 — 25 min oSetfovani (Treatment 2)
varianta 3 — 30 min oSetfovani (Treatment 3)
perioda 1 — recentné uloZena semena do GB
perioda 2 — semena uloZena 10 let v GB
perioda 3 — semena uloZena 20 let v GB



1. Uvod

Biologicka rozmanitost Zivych organismi a jeji ochrana jsou predpokladem zachovani zakladnich
podminek existence lidstva a kvality Zivota. Zejména pak zachovani rozmanitosti rostlin, ketré diky
schopnosti poutat slunecni energii a ukladat ji v chemickych vazbach organické hmoty, vytvareji
predpoklad pro existenci dalSich forem Zivota. Z celkovych 290 tisic druhti rostline je asi 100 druhti
rostlin patficich k 37 rodtim je oznacovano jako vyznamné plodiny a pres 800 dalSich druhti byva
oznacovano jako plodiny minoritni. Péstovanim a pozdéji zamérnym Slechténim vznikla v ramci
téchto druhii obrovska vnitrodruhova genetickd diverzita, reprezentovana krajovymi a Slechténymi
odriidami a jinym genetickym materidlem, ktery je spolu s planymi pfibuznymi druhy oznacovan
jako genetické zdroje rostlin (GZR). Geneticka diverzita zemédélskych plodin ma zaklad v jejich
planych predcich a vyvijela se v priibéhu jejich péstovani, kdy vybérem a vlivy prostfedi vznikala
Siroka Skala krajovych (Holubec et al., 2017) i dalSich odrad.

VétSina kvetoucich rostlin se reprodukuje procesem opyleni, jehoZ zakoncCenim je vznik klic¢ivé
diaspory - semene.

Uchovéni jak planych druht tak i $lechténych odréid ve formé semennych vzorkti ma v CR na
starosti Genova banka Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby v Praze - Ruzyni (VURV, v.v.i.).
Zékladni povinnosti GB VURYV je uchovani krajovych odriid ceské provenience a zérovefi planych
druht rostlin s potencidlem uZiti ve Slechténi. Za timto icelem vznikl v 1993 program na ochranu
GZR (Narodni program konzervace a vyuziti genetickych zdroji rostlin), ktery definoval dalsi
zachazeni s GZR (Dotlacil et al., 2013). Ukolem genovych bank je béhem shromazdovani a
oSetfovani semennych vzorki GZR zachovani Cistoty odriidy nebo druhu, zachovani vhodné trovné
klic¢ivosti a v neposledni fadé zachovani odpovidajiciho zdravotniho stavu semen. Tyto ukoly jsou
doplnény o dlouhodobé uchovani GZR pro potfeby budouciho Slechténi.

ProtoZe neni moZné prijmout k dlouhodobému uskladnéni semena poskozena, nemocna, chemicky
oSetfena, nabizi se moZnost vyuZit nejnovéjSi poznatky pro oSetfeni semen v podobé novych
fyzikalnich metod. Tyto metody jsou v soucasnosti popularni pro svoji jednoduchou aplikaci a
nizkou finan¢ni naroc¢nost. Mezi tyto metody lze zafadit metodu plazmatického oSetfeni semen
prostfednictvim riznych typt plazmatického vyboje. Vyhodou této metody, béZné oznacované jako
nizkoteplotni plazma, je sniZeni fytopatogenni zatéZe povrchu semen, nékteré modifikace povrchu
semen, aktivace enzymatickych a metabolickych drah vedoucich ke kliceni a to vSe metodou
Setrnou k Zivotnimu prostredi.

Predkladana prace se vénuje tpravé semennych vzorkii GZR pred setim metodou nizkoteplotniho
plazmatického vyboje ve vakuu. Metoda vakuového nizkoteplotniho plazmatického vyboje (LTVP)
byla vybrana na zakladé velikosti a hmotnosti pouZitych semen. BéZné v literatufe uvadéné metody
tzv. DBD plazmatického vyboje nebo Gliding Arc vyuZivaji k vyneseni elektického vyboje mezi
elektrodami proudu inertniho plynu, ktery ale mutzZe vzorky s lehkymi a drobnymi semeny
defragmentovat. Dalsi vyhodou LTVP mtze byt nizsi teplota vyboje neZ u predchozich metod. Jiz
byl prokazan vliv nizkoteplotniho plazmatu na uspéSné sniZeni fytopatogenni zitéZe semen a
zdravotniho stavu, také byl prokdzdn vliv na aktivaci kli¢eni a vzchazeni a téZ na tvorbu



pravidelného porostu v polnich podminkach a stejné tak i vliv na mnoZstvi biomasy a aktivaci
riznych metabolickych drah.

