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Abstrakt:

Cilem prace bylo vyhodnotit vliv hustoty vysevu na vynosové parametry
konopi setého a nasledné vyhodnotit biologickou G¢innost vyluhu lyofilizovanych

kvéth a listhh odebranych v riizné fazi vyvoje z raznych hustot vysevu a obou lokalit.

Konopi seté (odrada Tiborszallasi) byla zaseta na stanovisti v Ceskych
Budé¢jovicich a v Ponésicich u Hluboké nad Vltavou pfi tiech hustotach vysevu a to:
100, 200 a 300 rostlin na m?. U porostu byly sledovany nasledujici parametry: vyika
rostlin, susina listli, stonku, kvétl, ptipadné pocet a hmotnost semen, celkovy vynos
susiny a vynos semen. Byl sestaven specificky postup pfipravy a aplikace vyluhu na

konopi pro test citlivosti na fibroblastoidni linii savéich bunék 1.929.

Jako vynosové vhodnéjsi se jevilo stanovisté PoneSice s primérem 5 t/ha
susiny biomasy a 2,1 t/ha semen. |Vliv hustoty vysevu byl prikazny pro vSechny
parametry ve fazi zrani semen V PonéSicich, kde byly u variant dosazeny planované
pocty rostlin. Biologicky test vyluhu konopi setého jednozna¢né prokazal zavislost
mezi fedénim vyluhu (dédvkou) a Gi¢inkem na fibroblastoidni buné¢nou linii L929 pro
pramérnou dobu zdvojeni, byl zaznamenan stimula¢ni efekt a z vysledkd se da

usuzovat na rozdilnou reakci bunééné kultury v rdmci pozorovanych parametra.

Klicova slova: Konopi seté, hustota vysevu, sekundarni metabolity, sav¢i tkanové

kultury, bunéény rtst



Abstract:

The aim of this thesis was to find out how the density of seeds effects the
yield parameters of hemp and subsequently to evaluate biological efficiency of
infusions from lyophilizated flowers and leaves that were sampled in different

developmental stages from different densities of both areas.

Hemp (Cannabis sativa), Tiborszallasi variety was used for a small area
experiment, which was seeded in Ceské Budgjovice and Ponésice. For our research

we chose three densities of plants, 100, 200 and 300 plants per one square meter.

We assembled a specific procedure of infusion preparation and its application
on fibroblastoid line of mammalian cells L929 to be able to carry out tests of

sensitivity of these cells in presence with this infusion.

The place Pongsice had higher yields than Ceské Bud&jovice with average the
biological yield 5 t/ha of dry biomass and the yield of seeds 2,1 t/ha. The effect of
seed density on all parameters at stage of seed maturation was statistically
significant in Ponésice, where all variants of plant density achieved planned numbers

of plants.

The biological test of hemp infusion clearly proved dependency between
infusion dilution and its impact on fibroblastoidal cells line L929 for the average
period of duplication. The stimulative effect was observed and from the results we
can deduce different reactions of cell culture in case of observed parameters.

Key words: hemp, sowing density, secondary metabolites, mammalian tissue

cultures, cell proliferation






SEZNAM ZKRATEK

AM-57-TS- stabilizovana bunécna linie (epiteloidni buiiky) derivovana z lidského
amniové¢ tkang.

BHK-21 (C13)- stabilizovana bunééna linie (fibroblastoidni buiiky) derivované
Z ledvin jednodenniho syrského kiecka.

DETROIT 6 - stabilizovana bunécné linie (epiteloidni buiiky) derivovana ze staré
kostni dfené punkci pacienta s rakovinou plic.

GMK- stabilizovana bunécna linie (epiteloidni bunky) derivované z primokultury
ledvinovych bunék opice (Cercopithecus aethiops).

HelLa- stabilizovana bunétna linie (epiteloidni buiky) derivované z lidského
karcinomu kiecka.

L- stabilizovand buné¢na linie derivovana z mysi pojivové tkang.

VERO- stabilizovana bunécna linie (fibroblastoidni buiiky) derivovana z ledvin
opice (Cercopithecus aethiops).

DMEM- Dulbecco's Modified Eagle's Medium

EBS- Epidermolysis Bullosa Simplex

ALS- Amyotrophic Lateral Sclerosi.

ECACC- European Collection of Cell Cultures

PBS -(Phosphate Buffer Saline) pufr pouzivany k oplachovani bun¢k béhem
pasazovani, piipadné pted fixaci.

SRR- specificka rustova rychlost
PDZ- primérna doba zdvojeni

MTT- (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyl tetrazolium bromide) test
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1. UVOD

Konopi a jeho produkty jsou v dnesni dobé velice aktudlnim tématem. Diskuse
probihaji v riznych rovinach, jednak ve vztahu k 1é¢ebnému potencidlu rostliny a
jednak z hlediska jeho Sirokého spektra vyuziti. Z tohoto diitvodu jsem si konopi seté
(Cannabis sativa L.) vybrala pro svou diplomovou praci, nic na tom nemeéni ani fakt,
ze se odruda Tiborszallasi, kterou jsem zvolila, byla vyslechténa za ucelem péstovani
pro zisk vlédkna, s nizkym obsahem THC (psychoaktivni slozky). Ziskavani extrakti
rizného charakteru a jejich biologické testovani, je zdkladem pro uvadéni fady
farmaceutickych & kosmetickych produktd na trh. V Ceské republice ma péstovani
konopi mnohaletou tradici. V minulém stoleti doslo sice k tipadku jeho péstovani a
vyuziti, V dnesni dob€ se nicmén¢ setkavame s renesanci a se snahou vyuZit potencial
rostliny v irokém odvétvi zpracovani. Konopi péstované v Cechach produkuje
kvalitni vlakno 1 semena. Zaroven je prosazované jako rostlina vhodna pro
ekologické zemédelstvi z divodu dobré odolnosti proti chorobam a skidcim,
z divodu fytosanitarni funkce a prevence proti zaplevelovani pozemku. Z hlediska
péstovani konopi existuji v Ceské republice vladni omezeni zejména z diivodu
obsahu biologicky aktivni slozky, sekundarnich metaboliti nazyvanych
tetrahydrokanabinoly. Povolené je péstovani konopi s obsahem t¢inné psychoaktivni
slozky mensi nez 0,3% a to pouze na zdklad€ ohlaSovaci povinnosti pfi ploSe nad 100
m? porostu a je povoleno péstovat pouze odrudy certifikované, uvedené na seznamu
povolenych odrid, pfi¢emZz nesmi byt ziskdvany pryskyfice a latky ze skupiny
tetrahydrokanabinold. Pé&stovani konopi set¢tho miize byt podporovano dotacnim
titulem a to pouze pokud neni obsah tetrahydrokanabinolti vy$si nez 0,2%. Od 1.
ledna 2014 je mozZné péstovat konopi s vy$§im nez vySe uvedenym mnoZstvim
psychoaktivni aktivni latky pro 1ékai'ské ucely a to pouze na zakladé udélené licence.

Konopi obsahuje Siroké spektrum sekundarnich metaboliti, které mohou mit
pfipadny terapeuticky ucinek. Nejvetsi pozornost je vénovana pro konopi typickym
kanabinoidiim, do které spadaji i vySe zminéné tetrahydrokanabinoly. ZjiStovani
obsahu a ucinku aktivnich slozek v rostlinach ptredchazeji biologické testy, které si

kladou za cil prokazat zavislost mezi jejich davkou a u¢inkem.



2. LITERARNI RESERSE

2.1 Botanicka charakteristika

Taxonomicky spada konopi seté (Cannabis sativa L.) do fiSe cévnatych rostlin,
odd€lenim krytosemennych, tfidy dvoudéloznych, fadu ruzovitych (Rosaceae).
Samotna ¢eled’ konopovitych rostlin (Cannabaceae) obsahuje dva rody a to rod
Cannabis a Humulus, znamy jako chmel. Studie Mukherjee et al. (2008) na zaklad¢
fylogenetického vyzkumu uvadi, ze v davné minulosti mohlo dochézet k urcitému
kiizeni mezi Cannabis sativa L. a Humulus
japonicus Sieb. et Zucc. (chmel japonsky) viz

obrazek ¢. 2.

Dle botanického c¢lenéni rozdélujeme rod
konopi (Cannabis) nejméné na 3 druhy.
Cannabis sativa L. konopi seté (obrazek ¢. 1),
které popsal v 18. stoleti Svédsky botanik Carl
Linné, dale na Cannabis indica L.- konopi
indické, popsané biologem Janem Baptistou o
dvé stoleti pozdé&ji a konopi ruderalni Cannabis
ruderalis, popsané D.E. Janischewskym (Hejny
a Slavik 1997).

Obrazek &.1: Rostlina konopi setého, foto Sarka Vlachova

Rod Cannabis L.-konopi

Jsou jednoleté byliny s ptimou tuhou lodyhou, ktera je hranata a drsnd, zejména v
horni polovin¢ zlaznaté chlupata. Listy jsou tapikaté, v dolni ¢asti lodyhy zpravidla

vstficné, v horni nejcastéji stiidavé, vzacnéji vSechny listy stiidavé, ve stfedni Casti



lodyhy 5-7 cetné, palistnaté, kvéty jsou jednopohlavné, dvoudomé, vzacnéji
jednodomé, prasnikové kvéty v fidkych uzlabnich nebo koncovych vrcholi¢natych
latach, pestikové kvéty ve velmi redukovanych vrcholi¢natych kvétenstvich (Casto
jen jeden kvét), skladajici husté, bohat¢ olisténé klasy. Nazky vejcovité az elipsoidni,
slabé zplostelé, se dvéma nevyraznymi kyly, hladké, obalené chrupavcitymi, dlouze
zaSpicat€lymi, na vnéj$i stran¢ kratce chlupatymi listeny. Semena se srpovité
zahnutym zarodkem (Hejny a Slavik 1997).

w7

Republiky (CR) je zplan&lé konopi neptivodnim druhem oznaéované jako adventivni

archeotyp s centrem rozsiteni ze stiedni Asie (Hejny a Slavik 1997).

Druh konopi seté (Cannabis sativa L.)

Konopi seté lze dale ¢lenit ve dva podstatné odlisné poddruhy, a to konopi plané
(Cannabis sativa ssp. spontanea) a konopi kulturni (Cannbis sativa ssp. culta).
Konopi plané zplafiuje a mé nizky silné¢ vétveny stonek s kratkymi internodii,
malymi listy a plody dosahuji hmotnosti tisici zrn (HTS) 5-10g (Miovsky et al.
2008). Kulturni konopi dosahuje HTS az dvakrat vétsi.

Konopi je charakteristické svou plasticitou, tedy reakci na rozlicné zplisoby a
podminky péstovani. Konopi kulturni je podle star$i literatury dale rozdélovano
podle Rybacka et al. (1965) na 4 geografické skupiny a to na jizni, stfedoruské,
severni a asijské. V dostupné literatuie se ale setkdme 1 s ¢lenénim na temperatni a
tropicky ekotyp, nebo dokonce s nazorem autort EISholy, Slade (2005), Ze rod
konopi zahrnuje pouze jeden vysoce variabilni druh a to konopi seté (C. sativa).
Naopak studie Mukherjee et al. (2008) usuzuje na zékladé analyzy jaderné
ribosomalni a chloroplastové DNA (deoxyribonukleové Kkyseliny) porovnané
s recentnimi sekvencemi DNA konopi setého, konopi indického (Cannabis sativa
subsp. indica (Lam.), chmele otac¢ivého (Humulus lupulus L.) a chmele japonského
(Humulus japonicus Sieb. et Zucc.), na dvé mozna centra vzniku rodu Cannabis (obr.
2). Tento predpoklad uvadi i studie allozymii 157 vzorkli konopi rozdilného
geografického ptivodu (Hillg 2005).



Humulus japonicus
56

100 Modern DNA sequence of
Canabis sativa

Archeological DNA sequence of
Canabis sativa

Canabis sativa
strain tochigishiro

68 Canabis sativa
subsp. indica

Humulus lupulus
Obrazek ¢. 2: Fylogeneticky strom, znazornujici podobnost sekvenci za pouziti

metody maximalni parsimonie. Piejato od (Mukherjee et al. 2008).

Biologicka charakteristika konopi setého

Koften kolmy, kulovity, kofinky vlase¢nicové, stonek je ptimy délky az 6 m, silny
3 az 60 mm, mlady stonek kulaty a duZnaty, starSi dfevnati a je 6 nebo 4 hrany,
nékdy ryhovany a v dolni &asti zGstavéa kulaty. Castmi stonku jsou lyko, dievovina a
dren. Lykova €ast je tvofena riznymi pletivy. N&které z bun€k pokozky rostliny jsou
pfeménény na zlaznaté chlupy viz. obrazek ¢. 3., parenchym obsahuje priduchy (10-
18/cm2), kolenchym zvySuje pruznost a pevnost stonku a sklerenchymem vede
rostlina asimilaty z listli do niZSich €asti rostliny. Dfevovina tvoii 1/2 az 2/3 objemu
stonku, dfen je sestavena z parenchymatickych bun¢k. Listy jsou dlanité, vicese¢né,
maji kopinaty tvar s pilovitym okrajem, kratké aZ stfedné dlouhé fapiky na vrcholu
rostliny hustéji osazené v horni &asti stiidav€ posazené ve stfedni vstficné.
Kvétenstvi sam¢i rostliny vyriistd z uzlabnich listh v latach s dlouhymi stopkami,
kvét s 5-6 kvétnimi Supinkami a 5 ty€inkami, vytvaii velké mnozstvi pylu. Samici
kvéty maji svrchni semenik s jednim vysunutym vajickem a dvéma nitkovitymi
dlouhymi bliznami, tvofi husté olisténé, +kratké slozité hrozny v nékolika vrstvach.
Plodem je vejcitd jednosemennd nazka sjemnym Sedo-Cernym mramorovanim

s velikosti a barvou zavislou na typu a odridé (Miovsky et al. 2008).
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Obrazek ¢.3: Pri¢ny fez stonkem konopi setého, mikroskopicky snimek z Motic Red
Line, Red-233, objektiv 10, Dino Eye C-Mount Camera, Sarka Vlachova: a)
kutikula, b) pokozka, c) svazky vlaken, d) parenchymatické pletivo e), dievovina f)
dren, g) trichom, popsano podle (Rybacek et al. 1965).

