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Anotace

Predmétem diplomové prace je vyzkum vlivu plazmatu n&iikbst semen
u vybranych drut rostlin (pSenice a oves). Tato komplexni praceragk jednakiast
fyzikaln¢ technickou, takéast biologickou. Prace diskutuje \Whbvhodnych semen pro
aplikaci plazmatu, popisuje parametry plazmovéhacgsu, diskutuje vysledky tést
klicivosti a p@&atecniho mtistu sementki. Sowdasti prace jsou vystupy z elektronové
mikroskopie, vyhodnoceni natienych dat aiplohy.

Annotation

Aim of diploma work is research of plasma influenoe seed germination
in some plant species (wheat and oat). The comptak includes parts both physical-
technological and biological. The work discussesebection of useful seeds for the
plasma treatment and describes parameters of plpsoeassing. It discusses results
of germination testing and early growth of seedinBarts of the work are electron

microscopy output, data processing result, andragipe
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1 Uvod

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zkoumanvwiplazmatu na zgnu
povrchovych vlastnosti semen. Prace se skladaliéizid ukoni, které v disledku

vytvorily ucelen&eseni daného problému.

Prakticka ¢ast této prace byla prov&mh v laboratti pani RNDr. Bozeny
Seré, Ph.D., na Ustavu systémové biologie a ekmlobia sadkach 7, @eskych
Budkjovicich. Skladala se z v¢bu vhodnych semen,iipravy semen pro aplikaci
plazmatu, volby paraméir plazmatu, aplikace plazmatu, tesklicivosti semen
a paateniho iistu semenéku. Déale byla provatha dokumentace zn povrchi
semen pomoci elektronové mikroskopie. Pokusy bybwgcEny na semenech ovsa

setého a pSenice jarni.

Teoretickacast je souhrnnym popisem jednotlivy¢hsti i g@iblizenim prace
provadné v laboratti. Skér jednotlivych dat nezbytnych pro kam# vyhodnoceni
a zkompletovani této pracéegstavoval mnoho hodin stravenych v labatiato



2 Literarni reserse

2.1 Plazma

Pojem plazma poprvé zavedl vidcatych letech devatenactého stol&tisky
lekar a fyziolog Jan Evangelista PurkynVyuzil fecké slovo plasmaniocpa),
znamenajici tvarna substance, préahtednou tekutinu vzniklou z krve po odsttan
krvinek a dalSich pevnyackasti. Pojem plazma byl tedy prvétozivan v 1éksstvi a je
mluvnicky Zenského rodu. Sir William Crookes se yaath elektrickymi vyboiji
v plynech a v roce 1879 pozoroval neobvyklé choydyru a tehdy neznamé katodove
z&eni. Tento stav hmoty prohlasil 2evrté skupenstvi. Termin plazma ve fyzikalnim
smyslu zavedli v roce 1928 Ame&ané Irving Langmuir a Levy Tonks, kigoopisovali
oscilace oblaku elektrgnbéhem vyboje, ktery jim svou podobodigpominal prae
krevni plazmu. Domnivali se, Zeigob unaseni rychlych elektip@a ionti elektrickym
polem, je stejny jako Zizob, jakym krevni plazma negervené a bilé krvinky a dalSi
pevnécastice. Slovo plazma je ve fyzice pouzivano yvedstim mluvnickém rodu.
(http://is.muni.cz/th/175437/prif_b/bakl.pdf, 12a@09)

VétSina literatur uvadi, ze 99% hmoty ve vesmiru aehazi v plazmatickém
stavu, tedy v podab elektricky vodivého plynu s atomy disociovanymi kkadné
a zapornécastice. V Zném Zivot se vSakclovék setkd s plazmatem jerridka.
Plazma nizeme pozorovat jako blesk, svit polarniiezéi vodivy plyn v z&ivkach
a neonovych reklaméach. Dalo by se tedgi, Ze ¢lovek Zije swij Zivot v jednom
procentu vesmiru, kde se plazma nevyskytij@pere.
(http://is.muni.cz/th/77987/prif_m/plasmochemie.db¢.4.2009)