VétSina dosud publikovanych studii nepokryvala vliv LTVP na dlouhodobé uloZena semena. Pfinos
této prace spociva zejména ve studiu a ovéfeni vlivu oSetfeni LTVP na dlouhodobé uloZené
semenné vzorky pouZivanych plodin s drobnymi (fepka, len) i vétSimi (obiloviny) semeny. VyuZiti
vSech zminénych vyhod, které nizkoteplotni plazma nabizi, jej pfedurcuje k dalSimu vyzkumu,
ktery mize ovlivnit zvySeni kvality skladovaného osiva v genovych bankach, délku skladovani ¢i
zlepsSit parametry kliceni a vzchazeni v polnich podminkach.



2. Literarni prehled

2.1. Kliéeni

VétSina kvetoucich rostlin se reprodukuje mechanismem opyleni, dvojitého oplozeni a tvorbou
cévnatych rostlin (Linkies et al., 2010). Nasledné kliceni semen je komplikovany fyziologicky
proces, pocinajici absorpci vody (imbibici) a je zakoncen vyvojem kotene (Attri et al., 2021; Staric¢
et al., 2020; Adhikari et al., 2019). Uspésné vykliceni a vyvoj zdravé utvarenych semenacti jsou
faktory, hrajici zasadni roli pfi rozmnozovani planych i kulturnich druht rostlin, pro rozsifovani
populaci a rychlé zotaveni z perturbaci (de Melo et al., 2015). Kliceni je kritickou fazi vyvoje
rostliny (Gelmond, 1978), které zahrnuje komplex fyziologickych (Yamaguchi, Nambara, 2006)
procesi pocinajicich absorpci vody (Bewley et al.,, 2013; Rajjou et al.,, 2012) suchym, plné
vyzralym semenem aZz po ukonceni vyvoje diferenciaci pletiv embrya, tvorbou embryonalni osy
(Bewley et al., 2013) a perforaci semennych obalt radikulou, kdy nastava rozvoj semendaciti (Rajjou
et al., 2012). Aby se zvySila produkce zemédélskych rostlin, je Zadouci rovnomérné kliceni a
vzchazeni semen po vysevu. Pfedtim, neZ miiZe semeno zacit s rozvojem procesti vedoucich ke
kliceni, musi byt ukonceny faze priprav (Miransari, Smith, 2009). Ty zavisi na metabolickém stavu
semene, zejména na dostupnosti rezervnich latek (Aguire et al., 2018; Baud, 2018; Gallardo et al.,
2008; Wang et al., 2015; Miernyk, Hajduch, 2011), které se k embryu dostavaji prostfednictvim
specifickych enzym a drah (Miransari, Smith, 2009).

Kliceni se tradicné popisuje jako proces, ktery zahrnuje 3 faze (Nonogaki et al., 2010). V prvni fazi,
kdy semeno nastartuje procesy, vedouci ke kliceni je absorpce (imbibice) vody (Toole et al., 1956).
Dehydratace a rehydratace béhem vyvoje a zrani semene a jeho kliceni jsou spojeny také s vysokou
urovni oxidativniho stresu, coz ve vysledku vede k poSkozeni DNA (Curien et al., 1998). Ve druhé
fazi kliceni se iniciuji metabolické procesy (Nonogaki et al., 2010), kdy se opétovné spojuji jedno- a
dvouretézcové zlomy DNA pomoci DNA ligazy (Rajjou et al., 2012). Enzymatické reparace DNA
béhem kliceni dokazuje navySeni mnozstvi enzymii, které se na opravé v prvnich stadiich kliceni
podili (Macovei et al., 2011). Posledni, tfeti fazi kliceni je prorastani radikuly skrz semenné obaly
(Nonogaki et al., 2010).