2.2 Riist a vyvoj konopi setého

Studium fenologie rostliny konopi setého je mimo jiné dulezité pro spravné
nacasovani sklizn€. Pfi vyuziti rostlin na vldkno je technologicka zralost, tedy
nejvyssi kvalita vlakna v dobé kvétu samcich rostlin. Pokud je rostlina konopi setého
zpracovavana na semeno pro ziskani oleje, nejlepsi doba pro sklizen je jeden az dva
tydny pted plnou zralosti semene, kdy piiblizn€ 50% rostlin v porostu dosahuje plné

zralosti semen (Mediavilla et al. 1998).

Podle zakladniho (primarniho) clenéni rlstovych fazi rozliSujeme nasledujici
hlavni faze Zivotniho cyklu rostliny a to- kliceni a vzchéazeni, rast, kveteni a zrani
semen a posledni fazi starnuti (Rybacek et al. 1965). Toto zakladni ¢lenéni je dale

rozdéleno koédovou stupnici jako sekundarni ¢lenéni. Ceskd odborna literatura



zpravidla hodnoti zivotni cyklus rostliny, tedy rist a vyvoji, podle makrofenologické
(sledovani rastového obdobi) a mikrofenologické (sledovani organogeneze) stupnice.
Féaze vzchazeni trva 3-15 dni, v této fazi je dulezité, aby byla ptida spravné upravena
a nedochazelo k tvorbé tzv. Skraloupu (Ruman 2014). Vegetacni (ristova faze)
probiha priblizné¢ 80 dni (Miovsky et al. 2008). Rybacek et al. (1965) ji ¢leni na fazi
pozvolného a rychlého ristu. Pozvolny rist trva od rozvinuti déloznich listkd az po
vytvofeni tretitho paru listl, pfi této fazi pomalu roste nadzemni ¢ast a rychle koten.
Pro fazi rychlého rustu je charakteristické zapojeni porostu a rychly rist stonku, tvofi
Nasazovani poupat probihd v obdobi nejrychlejsiho ristu a zacinaji se projevovat
rozdily mezi sam¢imi a samicimi rostlinami (Ruman 2014). Zacatek kvétu znaci
zmény postaveni listd na rostlin€ (fylotaxe). Sam¢i kvéty se objevuji na rostliné
témer o dva tydny dfive a prevazné nepravidelné dozravaji. Samici rostliny kvetou
Vv pribéhu celé¢ faze kveteni. Ve fazi zrdni semen a starnuti rostlindm zacinaji
vadnout listy a stonky rovnéZz zac¢inaji usychat, rostlina se pomalu rozkldda a od
stonku se zacinaji uvolilovat vldkna. Pro odbéry rostlin ve spravném stupni vyvoje,
se dle popisu na stupnici, musi vétSinou ve vzorcich populace vyskytovat 50% rostlin

spadajici charakteristikou k dané fazi (Mediavilla et al. 1998).

Konopi je relativné odolné k chladnéjsim podminkdm ve fazi vzchazeni, a proto
vytvaii pomérné brzy dobie zapojeny porost a tim rovné€z zabrafiuje rozvoji
nezadoucich, konkuren¢nich rostlin. S teplotnimi poZadavky souvisi vegetacni
perioda rostliny uvadéna v rozmezi od 60 do 160 dnl v zavislosti na podminkach

péstovani (Barron et al. 2003).

2.3 Péstovani konopi setého

2.3.1 Historie péstovani ve svété

Konopi je rostlina s velmi dlouhou historii péstovani, sahajici k pocatkim
zeméedélstvi, tedy okolo Sesti az deseti tisic let. Diky tak dlouhé dobé& zkulturnovani

rostliny je slozité urcit jeji ptivodni aredl rozsifeni, nicméné je vSeobecné uvadén z



temperatnich oblasti sttedni Asie, odkud se §ifi do oblasti polozenych nizko i vysoko

nad motem napiiklad v pohoti Himal4ji ¢i v okoli Kaspického mote (Bazzaz 1975).

Z pohledu archeobotaniky byly na tizemi Evropy datovany nalezy rostlinné ¢asti
konopi az do dob neolitu (mladsi doby kamenn¢). Tyto nalezy souviseji predev§im

S ritualy a zivotnim stylem kmenti (Anonym 1. 2014, Ruman 2014).

Péstovani této plodiny se stalo popularni hlavné diky jejimu primyslovému
zpracovani pro vyrobu kvalitniho pevného vlakna. Péstovani konopi setého se
rozsifilo prakticky do celého svéta, vyjma oblasti extrémné nevhodnych pro
pestovani, jako jsou oblasti u polarniho kruhu, ¢i rozsédhla tzemi v Africe v povodi
feky Niger a v jizni Americe v povodi feky Amazonky. Pisemné zminky o konopi
sahajici do dob fimského piirodovédce Plinia, ¢i dilezitost konopnych vladken
pouzivanych v moteplavbé, pisemnictvi, pii vyrob¢ textilii a v neposledni fadé v
lidovém 1é¢itelstvi, svédc¢i o kulturnim vyznamu rostliny (Ruman 2014). Konopi seté
se ve svété péstuje predevSim na zisk vlakna a semene sekundarné se vyuziva
konopny odpad, ten ovSsem nabyva na vyznamu, z duvodu zpracovani pro stavebni a
energeticky priimysl. Dnes je nejvét§im producentem konopi péstovaného na vlakno
Asie. V 50. letech minulého stoleti tomu bylo naopak a dnes je Evropa nejvétSim
producentem konopného semene v Cele s Francii, S produkei 50- ti tisici tunami
ro¢né. Amerika pfili§ v péstovani konopi nevynikd, uvadi se primérné 2-3 %

z celkové svétové produkce (Faostat 2015),

2.3.2 Historie péstovani v Ceské Republice

Na tizemi Cech byly doloZeny nejstar§i nalezy konopné suroviny z doby
neolitické, star§i doby bronzové ¢i z doby laténské, kdy uzemi osidlovaly kmeny
keltské, jez zdmérné vyrabély rozlicné nastroje a tkaniny (Anonym 1. 2014, Ruman
2014).

O vyuzivani konopné suroviny v Cechéach a o zvycich s tim spojenych je mozné
se dovédet predevsim z riznych expozic v muzeich, jako naptiklad v Netolicich na
jihu Cech, na vystavach a v soukromich skanzenech, zaméfenych na tradi¢ni

zpracovani konopi na vlakno a na semeno. V dne$ni primyslové ¢i technologické



dobé se setkavame s dalSimi zplsoby vyuziti naptiklad v automobilovém pramyslu,
pii vyrobé fermezi, aj.

V Ceské Republice se po zhruba padesatileté odmlce znovu setkavame s renesanci
v péstovani a vyuzivani konopi jako plodiny s mnohostrannym vyuzitim. V Cechach
je konopi péstovano jako okrajova plodina. Primérnd osevni plocha v obdobi mezi
roky 2000-2010 ¢inila pfiblizn¢ 400 ha s minimalnim osevem 29 ha v roce 2001 a
maximalnim osevem 1538 ha v roce 2007. Mezi roky 2010 a 2013 ¢inila plocha oseti
piiblizné 200 ha. Z obr ¢. 4 je patrny vzrustajici trend, nicméné stiedni hodnota

(median) osevni plochy v Ceské Republice je pfiblizng 220 ha (Anonym 8. 2015).
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Obrazek ¢.4: Osevni plocha konopi setého v CR. Piejato od (Anonym 8. 2015)

U semene dosahuji vynosy konopi rozmezi 0,6-0,8 t/ha, u stonku 6-9 t/ha. Vynos
vlakna ¢inil od roku 2003 v priméru 1,6 t/ha. V porovnani s roky 2000-2002 kdy
vynos ¢inil praimémé 2,3 t/ha jsou vynosy vldkna tedy o néco mensi (Anonym 8.
2015). Zajimavé je, Ze zvySeni osevni ploch mezi roky 2005 a 2008 koreluje
s celosvétoveé zvysenou produkci konopi, ziejmé z divodu vyssi poptavky na trhu.
Ceska Republika je fazena mezi prvnich 5 producenti konopného vlakna s nejvétsim

vynosem (Anonym 6. 2015).



2.3.3 Produktivita konopi setého

Vynos dané plodiny je hlavnim cilem pro Slechtitele novych odriid i farmare.
Vynos je ovlivnén mnoha faktory, zejména klimatickymi a dostupnosti zivin.
Biologicky i1 hospodaisky vynos je mimo jiné dan uc¢innosti vyuziti slunecni energie
pii tvorbé biomasy. Celkovy vynos zrna je kontrolovan mnoha tisici geny a proto
zalezi 1 na odrid¢ rostliny. Predpoklada se, Ze konopi je schopné se vzrlstajicim
mnozstvim oxidu uhli¢itého zvySovat mnozstvi fixovaného oxid uhli¢itého za
zvysené produkce biomasy.

Konopi set¢é mlze byt péstovano v mnoha typech pidy, uvadi se, ze konopi
nejlépe reaguje na hluboké, provzdusnéné (kypré), humusem dobie zdsobené pudy
spiSe hlinité, dobfe zasobené vodou, nikoli ale s vysokou hladinu spodni vody.
Optimalni hodnota 6-7,5 pH. V zavislosti na hloubce plidy a pidnim druhu maze byt
ovlivnéna kvalita vlakna (Barron et al. 2003). Reakce na klima je u konopi rovnéz
velmi Sirokd v zédvislosti na odridé, miZze dobfe rlst pifi vysokych i nizSich
pramérnych teplotich, konopi ale obecné¢ vyhovuje mirné klima s primérnymi
dennimi teplotami 14-27 °C. Pii nepfili§ vhodnych podminkach, mize porost diive
pfechdzet do faze tvorby kvéth a ovlivnit produkci stonkd a kvalitu vlakna.
Produktivita porostu miZe byt ovlivnéna ur€itymi druhy pleveld, které se pfizptisobi
pii dobrém =zapojeni porostu niZ§i intenzit€ ozareni. Pro konopi seté bylo
charakterizovano mnoho Skidct (piiblizn¢ 300) a chorob (pfiblizn¢ 100), nicméné
nebyly pozorovany velké ztraty produkce z diivodu napadeni porostu a je tedy k
vyskytu Skiidch tolerantni a k chorobam vice ¢i méné rezistentni. Vyznamné ztraty
ve vynosu semen mohou byt zplisobeny konzumaci semen ptactvem. Rovnéz
pfemnoZeni slimaci mohou zplisobovat vyssi ztraty. Vyznamny vliv na mnozstvi
sklizenych semen a kvalitu konopnych produktd (vldken, kvétenstvi, semen) ma

sklizeni a jeji zpracovani (Barron et al. 2003).

2.3.4 Bioaktivni latky konopi setého

Biologicky aktivni latky ziskdvané z rostlinného materidlu vznikaji prevazné

vramci takzvaného sekundarniho metabolismu rostlin, kdy z latek zasobnich,
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obranné¢ho mechanismu nebo urcitého zptisobu zvyhodnéni (zvyseni Fitness).

Chemické slozeni konopi setého je velmi komplexni a obsahuje Siroké spektrum
primarnich (aminokyseliny, mastné kyseliny a steroidy) i sekundarnich metabolitii
(mono a sesqvi terpeny, flavonoidy, stilbenoidy, ligandy, alkaloidy a vitaminy), které
se mohou navzajem ovliviiovat (Flores-Sanchez, Verpoorte 2008, EISholy, Slade

2005).

Konopi je znamé piedevsim obsahem Cj; terpenofenolickych kanabinoidd,
sekundarnich metabolitl, jejichz derivaty jsou povazovany za nejucinngjsi bioaktivni
slozku. Od roku 1840, kdy byly poprvé zaznamenany pokusy o ziskani extraktu
z listd a kvéta konopi Cannabis sativa (Mechoulam 2000), bylo izolovalo a popsano
mnoho terpenofenolickych analogt a transfomert kanabinoidd. Prvotné jsou ¢lenény
na 5 skupin kanabinoidii (dibenzopyrany, difenyly, monoterpeny zalozené na p-
cymenu a dal$i derivaty monoterpenu) které jsou dale podle ElSholy, Slade (2005)
fazeny do 10 typu:

1. Kanabigerol (CBG)

2. Kanabichromen (CBC)

3. Kanabidol (CBD)

4. (-)-A%- trans- Tetrahydrokanabinol (A°- THC)
5. (-)-A%- trans- Tetrahydrokanabinol (A% THC)
6. Kanabicyklol (CBL)

7. Kanabielsion (CBE)

8. Kanabinol (CBN)

9. Kanabitriol (CBT)

10. Typy s neobvyklou strukturou

Biogenezi kanabinoidnich sloucenin pfedchazi kanabinoidni kyseliny, které maji
zasadni vyznam pro pochopeni syntézy kanabinoidii. V pribéhu 80. let se z konopi
izolovaly a urcily mnohé kanabinoidy a byla sestavena ptedpoklddana dréha jejich
syntézy, kterd je katalyzovand mnoha enzymy. Jako prekursory syntézy jsou

oznacovany pyrofosfat a olivetolova kyselina, ze kterych vznikd kyselina
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kanabigerolova. Kanabigerolova kyselina (CBGA) je prekurzorem pro syntézu
kyseliny kanabidolové, kyseliny (-)-A%- trans - tetrahydrokanabinolové a kyseliny
kanabichromenové. Je predpokladano, ze za ptlisobeni tepla, svétla a dlouhodobého
skladovani mohou byt kyselin pfeménény v dekarboxylované analogy (neutralni
formy kanabinoid), které jsou farmakologicky aktivnéj$i. Doposud ale neni zcela
zfejmé, jakou roli hraje mozna fotochemicka cyklizace, oxidace ¢i izomerace
(Hazekamp 2007)

Zakladni schéma procesu nazyvaného uzravani pryskytice konopi setého uvadi

Hazekamp (2007):

Kyselina kanabidiolova je pfeménéna v kanabidiol (CBD) tetrahydrokanabidiol
(THC) a nasledné v kanabinol (CBN).