Obrazek ¢. 1 Blesk, polarni zae a slunéni svit

zdroj: http://is.muni.cz/th/77987/prif_m/plasmocherdoc, 17.4.2009
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Obrazek ¢. 2 Vyskyt plazmatu
zdroj: http://is.muni.cz/th/175437/prif_b/bakl1.pdf.4.2009



Plazma je definovano jako ionizovany plyn slozenyianta, elektrori
(a pipadré  neutralnich atoin a molekul), ktery vznika odtrzenim elektfon
Z elektronového obalu atdanplynu, ¢i roztrzenim molekul (ionizaci). Aby mohl byt
ionizovany plyn povazovan za plazma, musinepat nasledujici podminky, a to
vykazovat kolektivniho chovani a kvazineutralitubyAbyl ionizovany plyn plazmou,
musi byt splan predpoklad, Ze vSechny jeh# rozméry jsou podstath vétSi nez

Debyeova délka.
A, <<L, N,>>1,

Ao — Debyeova délka

o7 > 1

Np — paet ¢astic v Debyeoy sfé&e
L — charakteristicky rozer plazmatu
o — frekvence plazmovych oscilaci

T — stedni doba mezi srazkami s neutralnimi atomy

(http://cs.wikipedia.org/wiki/Fyzika_plazmatu,
http://is.muni.cz/th/77987/prif_m/plasmochemie.dbt,4.2009)

Obrazek¢. 3
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zdroj: http://is.muni.cz/th/77987/prif_m/plasmocherdoc, 17.4.2009



Dulezité pojmy ve fyzice plazmatu:

Kvazineutralita - jedna se o fibliznou rovnost koncentraci klaimabitych
iontd a zaporg nabitych elektrofh v oblastech plazmatu.
(http://is.muni.cz/th/77987/prif_m/plasmochemie.db¢.4.2009)

Kolektivni chovani jsou pohyby, které nezaviseji pouze na podminkach
nejblizSiho okoli, ale rowz na stavu plazmatu veitgich vzdalenostech. Plazma tak
ovliviiuje samo sebe. Tyto pohyby Ize é®lpozorovat na slutirich erupcich.
(http://www.odbornecasopisy.cz/index.php?id_docum2?863, 17.4.2009)

Debyeova délka- Ap - je definovana jako vzdalenost, ve které kledaktacky
potencial ze svéiwodni hodnotyp, nad./e
(http://www.odbornecasopisy.cz/index.php?id_docum2?863, 17.4.2009)

Sahova rovnice - Ize zni odhadnout stupeionizace plazmatu (po¥n
ionizovanychtastic waci vSemgcasticim).

)
n; n L _U.IkT
—L ~24%*10 e 1"

n 1.

" I

ni — koncentrace ioft(poset Gastic v i)

n, — koncentrace neutralnich atbm

T —teplota

U; — ioniz&ni energie

k — Boltzmannova konstanta
(http://www.odbornecasopisy.cz/index.php?id_docum2?863, 17.4.2009)

Rozdéleni plazmatu:

podle stuprg ionizace:
slake ionizované plazma koncentrace nabityalastic je zanedbateinmala
oproti koncentraci neutralnich molekul

silné ionizované plazma prevlada koncentrace sémabitych¢astic
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podle teploty:
vysokoteplotri- stedni energii nabitychastic je ¥tSi nez 100 eV, to odpovida
radow 10PK
vyskytuje se ve hizdach a fi experimentech sfizenou
termonuklearni syntézou
nizkoteplotni- vyskytuje se napv z&ivkach a vybojkach, také v elektrickém

oblouku

podle teploty ¢astic:
izotermicka plazma plazma, ve které maji elektrony i ionty stejteplotu
predstavitel: tokamak, vifrock plazma za vysokého
tlaku, plazma el. oblouku
neizotermické plazmaenergie je fzdevsim v elektronech, zatimco molekuly
a ©zkécastice astavaji v klidu
teplota molekul a iofitzastava na pokojové teplot
vétSina el. vybaj za snizeného tlaku —in&ky
z hlediska rozmeru:
bezesraZkové plazmado 1 Pa)i>>|, | = charakteristicky rozgr plazmatu

srazkové plazma od 100 Pa\i<<l,

(http://cs.wikipedia.org/wiki/Fyzika_plazmatu,
http://www.odbornecasopisy.cz/index.php?id_docum2d863,
http://is.muni.cz/th/77987/prif_m/plasmochemie.dbg,4.2009)