2.2. Chemické slouceniny vazané na procesy kli¢eni

Kyslikové nebo dusikové radikaly (ROS, resp. RNS) mezi které se Fadi superoxidové anionty (*0%),
singletovy Kkyslik (*O), hydroxylové radikaly (*OH’) nebo peroxid vodiku (H.O), jsou podle
Abrantes et al. (2021) hlavnimi spoustéci fady reakci v bunikach. Béhem suchého skladovani semen
dochazi pfi zvyseni obsahu vody v semeni ke spusSténi procesti spojenych s respiraci, ¢imz dochazi
k tvorbé H,O, (Wojtyla et al, 2016) ¢i dalSich ROS. Jejich ptisobenim mizZe dochazet k oslabeni
tvorby kyseliny abscisové (ABA), plisobici proti ROS (Diaz-Vivancos et al., 2013; El-Maarouf-
Bouteau et al., 2015) a tim k oslabeni dormance vedouci ke starnuti semen (Kumar et al., 2015;
Chen, Arora, 2011). ZvySeni respiracniho metabolismu semene v hydratovaném stavu zvySuje také

produkci superoxidového aniontu (+0*) béhem vytoku elektronti z transportu elektrolytd
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mitochondrii s naslednou dismutaci v H,O, (Wojtyla et al., 2016).

Malonyl-di-aldehyd (MDA) je v prostiedi oxidativniho stresu produktem membranové peroxidace a
je casto pouZivan jako hlavni indikator lipidové peroxidace a poSkozeni membran (Liu et al., 2013;
Yuan et al, 2010). LTP dokaZe redukovat lipidovou peroxidaci v membranach zvySenim
antioxidacni aktivity, signifikantné snizujici obsah MDA indukovaného za piisobeni stresu ze sucha
(Ling et al., 2015). Stejny zavér poskytla také studie Yin et al. (2005), kdyZ bylo zjiSténo, Ze obsah
MDA byl po oSetreni rajcat LTP signifikantné sniZen (Yin et al., 2005).

Superoxiddismutaza (SOD) je enzym obsahujici kovy, které katalyzuji rozklad superoxidovych
radikald na kyslik a peroxid vodiku. Tento enzym byl nalezen ve vSech zkoumanych aerobnich
organismech, kde hraje hlavni roli v ochrané proti redukovanym formam kysliku, které vznikaji
jako vedlejsi produkty mnoha biologickych oxidaci. Tvorba kyslikovych radikalti mtize byt déle
zesilena béhem nepfiznivych vlivi prostiedi, a proto se predpoklada, Ze SOD je dilezita pro vznik
tolerance rostlin vii¢i stresu. V rostlindch existuji tfi formy enzymu, které se déli podle aktivnich
iontd: 1. méd/zinek, 2. mangan a 3. Zelezo. Aktivita enzymu superoxiddismutazy (SOD) se v
kontrolnim materialu pokusu Leprince et al. (1990) béhem prvnich 96 h kliceni zvySila pétinasobné.
VysuSeni mélo za nasledek vyrazné sniZeni aktivity SOD béhem vysouSeni a to zejména v odbérech
po 24 a 48 h. Aktivita klesla 20krat u odbéru po 24 h z 2-10 jednotek-1 na 0-12 jednotek-1 (mg
proteinu)-1 s mensim poklesem ve starSich vzorcich (Leprince et al., 1990).

2.3. ZlepSeni procesu kli€eni semen a kli¢ivosti

Také pro sniZeni fytopatogenni zatéZe a zamezeni prenosu patogenti na povrchu semen a pro
zajisténi ochrany klicici a vzchazejici rostliny je osivo moreno. Béhem 20. stol. byla vyvinuta fada
pesticidnich preparatti na ochranu semen a rostlin béhem kli¢eni a vzchéazeni. Vzhledem k obavam z
negativniho vlivu uZivanych pesticidi na zdravi Clovéka a Zivotni prostfedi prijala EU
prostfednictvim smérnice 2009/128/ES povinnost uplatiiovat systém integrované ochrany rostlin,
mezi které patfi také uprednostiiovani alternativnich metod ochrany rostlin namisto standardné
pouzivanych chemickych metod. Tento pristup se uplatiiuje také u problematiky osiv.

Osetfeni riznymi typy fyzikalnich metod (Al-Bachir, 2007), jako jsou napf. magnetické pole, zareni
gama, laser a elektrické pole, ionizujici zafeni, ultrazvuk, svétlo, teplo ¢i naopak chlad (Kwon et al.,
2001) nebo nizkoteplotni plazma — LTP (Attri et al., 2020), je inovativni oblasti vyzkumu pro
zlepSeni vynosi plodin.