Koncentrace metabolitl zalezi na typu pletiva, vé€ku, varieté, rlstovych

podminkach (vyzivé, vlhkosti a ozafeni porostu), dob¢ sklizné a skladovani.

Mnoho latek ze skupiny sekundarnich metaboliti ma Ié¢ebny potencial, ktery byl
dokazan napiiklad v bakteriologickych experimentech (Kabelik, Krejéi, Santavy
1960). Podle obsahu ucinnych latek jsou kanabinoidy rozliSovany na typy aktivni
(pryskyficné) a primysloveé, péstované na ziskdvani vlakna s nizkym obsahem
psychoaktivni slozky (A%~ THC). Efekt kanabinoidii je zkouméan mnoho let,
z pocatku byly sledovany antibakterialni u€inky napiiklad v surovém extraktu z lista
konopi (Krejéi, Stastny 1955). Nedlouho poté byl objeven endokanabinoidni systém
u Clovéka. Diky objeveni endokanabinoidniho systému se stalo konopi rostlinou
Siroce pouzivanou pro ruzné experimenty v souvislosti s nadorovym bujenim a

vyzkumem psychickych ¢i fyzickych chorob.

Fetterman et al. (1971) ve své praci rozdéluje konopi z hlediska poméru
obsahovych latek na dvé skupiny a to fenotyp I, do kterého spadaji, rostlin které
vykazuji pomér (tetrahydrocannabinol + cannabinol)/(kyselina canabidiolovd +
cannbidiol) vétsi nez 1,0 a reprezentuji biologicky aktivnéjsi typy konopi. Do
druhého typu (fenotyp II) jsou v préci fazeny rostliny péstované na vldkno a maji
vyse zminény pomér mensi nez 1,0. V préaci dokazuje, Ze obsah (A%- THC) stoupd ve
smeéru semeno, kofen, delSi stonek, kratSi stonek, list, saméi kvét, samici kvétni
platek a z pfedbéznych vysledii rastové periody (8-19 tydnl) usuzuje na obsah

kanabinoidd v mladych rostlinach, které dosahuji az 0,87 % v 18. tydnu rastu.
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V navazujicich studiich jsou chemotypy rozdéleny i do vice tiid naptiklad podle

Small, Beckstead (1973) do 5 chemotypu.

2.4 Biologicke testy

Pti zkouméni biologické aktivity latek vychdzi mnohé experimenty z tvrzeni
znamého predchidce novodobého 1ékarstvi oslovovaného Paracelsa:
,Dosis sola facit ut venenum not sit*. Kazda biologicka ¢i chemicka substance je v
podstaté jed a to, zda se ucinek projevi, zaleZi jen na davce (Prokes et al. 2005).
Z tohoto ptedpokladu vychazi i hodnoceni u¢inkl latek rozliéného charakteru.
Odvétvi toxikologie pouziva fadu principt pti zkoumani dané latky oznacované jako
potencialni Skodlivina (nox). Podle ndlezitosti k ptisluSnému oboru sleduje ucinky,
synergismu a antagonismu, potenciaci, mechanizmy u¢inka latky na molekularni
urovni a metabolismu noxu, stanovuje maximalné ptipustné koncentrace a davky
noxu, v ramci toxikologickych principi provadi expozicni testy a fesi otazky spojené
s vyrobnimi technologiemi. Pro posouzeni ,bezpecnosti “ latky se hodnoti fada
parametri. Nej€astéji vyuzivanymi jsou terapeuticky index (pomér mezi davkou
toxickou LD s a terapeutickou ED s), terapeuticka Sife (aritmeticky rozdil mezi ED
50 @ LD s50). Zajimavym projevem noxu (zkoumané latky) muize byt takzvany
hormeticky efekt, kdy ucinek latky, ktery by byl za vysSich koncentraci toxicky,
muze mit v malé koncentraci stimulacni efekt na metabolismus organismu a jeho
projevy. V ramci tohoto efektu je rozliSovan vliv expozice slouceniny vlastni a
cizorodé. Musi byt brana v uvahu moZnost reakce spojena se snahou odolavat toku
cizorodé¢ latky (obranné schopnosti) v navaznosti na zpétnou restituci (vraceni se do

puvodniho stavu) nebo reparaci (vyrovnani s nasledky), (Prokes et al. 2005).

V provozech, které zpracovavaji latky rostlinného ptivodu pro vyrobu Iéciv, je
velmi sloZité nahliZet na rostlinny material jako na vzajemné propojeny a komplexné
pusobici celek, nicméné vyzkum synergickych vlastnosti ma ve fytoterapii velky
vyznam (Wanger 2011). Podle Pece et al. (2012) je na snaze vytvofit jednoduché
analytické néstroje ke zhodnoceni obsahovych latek a agrotechnické odliSnosti pro
netechnicky zpiisob vyuziti rostliny. A to zejména z toho divodu, Ze nelze urcit
mnozstvi vSech obsahovych latek v rostling, jejich vzajemné plisobeni, mnohdy ani

puvod rostlinného materidlu a podminky péstovani. Pro ucely farmaceutického
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primyslu se zpracovavaji rostlinné metabolity do formy extrakt, naptiklad pro
konopi preparat zvany Sativex (standardizovany extrakt z konopi), u kterych lze
presné urcit obsah uc¢innych latek (drogy), jejich chemické slozeni a strukturu. Déle
Vv ramci vyrobniho cyklu 1ékové aj. formy, pfichazeji na fadu metody umélé syntézy
slouceniny pro efektivnéjsi vyrobu Iéku a vySe zminéné testy toxicity (toxikologie
farmaceutickd) v prvopocatku na tkanovych kulturdch a posléze na vysSich

organismech (Farnsworth et.al 1985)

Tkanové kultury se nejCastéji uplatiiuji v primdrnim vyzkumu a farmakologii.
Biologické testy na tkanovych kulturaich maji povahu primarnich zkousek
(Farnsworth 1985) . Uplatnéni tkanovych kultur je podporovano v oborech, které
testuji chemické ¢i biologické latky na vysSich organismech. Snahou Evropského
centra pro validaci alternativnich metod je minimalizace pouzivani poctu jedinct a
jejich ¢asti k experimentalnim G¢elim jako je expozice s cizorodymi latkami nebo

hodnoceni rizik (Anonym 3. 2014).

2.4.1 Tkanové kultury

Podle histologické charakterizace, mize byt tkan chapédna jako vyssi jednotka
uspofadani diferenciované buiiky. Tkan miZe byt sloZzena pouze z bunék ¢i z bun¢k a
mezibunécné hmoty. Tkané je zakladné ¢lenéna na epitelovou, pojivovou, svalovou,
nervovou a krev (Vacek 1990). Neni lehké sledovat individualni sav¢i buiky v Zzivém
organismu, proto je mnoho studii provadéno na bunkach, které byly izolovany
Z riznych organisml (explantity) a rostou v kultivac¢nich baiikdch za ptitomnosti
esencidlnich Zivin a dal$ich faktord. Zpravidla jsou explantaty povazovany za in vitro
kultury, pokud jsou udrzované v in vitro podminkach vice nez 24 hodin. Tkanova
kultura je, na rozdil od bunécné kultury péstovana in vitro tak, aby byla umoznéna
diferenciace a zachovala se struktura a funkce tkan¢ (Lesko, Veber, Hana 1957). V
podminkach in vitro kultivace mtizeme rozlisit tii typy tkanovych kultur s uréitymi

charakteristickymi znaky a vlastnostmi (Cinatl, Novék 1968):
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1. Primokultury- jsou bunky rizného charakteru odebrané z tkan¢.

2. Bunécné kmeny- jsou jeden vyselektovany typ bunék z primarni kultury
pievedené tzv. pasazovanim do nového média, charakteristickd je omezena

zivotnost dana poc¢tem pasazi.

3. Bunécné linie- schopnost téméi nekonec¢ného opakovani pasazi in vitro, jsou

oznacované jako imortalizované, vytvoiené cilenou selekci z primarnich kultur.

Buniky v primokulturach maji za normalnich podminek omezeny pocet d€leni a
hynou. Lidské fibroblasty hynou asi po 25-40 délenich. Ma se za to, Ze tento efekt
senescence souvisi se zkracovanim telomer chromozomi, poskozenim DNA, nebo se
jednd o obranny mechanismus proti vzniku rakovinnych onemocnéni. Pouziti
primarnich kultur je praktické pro vyzkumy, které se snazi o to, aby se experiment co
nejvice priblizil fyziologickému stavu organismu napiiklad pfi  vyzkumu
epigeneticky zamétenych terapii. Napiiklad ve studii Bernstein et al. (2015) byla, za
pouziti primérni kultury lidskych fibroblastl, zamérné indukovéna genova exprese,
pomoci umé&lého aktivatoru transkripce, pro usnadnéni bunécného cyklu k moznému

pouziti v regenerativni medicing.

Bunééné kmeny se pozivaji napiiklad pfi zkouSeni vakcin a vhodnosti

kultiva¢nich medii (Lesko, Veber, Hana 1957).

Bunééné linie jsou charakteristické zménami v metabolismu a karyotypu
(kontaminace, latentni kontaminace viry, pfidani antibiotik, nevhodnym kultivacnim
prostfedim aj.) Klasické modely kultivace bunécnych linii jsou ptevazné dvojiho
typu spojené bud’ s vytvofenim jedné vrstvy bun€k pfichycené na podkladovy
material (plastova miska, sklo) tvotici takzvany ,,monolayer* nebo modely zalozené
na kultivace bun¢k v suspenzi. V minulosti ¢i v soucasnosti pouzivané stabilizované
bunécné linie jsou naptiklad: AM-57-TS, BHK-21 (C13), DETROIT 6, GMK, Hela,
L, VERO (Lesko, Veber, Hana 1957). Sav¢i bunky se mohou sami od sebe, napt. pii
mutaci v DNA stat nadorovymi a proliferovat (d¢€lit se) bez ptislusnych stimuli do
nekonecna jako tzv. nesmrtelné bunécné linie. PfestoZe nejsou povazovany za
klasické (zdravé) bunky, jsou Siroce pouzivané, protoze poskytuji zdroj geneticky
homogennich bunék, ktery mulze byt bez potizi udrzovan a pouzivan. Nékdy se
tohoto stavu dosahuje zdmérné fuzi rakovinné buiky s normalnim zadanym typem

bunky za vzniku tzv. hybridomu (Alberts et al. 2002).
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V praci se zabyvam fibroblastoidni linii, a proto budou dale rozvedena pouze
souvisejici témata.

V histologickém clenéni fadi Vacek (1990) fibroblasy (fibrocyty) mezi buiky
fidkého vaziva pojivové tkané (intersticidlni). Toto vazivo je oznacovano jako
vmezetené, vypliluje Stérbiny mezi organy, spojuje jejich ¢asti a sklada se ze sité
prevazné nepravidelné uspotadanych kolagennich vldken, mezi kterymi se nachazi
tkanova tekutina a bunky (fibrocyty, histiocyty a plazmatické, zirné pigmentové ¢i
tukové buniky). Jednoducha pojivova tkan vznika prevazné ze stiredniho zarodecného
listu (mezenchymu), z kterého se pozdéji vyviji rizné druhy pojiv, hladké svalstvo ¢i
cévni systém. Fibrocytl je ve vazivu nejvice, maji ovalné jadro s fidce rozptylenymi
zrnky chromatinu, jsou ploché, nepravidelného tvaru, ¢asto s vybézky (Vacek 1961)

viz obrazek ¢.5.
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Obrazek ¢.5: Zivodisna buiika fibroblastu: Upraveno podle (ANONYM 5. 2015).

Hlavnim produktem a aktivitou fibroblastu je syntéza kolagenniho, retikularniho
1 elastického vldkna a glykosaminoglykanli a glykoproteini amorfni mezibunééné
hmoty, tedy produkce vlaken a zakladni hmoty bunky (Junqueira, Carneiro, Kelley
1995). Fibroblast ma v organismu, strukturalni funkci a je nejéastéjsi vazivovou
buiikkou v organismu. Podle syntetické aktivity je fibroblast délen na aktivni a
neaktivni, ten je poté mnohdy oznacovan jako fibrocyt (star§i, méné aktivni burka),
rozdily mezi aktivni a neaktivni formou fibroblastu ukazuje tabulka ¢. 1. Dospélé

fibroblasty se ve vazivové tkani dé€li jen vyjimecné. Pti procesu hojeni ran se fibrocyt
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muze navratit do stadia fibroblastu a miize dojit i k reaktivaci (restituci) jeho funkci

(Vacek 1990; Junqueira, Carneiro, Kelley 1997).

Tabulka ¢.1: Rozdil mezi aktivni a neaktivni formou fibroblastu, upraveno podle

Vacek (1990).