2.2 Obiloviny

Obiloviny jsou vyznamnou plodinou éstovanou pro vyzivu lidského
spol&enstva, protoze jsou rozhodujicim zdrojem enerdidkavin. Celos¥tovy podil
obilovin je odhadovan na 60 - 70 % z celkové skjapbtravin. Celkova stova ra@ni
produkce obilovin se pohybuje okolo 2,1 miliard.tun
(http://cs.wikipedia.org/wiki/Obilniny, 10.3.2009)
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Obiloviny pati do ¢eledi lipnicovitych Poaceag Podle jejich morfologickych
a fyziologickych vlastnosti seslil do peti podéeledi. Oves i pSenice $adi spolén¢ se

Zitem, j&@menem a tritikalem (Zitovcem) do paadedi lipnicovych Pooideaag

Zakladni vlastnosti obilovin z této poeled jsou:
» obilka s podélnou ryhou na spodni stran
* mére naraneé na teplo, vice na vodu
» vyskytuji se v ozimych i jarnich formach
o pii kliceni roste vice zarodeych kainka
e stébla jsou duta, kolénka vygima deni
» v klasku jsou nejvice plodné dolni kvitky
* pocateni vyvin je rychlejsi, vytvéeji odnoze jiz po druhém getim listu

(http://old.mendelu.cz/~upsr/prezentace/obilningy,3.2009)

2.2.1 Obilné zrno

Morfologicka skladba zrna vSech obilovin je zhrubhodna. Zrna se lisi
piedevsim tvarem a velikosti. Charakteristické panglivé obiloviny je také to, zda
ma jejich zrno pluchy nebo zdali je nahé. Tvaryazjsou fiznorodé, od zplo&tych,
protahlych az po tééi kulata. Zastoupeni a fai jednotlivych vrstev ve stayimbilky
je v8ak shodné. Absolutni rozny zrna se mohou pehkud liSit i pro stejny druh
obiloviny v zavislosti na odidé, klimatickych podminkach kazdého roku, lokality
a kvali€ pady (Fihoda a kol. 2004).

Obilné zrno je tviéeno:

. oplodi - vrEjSi obal zrna, slouzi k ochraarna ged mechanickym poskozenim a
kratkodobymi @inky vody a Skodlivych latek. Je proto temo nerozpustnymi a
obtizre bobtnajicimi materialy, i@devsim celulosou.

. osemeni - prvni vlastni vrstva zrna, nese #kidoh barvivo a wuje tak vrjsi
barevny vzhled zrna

. aleuronova vrstva - je na rozhrani mezi osemenandospermem. Biky této

vrstvy obsahuji velky podil bilkoviny
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. endosperm - je twen pgedevsSim zasobnim Skrobem, ktery slouzi mladému
klicku jako vyziva pi ristu

. klicek - vlastni zarodek (embryo) rostliny, #hoz dlenim burk vznikne nova
rostlina

(Ptihoda a kol. 2004)

_endosperm

bufiky endospermn se
Skrobem v bilkovinné matric

1 p-——- celulosove stény bunék endospermu

aleuronova vestva (,, vnéiai
endosperm™)

p=— piicné bufiky
1 ¥ hyvpodermis
;i

epidermis
fi— bungénd vrstva klitku
—_ Etitek na Klitku

redimentarni klicek
primadrni kofinky

Stitek kofinkn
———kloboudek kofinki

Obrazek ¢. 4 Podélny ¥ez pSenénym zrnem se znazorénim jeho
morfologickych vrstev

zdroj: Rihoda a kol. 2004
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2.2.2 PSenice

Tvoii 1/3 s¥tové produkce obili. Hlavnimi producenty této plogijsou EU,
USA, Cina, Indie a Rusko. Rod p3enicEriticum) zahrnuje velké mnozstvi driih
Na pstitelskych plochach vSakgvlada pSenice seta, ke kteréipatmet vSechny nase

odridy.