K prekonani vSech vyse zminénych problémt se naskyta vhodné oSetfeni plazmou. OSetfeni semen
plazmou je pristup, ktery byl navrZzen k usnadnéni kliceni semen a dalSiho vyvoje semenact
(Randeniva, de Groot, 2015).

V soucasnosti si netermalni/nizkoteplotni plazmové (LTP) technologie ziskaly velkou pozornost
svoji bezpecnosti, efektivitou, rychlou reakéni dobou, nizkou aplikac¢ni teplotou, kterd Setii
Zivotnost semen (Attri et al., 2020) stimulujici kliceni, rist rostlin a vynos (Li et al., 2016; Jiang et
al., 2014; Bormashenko et al., 2012; Zhou et al., 2011) s pozitivnim vlivem na preruSeni dormance
a inaktivaci nezZadoucich mikroorganismii (Junior, 2016), suchym prostiedim béhem aplikace,



ekologickym pristupem bez rezidui a mutagennich vlivi (Foster, 2017; Zhou et al. 2016; Jiafeng et
al., 2014; Kolb et al. 2008; Shashurin et al. 2008), snadnou dostupnosti (Attri et al., 2020) a stale se
zvysujicim se mnoZstvim vyuZiti (Attri et al., 2020).

2.4. Plazma

Plazma tvori vice nez 99 % viditelné hmoty ve vesmiru. Sklada se z kladnych iontd, elektrond nebo
zapornych iontl a neutrdlnich c¢astic (Chu, Lu, 2014). Fyzikalni teorie definuje plazmu jako
neutralni ionizovany plyn, ktery predstavuje cCtvrty a energeticky nejvyssi stav hmoty po pevnych
latkach, kapalinach a plynu (Moreau et al.,, 2008). Pokud dojde k vyraznému dodani energie
prostfednictvim napf. elektrického vyboje, dojde k emitaci elektronti z atom, které se navzajem
mohou srazet a tim davaji vznik dalSim casticim, v elektrickém poli dale urychlovanym. Konecnou
fazi takto elektricky vybuzeného plynu je vznik, tzv. ionizovaného plynu nebo plazmy (Chu, Lu,
2014).

2.5. Typy plazmovych technologii

Lze rozliSit vysokoteplotni plazma (Tanakaran, Matra, 2021), které vznika za vysokého tlaku (>10
kPa), pak nizkoteplotni plazma (LTP) s nizkymi provoznimi teplotami, které nepoSkozuji povrch
osiva a aktivuji nékteré vlastnosti osiva pred vysevem (Attri et al., 2020; Ito et al., 2018; Cheng et
al., 2015). Dalsim hlediskem ¢lenéni plazmovych technologii mtize byt typ pouZitého elektrického
zdroje k vyvinu vyboje, kdy lze vyuZit stfidavého nebo stejnosmérného proudu (Shi, 2017;
Schoenbach, Becker, 2016). Také lze tyto technologie délit dle frekvence generatoru vyboje na
nizkofrekvencni (Chu, Lu, 2014) a vysokofrekvencni (Chu, Lu, 2014; Kang et al., 2011; Stoffels et
al., 2002), pripadné pulzni (Wallsh, Kong, 2007). V zavislosti na pouZitém provoznim tlaku lze LTP
rozdélit na vakuovou / nizkotlakou plazmu a vysokotlakou plazmu (Tanakaran, Matra, 2021).
Zakladni i aplikovany vyzkum nizkoteplotni plazmy za atmosférického tlaku nebo vakua
exponencialné roste v poslednich dvou dekadach (Schoenbach, Becker, 2016) a bylo aplikovano
pomoci fady technik.