AKTIVNI NEAKTIVNI
nepravideln¢ vétvena cytoplazma, mensi buiika,
jadra ovalna, velka, slab¢ se barvici, jemna vietenovity tvar s méné
chromatinova struktura, zfetelny nukleolus, pocetnymi vybézky, mensi tmavsi
hodn¢ drsného endoplazmatického retikula, protahlé jadro, acidofilni
dobte vyvinuty Golgiho komplex cytoplazma s malym mnoZstvim

drsného endoplazmatického

retikula

Na rozdil od zékladnich histologickych charakteristik fibroblastu jsou pro tkanové
kultury pouZivany fibrolastoidni linie, které¢ se svym tvarem podobaji fibrobastim
(vietenovity tvar), jejich ptivod a schopnosti mohou byt ale odlisné (Lesko, Veber,

Hana 1957).

Bunika je zdkladni stavebni jednotka organismu a vznikd pouze z bunky, jak
prokdzal v 19. stoleti némecky lékatf a zaroven politik Rudolf Vichrow. Timto
V navaznosti na Jana Evangelistu Purkyného, Matthiase Jacoba Schleidena a
Theodora Schwana, dal prichod bunécné teorii (Fendrich 1947). Zakladni funkci
bunky je pfijem zivin a rozmnozovani. D&e se tak na zdklad€ bunécného cyklu.
Podstatou bunééného cyklu je ptesna duplikace DNA v chromosomech a jejich
piesna segregace do dvou identickych dcefinych bunck. V systému tkanovy kultur se
ale miZzeme bézn¢ setkat i se vznikem nékolika jaderné burniky, napadné odlisné svou
velikosti, kdy se jadro rozdeli, aniz by se spole¢n¢ rozdélila i cytoplazma bunky (viz
obr ¢. 6).
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Obrazek ¢.6: In vitro kultivované savéi bunky. Modie zakrouzkovana

dvoujaderna burika fibroblastoidni linie mysiho ptivodu. Foto BioStation: Sarka

Vlachova.

Neptimé déleni builky mé& dvé hlavni faze oznaované jako Sa M: S
syntetickou) fazi, ktera potfebuje praimérné 6-12 hodin a v typické sav¢i bunce trva
asi polovinu bunééného cyklu viz obr ¢. 7. Béhem S faze dochazi k syntéze vsech
dialezitych molekul potfebnych pro zdarnou duplikaci buniky. Po ni nasleduje M
(mitotickd) faze, ve které dochazi k segregaci chromozomi a bunéénému déleni, tato
faze je mnohem krat$i a vyZaduje pfiblizné necelou 1 hodinu. Zakladni organizace
bunécného cyklu je velmi konzervovana u vSech eukaryotickych bun¢k. Molekuly
zodpovédné za prechod z jedné faze bunécného cyklu do druhé se nazyvaji cyklin
dependentni kinazy a cykliny, které spolu tvofi komplexy, které fosforyluji a tim

aktivuji jiné proteiny (Alberts et al. 2002 ).

Vétsina bunék vyzaduje o hodné vice Casu k ristu a zdvojndsobeni mnozstvi
stavebnich latek a organel, nez je potieba k replikaci DNA a déleni. Proto jsou do
bunééného cyklu vlozeny tzv. G faze (z anglického gap = mezera), které jsou ve
vétsSin€ bunécnych cykll vlozeny mezi M a S fazi (Gl faze) a mezi S a M fazi (G2
faze). Z tohoto divodu je eukaryoticky bunécny cyklus tradi¢né rozdélen do 4 po

sob¢ jdoucich fazi. G1,S,G2 a M. G1,S a G2 jsou dohromady oznaCovéany jako
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interfaze a v typické lidské bunice mnozici se v kultufe zabiraji 23h z 24 cyklu. G
faze kromé vice Casu na syntézu dulezitych latek také poskytuji bufice moznost
zjistit, zda jsou pfiznivé vnitini a vnéj$i podminky, nebo napf. zda DNA neni
poskozena. Jestlize jsou okolni podminky nepfiznivé, buiiky mohou vstoupit z G1

faze do tzv. Go faze, ve které mohou prezivat i nékolik let (Alberts et al. 2002).

G2

3-4h

L

GO

Obrazek ¢.7: Bunécny cyklus: Uvniti grafu jsou zndzornény faze bunééného cyklu,

pfiblizna doba fazi, vlevo dole je znazornéna faze tzv. stagnace. Upraveno podle

(Anonym 7. 2014).

Po nasazeni prochazeji bunky v in vitro tkanové kultuie fazi disperze, uchyceni, mnozeni,
a fazi degenerace (Cinatl, Novak 1968). Mezi sledované ukazatelé c¢inku biologicky

aktivnich latek pti aplikaci na tkdnové kultury patii naptiklad:

a) rekonstrukce cytoskeletu — spreading (dilatace) ukazuje rychlost populace
bunc¢k adherovat k substratu (dno pokusné misky) a tim i rychlost reparace
cytoskeletu po inokulaci v bunkach oSetfenych enzymaticky (Abercombie,
Heaysman, Karthauser 1957, LaFlamme et al. 1994).

b) ristova rychlost vyjadiena jako specifickd rstova rychlost nebo priimérna

doba zdvojeni (Ptza 1976).

c¢) zména morfologie bunck a vyskyt atypickych déleni, nebo zpétnych
bunécnych fazi (Michl 1997).
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2.4.2 Tkanové kultury v kKinematografii

Eukaryotni bunky tkanovych kultur maji velikost ptiblizné¢ 17-150 um. Jsou tedy
pro lidské oko, které je schopno zaznamenat obraz ne mensi nez 0,1 mm piili§ malé
na to, aby se daly pozorovat pfirozené. Dlkladné pozorovat (zkoumat) stavbu a
funkci bunék je pro dany ucel mozné pouze ve spravné funkéné a technicky

sestaveném mikroskopu (Stanley 2008).

V soucasné dob¢ je pro pozorovani bun¢k pouzivana mikroskopie v temném poli
kde, podstatna c¢ast prochazejiciho svétla je pohlcena kondenzorem s centralni
clonou, pfiCemz ciselna aparatura objektivu musi byt vzdy mensi, nez aparatura
pouzitého kondenzoru. Pfevraceny a zdéanlivy obraz je tedy zndzornén v tmavém
poli, na objekt dopada difraktované svétlo a pozorovany objekt je zafiveé osvétlen,
iluminovan a tedy v kontrastu s tmavym polem ( Stanley 2008).

Pti aplikaci fazového kontrastu dochazi k lomu svétla na rozhrani dvou rozlisnych
struktur (materiali) s rozdilnym refraktnim indexem definovanym pomoci rozdilu
mezi jasem pozorovaného objektu a jasem pozadi. K takovému zobrazeni, je
pouzivan specidlni fazovy kontrastni objektiv a fazovy kontrastni kondenzor (Stanley
2008).

Pro pozorovani v realném case, seVramci dlouhodobého mikroskopického
pozorovani fadoveé v 1-5 dnech, pouziva technika ¢asosbérného snimani v urcitych
Casovych intervalech (naptiklad v mé praci pouzivdm rytmus 1 obrazku po 2
minutdch). Na mikrokinematografickych zdznamech je mozné pozorovani aktivniho
pohybu buniky v ramci bunééné kultury. Builky vnimaji vnéjsi podnéty (dotyk,
svétlo, teplo, elektricky proud ¢i rlizné latky) a zaroven na podnéty reaguji, nejcastéji
pohybem (lokomoci) ¢i energetickymi zménami (vytvafenim tepla nebo svétla).
Pokud jsou podnéty nepiiméfené, dochazi k jejich poskozeni, az smrti (Fendrich
1947). Pocatky vyzkumu funkce cytoskeletu bunééného pohybu v ramci
mikrokinematografie odkazuji na autory Gail (1973) a Abercombie, Dunn, Heath
(1977). Ti sledovali ptredevsim moznosti odlisit transformované ¢i maligni buiky
v tkanové kultufe a charakterizovat mozné dynamické morfologické markery.
Vyznam takovychto studii naptiklad potvrzuje a v dalSich souvislostech dopliuje
naptiklad vyzkum Kim et al. (2015) ktery dokazuje spojeni mezi aktinovou

dynamikou a tvorbou cilii.
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Lokomoce je pro eukaryotické bunky zcela piirozeny déj, vyskytuje se v mnoha
podobach jako komplexni systém predstavujici migrace, tvorbu pseudopodii,
endocytoézu zahrnujici fagocytézu (pohlceni a rozklad pevnych castic) a pinocytézu
(pfijiméni rozpusténych latek), hadovity pohyb mitochondrii, rotace jadra a mnohé
dalsi pohyby, které jsou charakteristické pro jednotlivé typy bunék (Cinatl, Novak
1968.

Lawson 1997). Pohyb bunky je zprostiedkovan predevSim takzvanym
cytoskeletem. Trojrozmérnou siti proteinovych vldken na povrchu (i uvniti)
eukaryotické bunky, ktera je velmi dynamicka a v ramci fylogeneze i konzervativni.
V cytoskeletonu jsou obsazeny 3 hlavni funkéni proteiny pro systém filament, jsou
jimi mikrotubuly, intermediatni filamenta a filamenta aktinu (mikrofilamenta).
Spolecné tento systém tvoii sit’, kterd je schopna reagovat na podnéty ve vné&j$im i
vnitinim prostedi bunky a podili se napiiklad na imunitni reakci, vyvoji embrya ¢i
na obnov¢ tkani po zranéni. Zakladni funkce cytoskeletu jsou v podstaté pro bunku
zasadni, stejn¢ jako pfijem potravy a rozmnoZovani a s timto také uzce souviseji.
Naptiklad cytoskelet udrzuje tvar buniky a vnitini architekturu, ucastni se jaderného a
bunécného déleni, pohybt organel a dalsich bunécnych struktur, ¢i pfenosu signali a

dalsich funkei spojenymi s ribosomy, vesikuly a bi¢iky (Lawson 1997).

Lawson (1997) zdlraziiuje vyznam cytoskeletonu pii invazi mnoha druhl
bakterii a virat do bunky, pfi migraci nadorovych bunék a dokonce i v souvislosti
s nékterymi chorobami jako je EBS, ALS aj. Naptiklad Talman et al. (2014) studoval
Sifeni vnitrobunécného patogena a tulohu aktinovych vlaken a zjistil, ze defekt
rychlost bakterie v cytosolu. Pro studium biologicky aktivnich latek rostlin nejsou
podobné testy reakce cytoskeletu, lokomoc¢nich aktivit ¢i pfenosu signaltl zatim piili§
pouzivany. Hojné¢ se vyuzivaji naptiklad takzvané MTT testy ve spojeni

s fluorescenéni mikroskopii (Soares et al. 2014, Veleva et al. 2015).
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3. CILE PRACE

1. Vyhodnotit vliv hustoty vysevu jako jednoho faktoru na vynosové prvky konopi

setého.

2. Vyhodnotit jaky vliv ma urcita koncentrace vyluhu rostlinného materialu na rist

bunééné populace savci fibroblastoidni linie 1.929.

3. Vyhodnotit zmény biologické aktivity mezi riznymi ¢astmi rostliny a riznymi

variantami vysevu.
Predpoklady:

a) Vliv hustoty vysevu na vynosové prvky dané odrudy.

b) Vyluh konopi setého ovlivni ristovou rychlost bunécné populace v tkanové

kultufe, jako specifickou, nebo priimérnou dobu zdvojeni bun¢k.

¢) Vliv hustoty porostu a ¢asti rostliny na biologickou aktivitu extraktu.
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4. MATERIAL A METODY
4.1 Pouzity material

Pro pokus byla pouzita certifikovand odriada konopi setého Tiborszallasi,
pivodem z Madarska. Je to stiedné pozdni varieta S kvalitou osiva C1, bez
chemického oSetfeni. Odriida je dvoudoma s pfimési samcich rostlin v rozmezi 51-
52%, charakteristickd v€asnym vzchazenim a dobrou konkurenceschopnosti s
primérnou vyskou 2,5-5 m a HTS 18-22g. Cislo zahraniéni partie a zemé ptivodu
osiva: H-4-096/0116. Cislo piid&lené tuzemské partii 4-2434-29001/01. Hmotnost
tisice semen ze vzorku zakoupeného osiva byla 17,739 g. Kli¢ivost semen 0Siva pro

zalozeni polniho pokusu byla stanovena na 96 % (stanovena za pouziti filtraéniho

papiru).

4.2 Zalozeni maloparcelového polniho pokusu

Stanoveni produkénich parametri v zavislosti na hustoté vysevu vysSe zminéné
odridy bylo zkoumano na 2 lokalitich. Ob¢& lokality byly zalozeny
v Ceskobud&jovické panvi zhruba 20 km od sebe. Lokality se mirné lisi
v hydrometeorologickych podminkach, jak znazornuje tabulka ¢. 2. Pokus byl
sestaven z dilci o velikosti 6 m?, ve znahodnéném uspofadani. Byly zvoleny 3
hustoty vysevu a to 100, 200 a 300 rostlin na m%. Semena byla zaseta do hloubky 5-
ti centimetrii a nasledné zavalen. Radky byly 25 cm vzdalené. Lokality nebyly
predem vyhnojeny a nebylo pouzito zadné jiné dodatecné Zziviny. Na lokalité
v Ceskych Bud&jovicich byl piedchozi rok 2014 thor. Parcely v Pongsicich byly

pfipraveny z Cerstvé zorané mezofilni louky.
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Tabulka ¢. 2: Hydrometeorologické zaznamy pro pokusné lokality pro rok 2014.

uhrn srazek [mm] teplota priimér [°C] | slune¢ni svit [hod]
mésic/lokalita | Hlubokd nad Vitavou | Ceské Budé&jovice | Ceské Bud&jovice | Ceské Budéjovice
duben 25,2 21,9 6,8 166,5
kvéten 105,8 116,2 10,6 170,9
cerven 32,8 32,2 12,8 262
cervence 128,6 115,3 17,6 233
srpen 87,9 112,4 19,7 134,9
zafi 75,4 75 16,4 115,8
fijen 50,1 43,7 14,4 94,3
listopad 9,8 12,6 11,1 39,4
pramér za rok 601 620,9 10,3 1596,5

4.2.1 Stanovisté pozemek Ceské Budéjovice

Uzemni charakteristika a podminky

Uzemi patfi do mirné teplé, mirné vlhké oblasti s mirnou zimou. Klima je
relativné kontinentalni, srazkové nedostatkové. Primérna rocni teplota ¢ini 7-8°C
s priimérnou teplotou za vegetacni obdobi 13°C. Ro¢ni srazkovy uhrn ¢ini 550-700
mm s primérem srazek za vegeta¢ni obdobi 400-500 mm. Ro¢ni suma teplot nad
10°C je cca 2200-2500 hod. Pravdépodobnost suchych vegetac¢nich obdobi je 15-
30% s vlahovou jistotou 4-10%. Ceské Budg&jovice lezi v ¥iéni nivé Vltavy a Malse,
na terasovitych ploSinach, tvofenych nezpevnénymi neogennimi sedimenty
nadmoiské vysce piiblizné¢ 400 m. Na nevapnitych pisCitych pidach sedimentt teras

se vytvotily hnédé pudy, misty hnédé pidy kyselé a hnédé pidy oglejené, jen lokalné

ee oy

Z akreditovaného laboratorniho ptidniho rozboru bylo stanoveno pH (KCl) pro
pudni blok 6,77. Obsah fosforu 91 mg/kg, obsah drasliku v ptidé 144 mg/kg, hoiciku
125 mg/kg a vapniku 1 056 mg/kg. Kationtova vyménna kapacita byla stanovena na
89 mmol /kg.
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Piiprava pozemku a vysevu

Zaseto 22. kvétna 2014 maloparcelovym secim strojem Hege 80, pro hustotu 100
rostlin/m? bylo pouzito 14,2 g, pro 200 rostlin/m? 28,3g a pro 300 rostlin/m* 42,3g

osiva.

Plan dilct (zdola vchod na pozemek):

100 200 300
(40) (40) (30)
300 100 200
(100) (40) (30)
200 300 100
(70) (40) (30)

r v . v r ’ 2 r r
V ramecku jsou oznacené hustoty vysevu na 1 m” s planovanou a v zavorce se

skute¢nou hustotou po vzejiti porostu (dilce byly 1 m Siroké a 6 m dlouhé).

4.2.2 Stanovisté pozemek PonéSice

Uzemni charakteristika a podminky

Uzemi je fazeno do klimatického regionu MT2 s mirnym klimatem. Primérna ro¢ni
teplota ¢ini 7-8°C s prumérnou teplotou za vegetac¢ni obdobi 13°C. Suma teplot nad
10°C ¢ini 2200-2500. Pocet dni s teplotou alesponi 10°C je 140-150. Pocet
zatazenych dnil je primérné 120-150, pocet jasnych dnit 40-50. Rocnim sraZzkovym
uhrn ¢ini 550-700 mm. Za vegetani obdobi primérné spadne 400-550 mm srazek.
Pocet dni se srazkami alespont 1mm je 100-120. Primérny roc¢ni pocet dni s mlhou je
83-110. Vlahova jistota ¢ini 4-10%. Pokusna plocha lezi na pozemku se stfednim
svahem 7-12° a severni expozici. Puda je charakterizovana jako stfedn¢ skeletovita a
sttedné¢ hluboké az hluboka. Geneticky spadéd piida na lokalité pod hnédé a kyselé
pudy, druh ptdy je stfedné t€Zky, na substratu z kyselych metamorfovanych hornin.

Puda muze byt misty slabé oglejena (Anonym 4. 2014).
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Piiprava pozemku a vysevu

Ruc¢né zaseto 8. kvétna 2014, vzesla pouze parcela ¢. 2, pozemek proto povrchové

upraven lesni hrabankou viz obrazek ¢.31 v ptiloze a zaseto znovu 30. kvétna 2014.

Plan dilct (zprava na jihozapad):

5 (200) 6 (100)

1 (300) 2 (100) 3 (200) 4 (300)

V ramecku jsou oznacené hustoty vysevu na 1 m? (zavorce) spolu s &islem dilce

(dilce byly 2 m Siroké a 3 m dlouhé).

4.3 Sledovani v priubéhu vegetace

Na pozemku v Ceskych Bud&jovicich porost nevzesel pro zvolené varianty podle
otekavani. Spatna predsetova piiprava, z diivodu destivého pocasi, zpisobila
nerovnomérné upraveni pidy snemoznosti nasledného wutuzeni lizka. Po
vyhodnoceni hustoty porostu, byly pro stanoveni produkcnich parametri zvoleny

hustoty 100, 70 a 40 rostlin na m?.

Na pozemku v Ponésicich byl porost po piedchozi upravé seciho ltizka vyset
v hustoté 300 rostlin m? na viechna policka, nésledné byla hustota porostu ru¢né

upravena na pozadovanou hustotu ve vegetativni fazi 1008 dle tabulky ¢. 3.
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Tabulka ¢.3: Kli¢ k urceni rastové faze konopi setého dvoudomého, piejato od

(Mediavilla et al. 1998).

stupné rlstové

Kod definice poznamka
faze
kliceni a
vzchéazeni 000 suchd semena
0001 objeveni kofinku
0002 tvorba hypokotylu
0003 rozvoj déloznich listkli
vegetativni faze 1002 prvni par listi
1004 druhy par listd
1006 téeti par listh
1008 Ctvrty par listd
1010 paty par listd
10xx n-ty para listi
kveteni a tvorba zmeéna postaveni listd na
2000
semen hlavnim stonku
2001 tvorba kvétniho primordia
) prvni zaviené samci
samci 2100 tvorba kvéti
kvéty
prvni oteviené samci
2101 zacatek kveteni
kvéty
je vytvoreno 50%
2102 kveteni jewt
samcich kvéth
je vytvoreno 95%
2103 konec kveteni
samcich kvéta
] prvni samici kvéty bez
samice 2200 tvorba kvét
¢nélky
okvétni platky s
2201 zacatek kveteni
¢nélkou
je vytvoteno 50%
2202 kveteni
kvéta
2203 zrani semen prvni zrala semena
2204 dozravani semen je zralych 50% semen
2205 konec dozravani semen je zralych 95% semen
starnuti 3001 vadnuti listh listy jsou suché
3002 vadnuti stonku listy opadavaji
3003 rozklad stonku volna Iykova vldkna
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Odbéry vzorkil probihaly ve 3 fazich, podle stupné¢ rustové faze urcené dle klice
v tabulce ¢. 3. a to ve fazi znacené ¢islem 2201 zacatek kveteni, 2203 zrani semen a

2205 konec dozravani semen.

V ramci lokalit a u jednotlivych hustot vysevu byly sledovany nasledujici
produkéni parametry konopi seté¢ho odriidy Tiborszallasi: vyska, produkce suSiny i
cerstvé hmoty stonkd, listl a kvéta pro fazi 2201 a 2203, a dale pocet primarnich
vetvi, pocet kvét na kvétenstvi, pocet semen na kvétenstvi a hmotnost tisice zrn
(HTZ) pro 2203 fazi viz tabulka ¢. 3. Byla stanovena produkce jednotlivych ¢asti a
celkova produkce porostu v kg/m? a prepoétena v t/ha. Vyika rostliny byla méfena
z nadzemni Casti rostliny tj. bez kotene, listy byly vazeny spolecné s fapiky. Primarni
vétvi kvétenstvi je oznacena prvni vétev slozitého hroznu, vétvena od lodyhy

(stonku) rostliny.

Z dtvodu silného zapleveleni variant pokusu s nizkym poctem rostlin byla na
pozemku v Ceskych Bud&jovicich navic stanovena &erstva biomasa z nadzemni &asti

plevelii na jednotce plochy v kg/m?,

4.4 Zpracovani vzorki

Stanoveni produk¢nich parametrti porostu konopi setého a uprava vzorkd pro
laboratorni analyzu byly zpracovany v JihoCeském védeckotechnickém parku

v Ceskych Bud&jovicich (JVTP).

SuSina listh a kvétl byla vdZena z lyofilizatu, suSina stonkii byla stanovena z

laboratorni susiny a pievedena pfepoc¢tem na lyofilizovanou viz tabulka ¢. 4:

Tabulka €. 4: Stanoveni rozdilu mezi suSenymi a lyofilizovnymi stonky konopi.

Vzorek ¢. /hmotnost | stonky pted lyofilizaci [g] | stonky po lyofilizaci [g] | rozdil[g] | Rozdil [%]

1 93,69 88,48 5,21 5,56

2 8,925 8,3 0,625 7,00

3 20,056 19,003 1,053 5,25

4 11,977 11,218 0,759 6,34

5 19,695 18,33 1,365 6,93

6 23,344 22 1,344 5,76
PRUMER 6,14

SD 0,73
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Ptistroje a technika:

Laboratorni vahy Scout Pro od firmy Vitrum, analytické vahy Redwag AS60/C/2,
Lyofilizator TRIGON PLUS.

4.5 Experimentalni kultivace na fibroblastoidni bunécné

linii L929

Pokusy biologické aktivity lyofilizovaného materialu byly uskute¢nény v Ustavu
komplexnich systémid FROV JU v Novych Hradech v prubéhu od 18. listopadu 2014
do 6. unora 2015. V mé praci pouzivam pro mikrokinematografické zaznamy bunék
v kultute techniky zalozené na principech svételného mikroskopu v temném poli v
zobrazeni s fazovym kontrastem na mikroskopu v BioStation (Anonym 2. 2014). Pro
biologicky test byl sestaven a aplikovan specificky postup piipravy vyluhu a
proveden test citlivosti na sav¢i tkdnovou kulturu, ktery byl vyhodnocen pomoci
techniky sbérné kinematografie (time-lapse) a interpretovan specifickou rdstovou
rychlosti bunék v tkanoveé kultufe. Vyluh byl ptfipraven z kvétenstvi odebranych
na zacatku kveteni, listh na zacatku kveteni, a z kvétenstvi odebranych ve fazi

pocatku zrani semen.

Jako modelovy organismus byla pouzita fibroblastoidni linie mysiho ptvodu

L929 ziskana z katalogu ECACC viz tabulka ¢. 5.

Tabulka ¢. 5: Popis heteronuklearni bunééné linie L929 dle katalogu ECACC:

Nazev bunééné linie

L929

katalogové ¢islo

85011425

popis mys$ C34/pojivova tkan
morfologie fibroblast
¢islo paséaze P+7
zpusob rustu adherentni
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1) Ptiprava vyluhu konopi setého:

Lyofilizovany material byl zbaven semen a za pomoci tfeci misky Castecné
zhomogenizovan na Imm (zistaly pouze Casti vétvicek o délce cca 0,2-0,5 cm).
Rozmélnény material byl pifeveden do vyluhového media DMEM High Glucose w/o
L-Glutamin w/o, Na Pyruvate (LM-D1108) od firmy Biosera v poméru 1/10 tj. 5g
suSiny do 50 ml media. Takto pfipraveny vyluh byl umistén na 24 hodin do

inkubacni laboratorni tiepacky pfti teploté 37°C pfi otaCkach 100 PRM.

Dale byl aplikovan Sesti stupiiovy systém filtrace: 1. filtrace pies filtr ze smési
netkanych textilnich vlaken (Pervin 40 MF ), 2. filtrace pies filtra¢ni papir, 3. filtrace
ptes filtra¢ni aparaturu s vyvévou pies 1,2 pm filtr 4. filtrace pfes injekéni filtr 0,45
pm v nesterilnim prostiedi, 5. filtrace injekénim filtrem 0,22 pm rovnéz
V nesterilnim prosttedi, 6. filtrace injekénim filtrem 0,20 pm ve sterilnim kultivaénim
boxu. Takto upraveny, prefiltrovany vzorek byl nasledné ulozen do laboratorni
lednicky pii 5°C a pokud mozno co nejdiive aplikovan k interakci s bunécnou linii

Vv logaritmické koncentracni fad¢.