2.6. Vliv nizkoteplotni plazmy na rostliny

Nizkoteplotni plazmové technologie za nizkého i stfedniho tlaku a za rtzné doby oSetfovani
prokazaly vliv na rizné vyvojové faze semen a semenact a jejich fytopatogenni zatez. Za vhodnych
podminek se urychli absorpce vody a Zivin, coZ podporuje kli¢eni semen (Laroussi et al., 2003;
Mendis et al., 2003). Zejména permeabilita plazmatické membrany a obsah malonyl-di-aldehydu
(MDA) byly ve srovnani s kontrolou vyznamné sniZeny, coZ sniZilo nebo dokonce zabranilo
poskozeni membrany peroxidaci (Huang, Yi, 2010). Vyboj LTP vytvari rizné radikaly kysliku nebo
dusiku, nékdy souhrnné oznaCované jako RONS (Priatama et al., 2022), dale pak nabité castice,
ionty a UV svétlo, které maji pozitivni vliv na semena (Laroussi, 2002). LTP stimulovalo aktivitu
SOD i POD u semenaci rajcat (Henselova et al., 2012; Jiang et al., 2014), ma statisticky prtikazny
pozitivni vliv na potencial a index klicivosti, rychlost kliceni, vysku klicenci (MLS), délku kotenti
(MLR) a dale také na pocet kotfend (Hui et al., 2020). Ji et al. (2016) prokazali zvySenou hladinu
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chlorofylu a celkového obsahu polyfenolti v semenacich Spenétu po oSetfeni LTP (Ji et al., 2016).

2.7. Dlouhodobé skladovani

Uchovavani semennych genetickych zdrojt rostlin v genovych bankach je predmétem naplné casti
Nérodniho programu genetickych zdroji rostlin, zvitat a mikroorganismii vyznamnych pro vyZzivu a
zemédélstvi (NPGZ), ktery hraje klicovou roli v ochrané genofondu kulturnich rostlin ex-situ
(Aubry, 2023; Borner, 2006). Pfi dodrZeni odpovidajicich podminek béhem skladovéni, je mozZné
uchovat Zivotaschopnost po dobu desitek let (Aubry, 2023). Béhem tohoto obdobi ovSem dochazi k
poklesu klic¢ivosti semen, ktera je pravidelné monitorovana (Don, 2009). Timto procesem je
kontrolovana pouze vitalita semen, nejedna se o stimulaci klic¢ivosti. Doposud neexistuje studie,
ktera by zohlednila nastup novych technologii kvantového zemédélstvi (Govindaraj et al., 2017) do
podminek genovych bank a dlouhodobého skladovani semen, zaméril se tento pokus na zhodnoceni
vhodnosti pouzivani technologie nizkoteplotniho plazmatu ve vakuu.
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3. Hypotézy a cile

3.1. Cile prace

¢ optimalizace metod fyzikalniho oSetfeni semen
e hodnoceni vybranych rastovych a fyziologickych parametri

¢ demonstrace pozitivnich efektt fyzikalniho oSetfeni semen

3.2. Hypotézy

e (OsSetfeni nizkoteplotnim plazmatem zvySuje vitalitu osiva a procento klicivosti.
* Po oSetieni plazmou se méni aktivita enzymt spojenych s procesem kliceni

e (Osetfeni plazmou ma vliv na zvySeni procenta kli¢ivosti u rizné dlouho uchovavaného osiva
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4. Experimentalni ¢ast a vysledky

4.1. Aplika€ni aparatura vakuové nizkoteplotni plazmy

K oSetfeni semen bylo pouZito experimentalni aparatury, pocitacem Fizeného komercniho pfistroje
Plasonic AR-550-M generujiciho nizkotlakou aZ vakuovou (dle nastaveni) nizkoteplotni plazmu
(LTVP) prostrednictvim stacionarniho mikrovinného zdroje Plasonic MAL 1200, katedry
zemédélské, dopravni a manipulacni techniky JCU v Ceskych Budéjovicich. Aparatura byla
dodatecné modifikovana od piivodniho vyrobku, zejména rozSifena o dalSi moZnosti vyuziti.
Sestava byla sloZena z jednotlivych modulii, jeZ zahrnovaly olejové vakuové rotacni Cerpadlo
Leybold D16A Trivac (399,3 1 x min™), vakuovy hlinikovy recipient o objemu cca 10 1 pro vzorky
do néhoZ usti cca 10 cm nade dnem staciondrni generator mikrovinného elektrického vyboje
(magnetron). Ridici a kontrolni jednotky zaznamenévajici pracovni tlak a teplotu v recipientu, dobu
oSetfovani a zakladni ovladaci prvky, jako je hlavni vypina¢ a bezpecnostni jistic ¢i manualni
ovladani magnetronu, jsou umistény ve standardizované skfini (tzv. rack) spolecné s modulem
pocitaCe, jeZ inicializuje, nastavuje, fidi a kontroluje samotny proces oSetfeni.