2) Pfiprava pokusu pro BioStatin

Kultivaéni média a chemikalie:

e Syntetické kultivatni médium DMEM High Glucose (4,5g/1), w/o L-
Glutamin w/o, Na Pyruvate od firmy Biosera LM-D1108.

e Fetalni bovinni sérum (FBS) South America od firmy Biosera FB-1001
(testované na sterilitu, mycoplasmata, specifické viry, testovano na schopnost
podpory rustu v in vitro bunéénych kultur, na schopnost bunék tvotit kolonie
(PE- plating efficiency) a na schopnost bunék mnozit se (CE-cloning
efficiency).

e L-Glutamin PM-P1410 od firmy Biosera

e Antibiotikum a antimykotikum 100X (zamrazené) XC-A4110 od firmy
Biosera.

e PBS fyziologicky roztok pro oplachovani bunéénych linii s pH 7,3.
Ptipraveny z NaCl, KCI, Na,HPO4,KH,PO,.

e V/T-verzen trypsin-roztok, Trypsinu EDTA (10x) a PBS- pro uvoliovani

»pousténi‘ze dna kultivacni nadoby.
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Postup pfipravy koncentra¢ni fady

Jako kultivaéni prostiedi byly pouzity Hi-Q4 kultiva¢ni misky viz obrazek ¢. 8.
Pro potfebny pocet bun€k k nasazeni bylo pfipraveno inokulum pomoci napoctu
bunék v Biirkerové komirce. Takto piipravené inokulum bylo nasazeno do

kultivacni misky, a byly ptidany dopliiky s vyluhem, viz tabulka ¢. 6 :

Obrazek ¢. 8: Kultivani miska Hi-Q4 od firmy Nikon. Foto: Sarka Vlachova

Tabulka ¢. 6: Postup piipravy média s vyluhem na kultivaci v BioStation.

fedéni vyluh kontrola fedéni A fedéni B fedéni C
0,01 0,001 0,0001
DMEM [ul] 1052,4 946,8 1041,84 1051,04
VYLUH [pl] 105,6 10,56 1,06
VYLUH [g/ml] 0 0,01003421 | 0,00100342 | 0,00010072
Bofes [ul] 120 120 120 120
ATB [pl] 12 12 12 12
L-Glutamin [ul] 12 12 12 12
Gentamicin [ul] 3,6 3,6 3,6 3,6
CELKEM VYLUHU V BUNECNE KULTURE
VYLUHU g/ml 0,0088 0,00088 | 8,8333E-05
VYLUHU g/l 8,8 0,88 0,088

Kultivaéni miska byla vlozena do BioStation na dobu 72 hodin, pfti teploté 37°C a

pii 5% CO, , sniméano objektivem 20 PH2 pfi intervalu sniméani 2 minuty a rozliSeni

1280x960.
Pro kazdé fedéni byly nastaveny 2 body sniméni. Pfi¢emz pro kontrolu byl pouzit

pouze 1 bod snimani.
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3) Vvhodnoceni pokusu zdznamu z BioStation.

Pro vyhodnoceni specifické rychlosti ristu, byly pocitdny bunky ze 4 intervali z
celkového poctu snimkt v programu ImageJ. A to ze snimku ¢islo 1, 720, 1440,
2161 (viz obrazek ¢. 9) pro kazdy bod snimani v fedéni a v kontrole. Ze dvou bodu
pro kazdé sniméni byl vyhodnocen primér, ktery byl pouzit pro vypocet specifické
rustové rychlosti a primérné doby zdvojeni. Nasledné byla primérna doba zdvojeni

piepocitana na procenta ristu populace dle nasledujicich vzorct:

SRR = In (pocet bun¢k v poslednim snimku) — In (pocet bunék v prvnim snimku)

PDZ = (In2/SRR)

% rustu: pocet bunék na zacatku/ pocet bunék na konci *100 (pro kontrolu = 100%

a danou koncentraci); % riastu = kontrola 100% *100 / % rustu v dané koncentraci.

Obrazek ¢. 9: Na obrazcich jsou ernény snimky z BioStation a) 1. si b)
720. snimani c¢) 1440. snimani d) 2161. snimani fibroblastoidni linie bun¢k 1.929.
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5. VYSLEDKY

5.1 Vysledky z odbéri biomasy

Tabulka ¢. 7: Produkéni parametry konopi setého odridy Tiborszallasi ve fazi
zacatek kvétu.

hustota | pocet | délka vynos | vynos | vynos vynos vynos
vysevu ks stonek | jednotky | kvétl listh | stonku | celkem | celkem
m? m? cm suché | suché | suché suché cerstvé
Ceské Budéjovice
samice
kg/ m? 0,0 0,1 0,2 0,3 1,0
100 66 101,6
t/ha 0,1 0,9 2,3 3,4 10,5
kg/ m*> | 0,0 0,1 0,2 0,3 1,0
70 40 116,2
t/ha 0,1 1,1 2,2 3,4 10,0
40 - 74,6 kg/ m*° | 0,0 0,0 0,1 0,1 0,3
t/ha 0,1 0,4 0,6 1,1 3,0
samci
2
kg/ m 0,0 0,0 0,1 0,1 0,4
100 30 | 1436 | ke/
t/ha 0,2 0,3 1,0 1,4 3,8
70 5, | 1372 | ke/ m? 0,0 0,0 0,1 0,2 0,5
t/ha 0,1 0,4 1,2 1,7 4,6
113 kg/ m*> | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
40 14
t/ha 0,1 0,1 0,3 0,5 1,3
Ponésice
samice
2
kg/ m 0,0 0,1 0,2 0,3 1,0
100 sq | 1166 | ke/
t/ha 0,2 1,0 2,0 3,1 9,5
2
kg/ m 0,0 0,0 0,2 0,2 0,5
200 | 100 | 99° g/
t/ha 0,2 0,4 1,6 2,2 5,2
2
kg/ m 0,0 0,1 0,2 0,3 0,9
300 156 | 928 e/
t/ha 0,2 0,6 2,5 3,3 8,6
samci
2
kg/ m 0,0 0,0 0,2 0,2 0,6
100 46 | L1 | K8/
t/ha 0,1 0,2 1,6 1,9 5,6
2
kg/ m 0,0 0,0 0,1 0,1 0,3
200 | 106 | 12 e/
t/ha 0,1 0,1 1,1 1,3 3,4
2
kg/ m 0,0 0,0 0,3 0,3 0,8
300 | 134 | 1420 | ke/
t/ha 0,2 0,2 2,7 3,0 8,3
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Na fakultnim pozemku byl zaznamenan vyrazny okrajovy efekt, kdy
v prvnim fadku rostli rostliny pfiblizn€ o 1/3 vyssi a siln&jsi, a to zfejmé z divodu
vyssi kompakce pudy v mezitadcich, kdy miize dochazet k lepSimu nasyceni pudy
kapilarni vodou ¢i také z diivodu mozného efektu vice dostupnych Zivin na vedlejsi

parcele.

Ve vyse uvedené tabulce ¢. 7 Jsou uvedena data z odbérti biomasy ve fazi
za¢atku kvétu. V Ceskych Budgjovicich dosahl nejvyssi vynos celkové suché
biomasy 3,4 t/ha samic¢ich a 1,7 t/ha sam¢ich rostlin, pfi¢emz samci rostliny dosahli
vétsiho vynosu pii hustotd vysevu 70 rostlin na m?. Z tabulky je také patrn& vidét, ze
pii hustot& 40 rostlin na m? dosahli vynosy zhruba 1/3 v porovnani s vy$$imi

hustotami vysevu.

V ramci obou lokalit, dosahl vynos jinak nevyuzité biomasy listd zhruba 0,5-

1 t/ha pro samici a 0,1-0,4 t/ha pro samci rostliny.

Vynos samicich kvétenstvi na za¢atku kvétu byl vyssi na lokalité
v Pongsicich. Vynos sam¢iho kvétenstvi byl pro ob¢ lokality podobny a to mezi 0,1

0,2 t/ha, pfi¢emz se vyhodnéji jevila vyssi hustota vysevu.

Vyska rostlin se na obou lokalitach pohybovala okolo 100-150 cm.
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Tabulka €. 8: Produk¢ni parametry konopi setého, odriidy Tiborszallasi ve fazi zrani semen.

délk , o o o , , pocet pocet pocet
clKa - d tk vynos | vynos | vynos | vynos | vynos | vynos g kS/ m2 kS/ m2 kS/ m2
vysevu | stonek JEONOKY Meveta | Tista | stonku | celkem | celkem | celkem |HTZ | vétve kvéta semen
m® cm suché | suché | suché | suché | cerstvé | semen | * |primarni|kvétenstvi | kvétenstvi
Ceské Budéjovice
kg/m*| 03 | 01 | 05 | 09 2,3 0,1
100 | 1134 tha 3.0 10 53 9.2 231 13 18,9 | 1344 34376 89945
kg/m*| 03 | 01 | 05 | 09 25 | 0,04
70 116,1 tha 33 0.8 4.9 9.0 24.7 0.37 18,4 | 1211 6642 2746
Ponésice
kym*| 04 | 00| 04 | 06 | 13 | 02 |
100 | 129,9 tha 38 | 05 39 6.2 135 21 1040 19653 12480
kym* | 02 [ 00| 05 | 07 | 15 | _ . | .. e e
200 | 1044 t/ha 1,7 0,4 49 7,0 15,2 1400
kg/m* | 0,22 | 0,10 | 0552 | 0,84 | 1,85 | 0,04 | .,
300 | 108,1 t/ha 2,24 | 097 | 518 | 8,39 | 18,47 | 0,44 814 >700 2600

*HTZ vypoctena pro odbér na konci dozravani semen
** hodnota nebyla stanovena z diivodu Spatného dozravani semen v kvétu a vypadavani semen.
***hodnota nebyla stanovena z diivodu poskozeni (rozmélnéni) lyofilizovaného vzorku.
Pro hustotu 40 rostlin/m? nebyl stanoven vynos ve fazi zrani semen z ditvodu asngjsiho vyvoje porostu.

Na stanovisti Ceské Budé&jovice byl ve fazi za¢atku kvétu stanoven stav zaplevelni pro hustoty vysevu 100, 70 a 4 rostlin/m?.
Pro hustotu 40 rostlin/ m?&inilo zapleveleni 0,6 kg/ m? erstvé biomasy, pro hustotu 70 rostlin/ m? &inilo zapleveleni 0,98 kg/ m?

cerstvé biomasy a pro hustotu 100 rostlin/ m? &inilo zapleveleni 0,96 kg/ m? Serstvé biomasy. Nejvice zastoupenym druhem plevele
byla Echinochloa crus-galli (L.) BEAUV., Thlaspi arvense L., Amaranthus retroflexus L., dale Galium sp., Geranium sp., Veronica
sp., Vicia sp., Taraxacum sp. Galinsoga sp.
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Tabulka €. 9: Statistické vyhodnoceni vlivu proménnych parametri na vynosové
prvky odrudy Tiborszallasi ve fazi zacatek kvétu.

vliv stanovisté vliv hustoty vliv hustoty
Analyza rozptylu a pohlavi a pohlavi a pohlavi
na hustotu 100 ks/ m* v Ceskych Budé&jovicich v Ponésicich
vyska rostliny
n F p n F p n F p
intercept 1 |2351,027 | 0,000000( 1 |1536,427|0,000000(f 1 | 2245784 |0,000000
pohlavi 1 45,273 | 0,000000( 1 29,141 |0,000000( 1 38986 | 0,000000
stanovisté 1 5,426 |0,011447] 2 10,935 |0,000052( 2 11360 | 0,000000
error 1 0,577 0,448768 || 98 208 535
125
susina kvétenstvi
intercept 1 |88,04125 | 0,000000( 1 |108,3448 |0,000000(f 1 |7,804668 | 0,000000
pohlavi 1 2,27894 |0,134327| 1 | 8,8492 |0,003692| 1 |0,060937 |0,274512
stanovisté 1 | 0,18961 |0,664186| 2 1,7636 |0,176832( 2 |0,918175 | 0,000000
error 99 98 210 0,050767
susina listd
intercept 1 |113,3955(0,000000( 1 |108,3448 |0,000000(f 1 |75,94402 |0,000000
pohlavi 1 17,8822 | 0,000052(f 1 | 8,8492 |0,003692| 1 | 8,77476 | 0,000005
stanovisté 1 0,8678 |0,353822]| 2 1,7636 |0,176832(f 2 |29,31097 | 0,000000
error 99 98 210 | 0,39764
susina stonkd
intercept 1 |148,5224]0,000000( 1 |112,4574|0,000000( 1 |790,9597 | 0,000000
pohlavi 1 0,5273 |0,469264| 1 | 16,2278 |0,000111| 1 2,4074 |0,393433
stanovisté 1 0,2474 |0,619878( 2 | 6,1596 |0,003021| 2 | 93,1024 | 0,000000
error 113 98 201 | 3,2912
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Tabulka ¢€.10: Statistické vyhodnoceni vlivu proménnych parametrt
na vynosové prvky odrudy Tiborszallasi ve fazi zrani semen.

vliv stanovisté vliv hustoty vliv hustoty
Analyza rozptylu pfi hustoté 100 v Ceskych Budé&jovicich v Ponésicich
susina listd
n F p n F p n F p

intercept 1 |75,80474 | 0,000000(f 1 |114,2419|0,000000( 1 {218,2623 | 0,000000
stanovisté 1| 8,38987 |0,010036( 1 1,3942 |0,253962 | 2 | 10,0889 | 0,000226

error 17 17 47

pocet primarnich vétvicek

intercept 1 |421,4961 | 0,000000(f 1 |422,1063|0,000000( 1 {316,5900 | 0,000000
stanovisté 1 6,8712 |0,017874| 1 6,6384 |0,019609| 2 5,4759 | 0,008679

error 17 17 34

susina kvétenstvi

intercept 1 192,11624 | 0,000000(f 1 |118,9054 |0,000000( 1 {177,0681 | 0,000000
stanovisté 1| 6,46920 | 0,020990( 1 5,7391 |[0,028375{ 2 | 11,3718 | 0,000097

error 17 17 46

susina stonkd

intercept 1 |118,0754 | 0,000000(f 1 |99,66540|0,000000( 1 {231,1259 | 0,000000
stanovisté 1 0,4924 |0,493592( 1 | 2,19378 | 0,162396 | 2 9,1339 | 0,000509

error 15 13 42

délka stonk{

intercept 1 | 3855,544 | 0,000000(f 1 |2078,863|0,000000( 1 {3126,182 | 0,000000
stanovisté 1 17,647 |0,000677{ 1 0,285 0,601868 | 2 12,371 | 0,000050

error 16 14 46

pocet kvétl na kvétenstvi

intercept 1 |15,25639 | 0,002088(f 1 |20,36723|0,000354 | 1 |25,78535 | 0,000665
stanovisté 1| 1,13287 |0,308114| 1 | 6,55601 | 0,020955( 1 | 7,80991 |0,020895

error 12 16 9

pocet seminek na kvétenstvi

intercept 1 |80,59561 | 0,000001(f 1 |161,5780|0,000000( 1 {35,20550 | 0,000220
stanovisté 1| 2,12370 |{0,170702(f 1 | 24,9164 | 0,000133( 1 |15,11250 | 0,003689

error 12 16 9

V tabulce ¢. 9 a 10 jsou uvedeny vysledky ze statistického zpracovani analyzou

rozptylu pro 5 % hladinu vyznamnosti.

V tabulce ¢. 9 jsou uvedeny vysledky v ramci odbér biomasy ve fazi zrani

semen. Vyznamné se projevili vliv lokality a pohlavi pii vysevu 100 rostlin/ m? na

vysku rostliny a vliv pohlavi na susinu listt.

Pro lokalitu v Ceskych Budgjovicich byl zaznamenan vyznamny vliv hustoty

vysevu a pohlavi na vysku rostli, vliv pohlavi na susinu kvétu, listd a stonki a vliv

hustoty vysevu na susinu stonk.
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Pro lokalitu v PonéSicich se projevil vyznamny vliv hustoty vysevu na v§echny
sledované parametry (vyska rostliny a susina kvétt, listl a stonktl). Dale se projevil

vliv pohlavi na vysku rostliny a su$inu lista.

V tabulce ¢. 10 jsou uvedeny vysledky ze statistického zpracovani analyzou

rozptylu pro 5 % hladinu vyznamnosti v ramci odbérii biomasy ve fazi zrani semen.

Pro lokalitu Ponésice vysel prikazny vliv hustoty vysevu na vSechny sledované
parametry (pocet primarnich vétvicek, susina kvétenstvi, susina stonkuti, délka stonkdl,

pocet kvéth na kvétenstvi, pocet seminek na kvétenstvi.

Pro lokalitu v Ceskych Budg&jovicich byl zaznamenan patrny vliv hustoty vysevu
na pocet primarnich vétvicek, susinu kvétenstvi, pocet kvéti na kvétenstvi a pocet

seminek na kvétenstvi.

Pritkazny vlivu stanovisté na hustotu vysevu 100 rostlin/ m? byl zaznamenén u susiny

listd, susiny kvétenstvi, pro pocet primarnich vétvic¢ek a pro délku stonkii.

5.2 Vysledky ze zpracovani vyluhu

Nasledné jsou uvedeny vysledky ze zpracovani vyluhu a ziskani dat z BioStation.

Vysledky jsou rozdéleny do 3 casti. Nejprve jsou uvedeny vysledky z odbért
v Ceskych Budgjovicich (CB) a nasledné vysledky z odbérti v Pon&sicich (PO). Zde
jsou uvedeny grafy (obrazek ¢. 10-27) a tabulky (tabulka ¢. 11, 12) z vypoctu
prumémé doby zdvojeni bunécné populace (PDZ) po aplikaci vyluhu, spole¢né
s kontrolou bez aplikace vyluhu. V tfeti ¢asti jsou zpracovany vysledky z prvnich
dvou casti jako procenta ristu populace. Vysledky z obou lokalit jsou zde spole¢né

znazornény graficky pro lepsi porovnani vysledki (obrazek ¢. 28-30).
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5.2.1 Pozemek Ceské Budéjovice

vyluh z listd na zac¢atku kvétu CB 40 rostlin/m?
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Obrazek ¢. 10: Na obrazku je graficky zndzornéna prumérna doba zdvojeni bunck v kultuie
fibroblastoidni linie L929 po aplikaci vyluhu z listd odebranych v CB na zacatku kvétu rostliny pro
hustotu 40 rostlin/m? ve tiech fed&nich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spole¢né s kontrolou (K).

vyluh z listd na zac¢atku kvétu CB 70 rostlin/m?
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Obrazek ¢. 11: Na obrazku je graficky znidzornéna prumérnd doba zdvojeni bunék v kultuie
fibroblastoidni linie L929 po aplikaci vyluhu z listd odebranych v CB na zacatku kvétu rostliny pro
hustotu 70 rostlin/m? ve tiech fedénich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spole¢né s kontrolou (K).
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vyluh z listd na zacatku kvétu CB 100 rostlin/m?
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Obrazek ¢. 12: Na obrazku je graficky znazornéna primérna doba zdvojeni bunék v kultufe
fibroblastoidni linie 1929 po aplikaci vyluhu z listd odebranych v CB na zacatku kvétu rostliny pro
hustotu 100 rostlin/m? ve tfech fedénich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spolené s kontrolou (K).

vyluh z kvétenstvi na zac¢atku kvétu CB 40 rostlin/m?
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Obrazek ¢. 13: Na obrazku je graficky znazornéna primérna doba zdvojeni bunék v kultuie
fibroblastoidni linie L.929 po aplikaci vyluhu z kvétenstvi odebranych v CB na zacatku kvétu rostliny
pro hustotu 40 rostlin/m? ve trech fed&nich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spole&né s kontrolou (K).
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Obrazek ¢€.14: Na obrazku je graficky znazornéna primérna doba zdvojeni bunék v kultute
fibroblastoidni linie 1.929 po aplikaci vyluhu z kvétenstvi odebranych v CB na zacatku kvétu rostliny

pro hustotu 70 rostlin/m? ve tfech fed&nich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spoletné s kontrolou (K).
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Obrazek ¢. 15: Na obrazku je graficky znazornéna primérna doba zdvojeni bunék v kultuie
fibroblastoidni linie L.929 po aplikaci vyluhu z kvétenstvi odebranych v CB na zacatku kvétu rostliny

pro hustotu 100 rostlin/m? ve tiech fedénich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spole¢né s kontrolou (K).
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vyluh z kvétenstvi v dobé zrani semen CB 40 rostlin/m?
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Obrazek ¢€.16: Na obrazku je graficky znazornéna primérna doba zdvojeni bunék v kultute
fibroblastoidni linie 1929 po aplikaci vyluhu z kvétenstvi odebranych v CB v dobé zrani semen
rostliny pro hustotu 40 rostlin/m? ve tiech fed&nich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spoleén& s kontrolou

(K).

vyluh z kvétenstvi v dobé zrani semen CB 70 rostlin/m?
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Obrazek ¢. 17: Na obrazku je graficky znazornéna primérna doba zdvojeni bun€k v kultuie
fibroblastoidni linie L.929 po aplikaci vyluhu z kvétenstvi odebranych v CB v dobé zrani semen
rostliny pro hustotu 70 rostlin/m? ve tiech fed&nich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spoleén& s kontrolou

(K).
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vyluh z kvétenstvi v dobé zrani semen CB 100 rostlin/m?
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Obrazek ¢. 18: Na obrazku je graficky znazornéna prumérna doba zdvojeni bunék v kultufe
fibroblastoidni linie L929 po aplikaci vyluhu z kvétenstvi odebranych v CB v dobé& zrani semen
rostliny pro hustotu 100 rostlin/m? ve tiech fedénich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spolecné s kontrolou

(K).
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Tabulka ¢.11: Vypocty pro specifické ristove rychlosti fibroblastoidnilinie bun¢k 1.929
pii aplikaci vyluhii s kontrolou pro odbér susiny z Ceskych Budgjovice (CB).

listy faze zacatek kvétu | kvétenstvi faze zacatek kvétu | kvétenstvi faze zrani semen

POCET BUNEK |index| POCET BUNEK | index | POCET BUNEK | index

"g('iaé?ltia START | KONEC| SRR | START | KONEC | SRR | START | KONEC | SRR
40 rostlin/m?

K 22 211 (0,031 29 273 [0031] 27 204 0,028
0,0001 | 19 161 0,030 19,5 2075 |0,033| 195 | 1945 |0,032
0001 | 19 | 1455 |0,028| 235 1875 [0,029| 15 1155 | 0,028

0,01 16 103 |0,026| 16 1095 |0,027| 15 525 |0,017
70 rostlin/m?

K 29 215 [0,028] 32 254  [0,029] 27 241 10,030
00001 | 295 | 1945 |0,026] 32 203 |0,031| 275 | 1975 |0,027
0001 | 16,5 | 128 |0,028| 255 260 |0032| 185 | 1245 |0,026

001 | 215 | 665 [0,016| 22 87 0,019 | 24 82 0,017
100 rostlin/m?

K 34 186 |0,024| 46 272 [0,025| 32 138 0,020
00001 | 295 | 2185 |0,028| 20 1935 |[0,032| 19,5 233 | 0,034
0001 | 225 | 1735 |0,028| 17 75 0,021 | 205 123 | 0,025

001 | 255 | 104 |0,020| 16,5 615 |0018| 16 90 | 0,024

Start znaci pocet bun€k v prvnim snimku po nasazeni do BioStation, konec znaci pocet bun¢k na

poslednim 2161. snimku. Data jsou ziskdna z priméru dvou snimanych bodl v rdmci jedné koncentrace.
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5.2.2 Pozemek PonéSice

vyluh z listd na zacatku kvétu PO 100 rostlin/m?
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Obrazek ¢. 19: Na obrazku je graficky znazornéna prumérna doba zdvojeni bunck v kultuie
fibroblastoidni linie L929 po aplikaci vyluhu z listd odebranych v PO na zacatku kvétu rostliny pro
hustotu 100 rostlin/m? ve tiech fedénich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spole¢né s kontrolou (K).

vyluh z listd na zac¢atku kvétu PO 200 rostlin/m?
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Obrazek ¢. 20: Na obrazku je graficky znazornéna primérna doba zdvojeni bunék v kultuie
fibroblastoidni linie L.929 po aplikaci vyluhu z listd odebranych v PO na zacatku kvétu rostliny pro
hustotu 100 rostlin/m? ve tfech fedénich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spolené s kontrolou (K).
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vyluh z listd na zacatku kvétu PO 300 rostlin/m?
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Obrazek ¢. 21: Na obrazku je graficky znazornéna primérna doba zdvojeni bunék v kultuie
fibroblastoidni linie L929 po aplikaci vyluhu z listd odebranych v PO na zacatku kvétu rostliny pro
hustotu 300 rostlin/m? ve tfech fedénich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spolené s kontrolou (K).

vyluh z kvétenstvi na zac¢atku kvétu PO 100 rostlin/m?
140
k=
= 120 1
> 3
R & 100 -
2
Qg 80 —
T 5
]
s 2 60
5 > 106,95
g 2% 40 : T _—
—
g 5
N0 2999
a 21|72 24/81
n, 0 = T T T 1
K 0,0001 0,001 0,01
redéni vyluhu

Obrazek ¢. 22: Na obrazku je graficky znazornéna primérna doba zdvojeni bunék v kultuie
fibroblastoidni linie L.929 po aplikaci vyluhu z kvétenstvi odebranych v PO na zacatku kvétu rostliny
pro hustotu 100 rostlin/m? ve tiech fedénich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spole¢né s kontrolou (K).
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Obrazek ¢. 23: Na obrazku je graficky znazornéna primérna doba zdvojeni bunék v kultuie
fibroblastoidni linie 1.929 po aplikaci vyluhu z kvétenstvi odebranych v PO na zacatku kvétu rostliny

pro hustotu 200 rostlin/m? ve tiech fedénich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spolecnd s kontrolou (K).
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vyluh z kvétenstvi na zac¢atku kvétu PO 300 rostlin/m?
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Obrazek ¢. 24: Na obrazku je graficky znazornéna primérna doba zdvojeni bunék v kultuie
fibroblastoidni linie L929 po aplikaci vyluhu z kvétenstvi odebranych v PO na zacatku kvétu rostliny

pro hustotu 300 rostlin/m? ve tiech fedénich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spole¢né s kontrolou (K).
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vyluh z kvétenstvi v dobé zrani semen PO 100 rostlin/m?
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Obrazek ¢. 25: Na obrazku je graficky znazornéna prumérna doba zdvojeni bunék v kulture

fibroblastoidni linie L929 po aplikaci vyluhu z kvétenstvi odebranych v PO v dobé zrani semen
rostliny pro hustotu 100 rostlin/m? ve tiech fedénich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spolecné s kontrolou

(K).
vyluh z kvétenstvi v dobé zrani semen PO 200 rostlin/m?
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Obrazek ¢. 26: Na obrazku je graficky znazornéna primérnd doba zdvojeni bunék v kultuie

fibroblastoidni linie L929 po aplikaci vyluhu z kvétenstvi odebranych v PO v dobé zrani semen
rostliny pro hustotu 200 rostlin/m? ve tiech fedénich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spolecné s kontrolou

(K).
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vyluh z kvétenstvi v dobé zrani semen PO 300 rostlin/m?
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Obrazek ¢. 27: Na obrazku je graficky znazornéna prumérna doba zdvojeni bunék Vv kultufe
fibroblastoidni linie 1929 po aplikaci vyluhu z kvétenstvi odebranych v PO v dobé zrani semen
rostliny pro hustotu 200 rostlin/m? ve tiech fedénich vyluhu (0,01;0,001;0.0001) spolecné s kontrolou

(K).
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Tabulka ¢. 12: Vypocty pro specifické ristové rychlosti fibroblastoidnilinie bunék 1.929
pii aplikaci vyluht s kontrolou pro odbér susiny z Ponésic (PO).

listy faze zacatek kvétu | kvétenstvi faze zacatek kvetu | kvétenstvi faze zrani semen

POCET BUNEK |index| POCET BUNEK | index | POCET BUNEK | index

varianta| START | KONEC | SRR | START | KONEC | SRR | START | KONEC | SRR
100 rostlin/m?

K 24 180 |0,028| 21 209 0,032 | 22 3350 |0,038
0,0001 | 17 148,5 0,030 21 157 0,028 | 29 2555 | 0,030
0,001 | 145 | 1505 |0,032| 16 845 |0023| 22 150,5 | 0,027

0,01 | 235 64 |0,014| 185 295 | 0,006 | 205 735 0,018
200 rostlin/m?