4.2. Rostlinny material

K testu bylo pouzito 11 odrid 5 riznych druhfi. Zastoupené semenné vzorky reprezentuji 3 druhy
obilovin s celkem 5 odridami a 2 druhy olejnatych drobnosemennych zastupci s 6 odridami, viz.
Tab. 1. Celkem bylo do vSech uskutecnénych testi pouzito cca 64 000 semen.

Tab. 1. Seznam rostlinného materidlu pouZitého k testovani.

Cislo ECN (narodni Rod a druh Kultivar
vzorku evidencni ¢islo)

1 01C0100139 Triticum aestivum Ruska Cervenozrnna
2 01C0204799 Triticum aestivum Granny

3 03C0700959 Avena sativa Ulan

4 03C0700967 Avena sativa Risto

5 01C0501836 Hordeum vulgare Kompolti 4

6 05X1100395 Linum usitatissimum Nsl.c.547

7 05X1100390 Linum usitatissimum N-9/62/K3/B

8 05X1300255 Linum usitatissimum Lino Grossenau
10 1500100097 Brassica napus f. napus Skrivenskij

11 1500100214 Brassica napus f. napus Sv7473

12 1500100218 Brassica napus f. napus MAH-2
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4.3. Zakladni parametry hodnoceni kliéeni a kli€ivosti

Pro hodnoceni byly pouZity parametry, indikujici procento kliCivosti (SG), rychlost kliceni (GR),
sttedni dobu kliceni (MGT) a index kliCivosti (GI). Na tyto testy navazuje dale index vitality
semenact (SVI), ktery kombinuje jak klicivostni, tak morfometrické charakteristiky.

Od kaZdé varianty oSetfeni plazmou bylo vybrano 30 ks semen ve tfech opakovanich, ktera byla
vloZena do Petriho misek o priméru 90 mm. U nékterych genotypii bylo nutné pouZit mensi
mnoZstvi semen z diivodu jejich nedostatecné zasoby v GB.

Semena byla z obou stran zakryta filtracnim papirem (Roy et al., 2018) KA 2 (Papirna Pernstejn
s.r.0., CZ) o priméru 90 mm. Takto zakryta semena byla ovlhcena destilovanou H,O (Iranbakhsh et
al., 2017; Roy et al., 2018) o objemu 5 ml.

Pripravend semena byla vloZena do klimatizované komory Sanyo Incubator MIR 252 (Sanyo
Electric Co., Ltd., Japonsko) a inkubovana pri teploté 20 °C (Li et al., 2017), za tmy (Don, 2009).

Semena byla povaZovéana za vykliCend, kdyZ délka kofinku cinila polovinu podélného priméru
semene (Jiafeng et al., 2014). Pocet vykli¢enych semen a dal$i parametry byly zaznamenavany
kazdych 24 h (Roy et al., 2018) po dobu 5 dnti a posledni hodnoceni probihalo v 7. den, dle
metodiky ISTA (Don, 2009), kdy byl test ukoncen.

U vSech vyklicenych semen byl zaznamenavan pocet vyklicenych semen, délka kotene, délka
stonku, pritomnost déloznich listi a pocet poSkozenych pripadné fytopatogenné poskozenych
semen nebo semenact.

Statistické hodnoceni ukézalo fadu rozdilti mezi jednotlivymi variantami oSetfeni a kontrolou. Bylo
prokazano, Ze existuji rozdily v citlivosti k oSetfeni LTP mezi genotypy i v ramci jednotlivych
odriid. Zhodnocenim kolekce pSenice se ukazalo, Ze oSetfeni LTVP snizilo SG3 oproti kontrole,
ovsem pii hodnoceni GR jiZ byly hodnoty s kontrolou vyrovnany. Tomu odpovidaji i vysledky pro
MGT, kdy doslo u vétSiny genotypt ke zkraceni stfedni doby kli¢ivosti. Variabilni hodnoty byly
zaznamenany i GI odridy pSenice ,Granny‘.Podobné vysledky byly zaznamenany dale u vSech
odrid Inu a fepky. Obiloviny oves a jeCmen ovSem vykazaly priikazné sniZeni jak SG3 a GR, tak
ale i zvySeni hodnot MGT a priikazné snizeni GI.

Zavér: Je mozné konstatovat, Ze pozitivni vliv LTVP byl prokazan u Inu a fepky, zatimco u pSenice ,
ovsa a jeCmene byly zaznamenany variabilni vysledky. Také je moZné konstatovat, Ze dlouhodobé
uloZena semena reagovala intenzivné€ji na jednotlivé varianty oSetfeni neZ semena kratkodobé
uloZena.