K 23 187 |0,029| 18 256 | 0,037 | 31 263,0 |0,030
0,0001 | 255 188 |0,028| 20,5 184 0,030 | 225 227,0 |0,032
0,001 | 16 127,5 (0,029 215 187 | 0,030 | 205 1955 | 0,031

0,01 22 435 [0,009] 215 825 |0,019| 185 450 0,012
300 rostlin/m?

K 20 193 |0,031| 34 383 | 0034| 25 360,0 |0,037
0,0001 | 16,5 169 |0,032| 18 215 | 0,034 | 165 266,0 |0,039
0,001 | 165 160 |0,032| 185 156 | 0,030 | 16 197,0 | 0,035

0,01 18 66,5 |0,018| 225 120 | 0,023 | 14 113,0 | 0,029

Start znaci pocet bun€k v prvnim snimku po nasazeni do BioStation, konec znaci pocet bun¢k na

poslednim 2161. snimku. Data jsou ziskdna z priméru dvou snimanych bodl v rdmci jedné koncentrace.
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5.2.3 Souhrnné porovnani
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Obrazek €. 28: Vyluhy z listi na zacatku kvétu rostliny konopi setého odrady
Tiborszallasi, aplikovany na tkaiiovou kulturu bunék fibroblastoidni linie L929
po 72. hodinovém snimédni na BioStation. Na svislé ose jsou zndzornény
lokality CB a PO, hustoty vysevu a fedéni vyluhu v logaritmické tadé
(0.0001;0,001;0,01) spole¢né s kontrolou. Na vodorovné plose je uvedenou
procento ristu bunééné populace vypocitané z PDZ (uvedené v metodice).
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Obrazek ¢. 29: Vyluhy z kvétenstvi na zacatku kvétu rostliny konopi setého
odrdy Tiborszallasi, aplikovany na tkanovou kulturu bunék fibroblastoidni linie
L929 po 72. hodinovém snimani na BioStation. Na svislé ose jsou znazornény
lokality CB a PO, hustoty vysevu a fedéni vyluhu v logaritmické tadé
(0.0001;0,001;0,01) spolecné s kontrolou. Na vodorovné plose je uvedenou
procento ristu buné¢né populace vypocitané z PDZ (uvedené v metodice).
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Obrazek ¢. 30: Vyluhy z kvétenstvi v dobé zrani semen rostliny konopi setého

odridy Tiborszallasi, aplikovany na tkanovou kulturu buné€k fibroblastoidni linie

L929 po 72. hodinovém sniméni na BioStation. Na svislé ose jsou znadzornény

lokality CB a PO, hustoty vysevu a fedéni vyluhu v logaritmické tade

(0.0001;0,001;0,01) spole¢né s kontrolou. Na vodorovné plose je uvedenou

procento rastu bunééné populace vypocitané z PDZ (uvedené v metodice).

Z graficky zpracovanych vysledku je patrny vliv davky a uéinku vSech osmnacti
analyzovanych extraktli. RovnéZ je prevazné u fedéni vyluhu 0,0001 zaznamenéan
stimulaéni efekt nejvice patrny u hustoty 100 rostlin/m2 na lokalité Ceské
Budgjovice (CB). Pro nejméné fedéné vyluhy (0,01) jsou zaznamenany nejveétsi
inhibi¢ni ucinky, které se blizi az k 85% Vv porovnani s kontrolou bez aplikace
vyluhu. Zajimavé miZe byt srovnani vyluhti z kvétenstvi na zacatku kvétu a v dobé
zrani semen na lokalit¢ v PonéSicich pro rtizné hustoty vysevu. Znazoriiuje se nam

podobny trend vreakci na fedi vyluhu 0,01, kdy pifedpokladame vyssi obsah

sekundarnich metabolitd v kvétenstvi.
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6. DISKUZE

Odruda konopi setého Tiborszallasi je charakterizovana jako stiedné pozdni.
Cosentino et al. (2012) uvadi, ze vhodna doba pro jeji zaseti v mediterannich
podminkach je mezi koncem dubna a prvnimi tfemi tydny v kvétnu. Proto se
domnivam, ze pro pokus byla vhodn€¢ zvolena doba vysevu a Ze pozorované

parametry, nejsou ovlivnény tydennim rozestupem ve vysevu.

V obdobi od zaseti do zacitku kvétu dosahoval teplotni primér méfeny
v Ceskych Budgjovicich 15,7°C z &ehoz miize byt na zakladé studie Cosentino et al.
(2012) usuzovano na vhodné teplotni podminky pro rist rostlin v pokusu. Cosentino
et al. (2012) uvadi, ze nejvyssi rychlosti rustu dosahovaly rostliny v rozmezi teplot
13,5°Ca 18,5 °C.

V dobé¢, kdy rostliny prochazely dlouzivym ristem, a to v obdobi od 12. 7.
2014 do pocatku kveteni 14.8.2014, byl primérny thrn srazek 83 mm pro Hluboku
nad Vltavou a 87 mm pro Ceské Bud&jovice. V ¢ervnu byl primérny thrn srazek na
obou lokalitaich pouze okolo 32 mm. Limitujicim faktorem pro rast rostlin konopi
V podminkdch péstovani ve stiedni Evropé miize byt kromé celkové sumy teplot
podle Sarsenbaev, Kozhamzharov, Bayteliev (2012) a Amaducciho et al. 2014) thrn
srazek. Da se tedy predpokladat mozny negativni vliv nedostatku srazek na produkci

biomasy v ramci obou pokusnych lokalit.

Nedostatek srazek se patrné projevil na dosaZzené vysSce rostlin konopi.
V porovnani s naméfenou primérnou délkou rostlin pfiblizn€¢ 100 cm pfi hustoté
vysevu 200 rostlin /m? dosahovala stejna odriida vyseta v Italii pfi hustotd rostlin

240/m? primérnou vysku 155 cm (Cosentino et al. 2012).

Mrve

hmotnost stonki rostlin, a rovnéz maji i vliv na velikost rostlin a variabilitu porostu,
coz rovn¢z zminuje Cosentino et al. (2012). Z vysledkli produkce biomasy je
zfejmé, ze niz$i produkci biomasy stonku u hustoty vysevu 44/ m? mohou zapficinit 1
podminky, kdy nedojde k dostatecnému zapojeni porostu a konkuren¢ni zapleveleni

inhibuje rlst rostliny.

V praci byl rovnéz prokazan vliv hustoty vysevu na vynosové prvky

kvétenstvi (pocet primarnich vétvicek, pocet kveéti na kvétenstvi, pocet semen na
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kvétenstvi a na suinu celého kvétenstvi) a vliv stanovisté pfi hustot& 100 rostlin/ m?
na pocet primarnich vétvi v kvétenstvi a susinu kvétenstvi. V praci Pe¢ et al. (2012)
byly charakterizovany vhodné odrudy pro potencialni farmaceutické vyuziti.Byly
porovnavany vynosové prvky kvétenstvi a listi odrad a byly rovnéz posuzovany z
hlediska kompaktnosti kvétenstvi. V zavislosti na tomto vyzkumu, mize byt diky
nasi praci doplnéna piedstava 0 vlivu nejen odridy ale i 0 vlivu stanovistnich
podminek a hustoté¢ vysevu na vynos kvétenstvi pro farmaceutické moznosti

zpracovani.

Kanabinoidnim latkdm v konopi byla doposud vénovana velkd pozornost
zejména z toho divodu, ze se jedna o latky pro konopi typické s prokazanymi
biologickymi u¢inky. VétSina autorii se shodne na Sirokém rozsahu reakce konopi na
zmény v prostiedi a péstovani jak z hlediska produkénich parametrt, tak z hlediska
obsahovych latek. Byly rovnéz zkoumany i jiné sekundarni metabolity konopi a to
zejména flavonoidy, stilbenoidy a terpenoidy. Doposud, ale neni posuzovano, jaky
vliv maji na utvéfeni celkovych metabolickych produktii environmentalni podminky

¢i zpracovani (Flores-Sanchez, Verpoorte 2008).

V praci uvedené vysledky vyzkumu z vyluhii konopi setého aplikované na
fibroblastoidni linii L929 potvrzuji nespecifické ucinky Vv zavislosti na koncentraci
vyluhu. Timto se naskytd moznost dal§iho SirStho vyuZiti specifické metodiky
pfipravy a aplikace vyluh k moZznému SirSimu vyuZziti jako jednoduchého
analytického nastroj pro zhodnoceni biologickych vlastnosti v riznych podminkach
péstovanych rostlin. Existuji védecké experimenty, ve kterych neni feSena pouze
otazka Skodlivosti latek na cilovy organismus, ale které se zabyvaji spiSe vlivem
metabolitil rostlin na biologické projevy bunck v tkanovych kulturach s moZznosti
vyuziti napiiklad ve fytoterapii. Snazi se pochopit mechanizmus u¢inku a mozné
propojeni s cilenou terapii (Wanger 2011). V praci Veleva (2015) je konstatovano, ze
extrakt v riznych koncentracich z hluchavky bilé, ovliviiuje propustnost savci
bunééné membrany, adhezi bunky ¢i morfologii bunék a blokuje bunécéné
mechanismy. Je proto opravnéné se domnivat ze, dal§i vyzkum ucinnosti a ptisobeni
vyluhu zrostlin bude mit vyznam pro Sir§i pochopeni mechanismu ucinku a
mozného pouziti jednak ve fytoterapii a jednak bude aplikovatelny jako nastroj pro

hodnoceni obsahovych latek a agrotechnické odlisnosti.
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7. ZAVER

Porost konopi set¢ého o hustoté 100 rostlin na m? dosahl v praméru v Ceskych
Bud¢jovicich 4,8 t/ha susSiny biomasy a 1,3 t/ha semen. Jako vynosové vhodnéjsi se

prokazalo stanovisté Ponésice s primérem 5 t/ha suSiny biomasy a 2,1 t/ha semen.

Vynos biomasy je prukazn¢ ovlivnén hustotou porostu. Patrny vliv hustoty vysevu
byl jednoznacné pro vSechny méfené parametry ve fazi zrani semen prokazan na

lokalité v PonéSicich, kde byly u variant dosazeny planované pocty rostlin.

Prikazné se potvrdil vliv stanovi§té a pohlavi na vysku rostlin (p=0.00115)

stanoveném ve fazi zacatku kvétu.

Hustota vysevu pfi druhém odbéru v Ceskych Budg&jovicich méla pritkazné vliv
na pocet primarnich vétvi v kvétenstvi (p=0,019609), susSinu kvétenstvi
(p=0,028375), pocet kvétu na kvétenstvi (p=0,028375) a pocet semen V kvétenstvi
(p=0,000133).

Vliv stanovi§té na hustotu 100 rostlin na m? s stanoveném ve fazi zrani semen
prokazal rozdily mezi suSinou listd (p=0,010036) a kvéth (p=0,020990), délkou
stonkil (p=0,000677) a poctem primarnich vétvi v kvétenstvi (p=0,017874).

Na pozemku v Pongsicich i v Ceskych Budg&jovicich odriida Tiborszallasi
vyprodukovala vpriméru 2 t semen /ha pifi¢emz pii veEtSi hustoté rostlin
vyprodukovala rostlina méné semen. Odrida se v danych podminkach péstovani

piilis neosveédcila pro produkci semen.

Biologicky test vyluhu konopi set¢ho jednoznaéné prokazal zavislost mezi
fedénim vyluhu (davkou) a ucinkem na fibroblastoidni buné¢nou linii L929. Mimo

jiné zaznamenal stimula¢ni efekt pro rist bun¢k zejména pii fedéni 0,01.

Z vysledku provedeného biologického testu specifické ristové rychlosti se neda
presné urcit vliv stanoviste a hustoty vysevu, nicméné je z vysledku ziejmé, ze bunky
vykazuji rozdilnou aktivitu déleni v zavislosti na mitfe fedéni vyluhu a v zévislosti na
testované Casti rostliny. Na piiklad pro vyluhy z listil se u fedéni vyluhu 0,01 a 0,001
projevil mensi vliv na primérnou dobu zdvojeni bunék V kultufe v porovnani
s analyzou suSiny kvétenstvi ve fdzi zrani semen. MlZeme se tedy domnivat, Ze

bunky reaguji na potencidlni obsah sekundarnich metabolitii, obsazenych v rostling.
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Pouzitd metodika byla ovétena jako vhodna pro testovani extraktl na tkadnovych
kulturach, a proto by bylo vhodné déale se podobnymi pokusy zabyvat a blize
specifikovat reakci bunék naptiklad vyhodnocenim nejen primérné doby zdvojeni
ale 1 vyhodnoceni aktivity membranovych pienasecli, lokomoc¢nich pohybii ¢i

mezibunéénych interakci. Pro dalsi testy lze tuto metoda jednozna¢né doporucit.
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9. PRILOHY
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Foto::Sarka-Viachvod. ! Foto: Sarka Vlachvea
Obrazek €. 31: Nalevo povrchové osetfeni lesni hrabankou, napravo ukazka vzeslého

porostu v Ponésicich.
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Foto:Sarka Vlachova oto: Sarka 3acbova N

Obrazek €. 32: Zapojeny porost, Obrazek €. 33: Zapojeny porost, Ponésice 13. 9. 2014
Ponésice 10. 7. 2014
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Obrazek €. 34: Vyluh po 24 hodindch tfepani. Obrazek ¢. 35: Filtracni aparatura pro 1. fazi
filtrace.

Obrazek €. 37: Filtracni injekcni stfikacka.  Obrdazek €. 38: CO,termo inkubator.

Obrazek €. 39: Priprava inokula (flow box). Obrazek ¢ . 40: Nikon BioStation IMq,
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