4.4. Morfometrické hodnoceni

Délka kofent (MLR) a stonkt (MLS) byla méfena dle Roy et al. (2018), soucasné s hodnocenim
poctu vyklicenych semen kontinualné v kazdy termin hodnoceni (1.-5. a 7. den), kdy u vSech
vyklicenych semenact nedestruktivni metodou standardizovanym milimetrovym meéfidlem (typ
28101, Koh-i-noor Hardmuth, a.s., Praha, CZ).

Vysledky ukazuji nizsi prikaznost vlivu LTVP na morfometrické vlastnosti, ale i zde je mozné
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zaznamenat pozitivni vliv LTVP u odridy pSenice ,Ruskd Cervenozrnna‘ ve znaku SVI nebo u
fepky odridy ,Sv7473‘a znaku MLS. Odridy ovsa a jeCmene reagovali podobné jako u
predchoziho hodnoceni. Doslo k pritkaznému sniZeni hodnot SVI, coZ koresponduje se sniZenymi
hodnotami MLR a MLS, zejména u odrtidy ovsa ,Ulan‘ a ,Risto°.

Zavér: OSetfeni semen LTVP prokazatelné méni morfologické charakteristiky mladych semenaca.
Vyrovnané vysledky morfologickych charakteristik byly zaznamenany u Inu a fepky, zatimco u
obilovin bylo zjiStény vysledky variabilni a zejména pluchaté odridy Inu a je¢Cmene pozastavily
vyvoj semen a nasledné i mladych rostlin.

4.5. Vyskyt fytopatogennich organismli

Béhem zkouSky kliCivosti bylo provadéno hodnoceni poctu poskozenych semen riznymi
fytopatogeny. Dalsi hodnoceni vyskytu fytopatogennich organismt probihalo kultivaci vzorkt
semen kontrolni a oSetfenych variant na Zivném agarovém médiu (Potato Dextrose Agar - PDA) v
fedéni 0,39 % a dale sterilizovaného pfi 121 °C na pracovisti Genetika a Slechtitelské metody
VURV. Fytopatogenni organismy byly identifikovany mikroskopovacimi technikami a druhové
diverzita a pocet byl klasifikovan pomoci Biirkerovy komtirky.

V ramci kolekce odrid pSenice nedoslo k ovlivnéni vyskytu houbovych kolonii, pouze u odridy
,Ruska Cervenozrnna‘ v periodé P20 a varianté T2 ve srovnani s kontrolou dosSlo k navySeni poctu
kolonii. Naopak u odrtidy jeCmene ,Kompolti 4° doslo v P20 ke sniZeni poctu kolonii u oSetfenych
variant ve srovnani s kontrolou. Podobny vysledek byl dale zaznamenan u Inu ,Nsl.c.547¢ v P1, kdy
doslo také ke sniZeni poctu houbovych kolonii po osSetfeni LTVP. U odridy fepky ,Skrivenskij*
doslo v pfipadé poctu houbovych kolonii ke sniZeni, nicméné se nejedna o statisticky priikazny
vysledek. Vysledky u ostatnich druhti a odrid jsou nepriitkazné nebo znacné variabilni a to vcetné
poctu kolonii baktérii, u kterych lze zaznamenat rozdily v poctu kolonii, ale tyto rozdily nejsou
prukazné.

Zavér: oSetfeni semen LTVP prokazal slaby vliv na vyskyt houbovych a bakteridlnich organismti na
semenech. K priikaznému sniZeni doslo v pripadé odridy jecmene ,Kompolti 4° u dlouhodobé
uloZenych semen.

4.6. Enzymaticka a antioxida€ni aktivita

Hodnoceni sledovanych znaki jednotlivych genotypti prokazalo vliv plazmatického oSetfeni semen
na aktivitu enzymatickych drah v priibéhu procesu kliceni. Déle byl potvrzen vliv LTVP na vSechny
sledované charakteristiky u vSech druhi a odrad.

Je mozné konstatovat, Ze po oSetfeni LTVP doslo k nartistu hodnot SOD po osetfeni LTVP u odrtdy

pSenice ,Granny‘ a ovsa ,Ulan‘ i ,Risto‘. PSenice ,Ruska Cervenozrnna‘ a jeCmen odridy ,Kompolti
4¢ nebyly hodnoceny pro nedostatek semen. Vysledky hodnoceni SOD u olejnatych odrid Inu a
fepky ukazaly naopak pokles hodnot, v nékterych pripadech nebyla zména statisticky prikazna. Po
oSetfeni LTVP doslo témér u vSech genotypt k poklesu obsahu MDA v semenech. Vyjimkou jsou
vSechny odriidy Inu v periodé P1 a P10 a dale odrtida fepky ,Sv7473‘ v periodé P1 a P20. Vysledky
hodnoceni obsahu celkovych polyfenolii (TPC) ukézaly, Ze po oSetfeni LTVP doslo ke zvySeni
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jejich obsahu. Vyjimkou byly odrtida fepky ,Skrivenskij‘ v periodé P1 a ,MAH-2° v periodach P1 a
P10. Celkovy obsah flavonoida (TFC) byl po oSetfeni LTVP statisticky priikazné zvySen u pSenice
,Granny‘, obou odrtid ovsa a jeCmene odridy ,Kompolti 4‘. Naopak sniZeni mnoZstvi TFC bylo
zaznamenano u pSenice ,Ruskéa cervenozrnna‘ v periodé P1, Inu odridy ,Nsl.c.547¢ u dlouhodobé
uloZenych semen, u vSech period odriidy Inu ,N-9/62/K3/B¢ a nepriikazné u odriidy Inu ,Lino
Grossenau‘ ve vSech periodach. Také vysledky vSech odrid fepky ukazaly sniZeni hodnot TFC.
Celkova antioxidacni aktivita (TAC) ukazala vyssi variabilitu, kdyZ u obou odrid pSenice, ovsa, a
Inu odrid ,Nsl.c.547¢ vSech period a ,Lino Grossenau‘ v periodach P1 a P10 doslo ke statisticky
prikaznému sniZeni TAC, zatimco odrtida jeCmene ,Kompolti 4, Inu ,N-9/62/K3/B* v periodé P10
a dale pak ,Lino Grossenau‘ také v periodé P10 a nakonec u odrtdy fepky ,Sv7473¢ v P20 doslo ke
zvySeni antioxidacni aktivity.

Zavér: OsSetfeni LTVP prokazatelné méni aktivitu antioxidacniho enzymid (SOD) a obsah
antioxidacné aktivnich sloucenin MDA, TPC a TFC. OSetfeni LTVP iniciovalo vyssi produkci
SOD, celkové antioxidacni aktivity a celkového obsahu polyfenol (TPC) a flavonoidi (TFC) u
obilovin, naopak dosSlo ke sniZeni obsahu TFC a celkové antioxidacni aktivity (TAC) u Inu a repky.
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5. Posouzeni stanovenych hypotéz

H: Osetreni nizkoteplotnim plazmatem zvySuje vitalitu osiva a procento kliivosti.

* Hypotéza byla potvrzena jen Castecné. Prikazné se potvrdil pozitivni uc¢inek LTVP na
kli¢ivost psSenice seté, Inu a fepky. U pluchatych odriid ovsa a jeCmene doslo naopak k
negativn9mu ovlivnéni kliceni a dalSiho vyvoje semenacu.

H: Po oSetieni plazmou se méni aktivita enzymu spojenych s procesem kliceni.

e Hypotéza byla potvrzena. Plisobeni LTVP na biosyntézu antioxidacnich sloucenin a jejich
aktivitu byla potvrzena téméf u vSech odrtd sledovanych druhti

H: Osetfeni plazmou ma vliv na zvySeni procenta kliCivosti u osiva uchovavaného po rtizné dlouhou
dobu.

e Hypotéza byla potvrzena u pSenice ,Granny*‘ periody P20, Inu periody P20 a fepky v P20. V
téchto pripadech doSlo po prvotnim sniZeni kli¢ivosti v parametru SG3 k vyrovnani hodnot
klicivosti s kontrolou a v nékterych pripadech také k prekroCeni hodnot kontroly (fepka
,Skrivenskij‘) v parametru GR.

e Hypotéza nebyla potvrzena u pluchatych odrid ovsa vSech period a testované odrudy
,Kompolti 4° je¢mene period P10 a P20. V téchto ptipadech doslo k priikaznému propadu
klicivosti a dalSich sledovanych parametrd, vcetné dalStho vyvoje semenact vsech
sledovanych period uloZeni.
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