Obrazek ¢. 5 Klas pSenice

zdroj: http://botanika.wendys.cz/cherbar/heslo. @7 10.3.2009

Pri péstovani rozliSujeme s#ry, na které bude pouzita:
« pSenice potravirfdka s tznou pekarenskou jakosti rfajx vyroke téstovin,
chleba, mouky
+ pSenice ke krmnymaghim
« pSenice ke specialnim¢élum, nag. k vyroke Skrobu, lihu, biomasy pro

spalovani

PSenice setd ma ozimou i jarni formuCR se vice gstuje forma ozima (94 %
ploch). Ozimé formy obilnin se daji od jarnich iéitl laboratorg po 14-ti dennim
predpestovani za vhodnych podminek. Jarni fornfgdmestovanych rostlin nazdaji
generativni vyvoj (vzrostny vrchol se diferencujk)iezto u ozim se jevi vzrostny

vrchol jako gisedly jednoduchy hrbolek.
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PSenice seta ma nelamavy klas, bezosinny i osingig husty. Plevy a pluchy
vejcité nebo podlouhle vé&igé se Zetelnym kylem. Obilky nahé, buclaté naiifmzu
oblé, s mirg vystouplym klékem, na praijsi stra ochmyené.
(http://old.mendelu.cz/~upsr/prezentace/obilniig,3.2009)

2.2.3 Oves

Jednd se o nejmladSi druh obilovin, je velmi tolema a gizpusobivy
k podminkam, jeho vynosnost je vSak mala, zatoidnithodnota je vysoka. Rod oves
(Aveng zahrnuje okolo 70. drdh V naSich podminkach secgiuje gevazri jarni

forma ovsa setého. Existuji varianty pluchaté anah

Obrazek ¢. 6 Oves

zdroj: http://botanika.wendys.cz/cherbar/foto.phprg) 10.3.2009

Oves ma mohutnou kenovou soustavu s velkou osvojovaci schopnostia kte
roste sodasré s tvorbou odnoZzi. Listy ovsa jsou v ranych fazigstu tma¥ zelené,
levotaiivé. Na grechodu pochvy &epel je vysoky jazsek a ouSka &tSinou chybi.
Kvétenstvim ovsa je lata, nesouci nawch klasky seiemi azétyfmi kvitky (nahy
4 a7 10 kvitk), z nichZ jsou obvykle jen 2 az 3 plodné. U ovsaé&ho jsou jen dva

plodné. Oves je samosprasny, resp. fakultatsamosprasny, protoZze za extrémnich
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podminek dochazi k cizospréSeni. Nigjd kvete lata hlavniho stébla a potom laty
odnozi. Kveteni probiha od vrcholu a obvoduésam dofi k ose laty. V klascich
kvetou nejdive spodni kvitky. Stefnprobiha i tvorba obilek a jejich dozravani. Pluchy
pevre uzaviraji obilku nebo jsoufipostlé k obilce jen na bazi, takze Ize snadnoatisk
nahou obilku. Podil pluch u ovsé&ni 20 - 30 % hmotnosti obilky. U nahych,
bezpluchych ous je vice nez 90 % obilek volnych. Pozadovana gkwétSi vyznost
nahych obilek (90 - 99 %) a to podle tdy.
(http://old.mendelu.cz/~upsr/prezentace/obilning,3.2009)

2.3 Stimulace semen plazmatem

Stimulace kléeni semen pomoci chemického oSet je dobe znamé
a pozorované u mnoha iypsemen. Obdobi klidu semen je obvykle ulenmo
chemickou modifikaci (ndp Baskin a Baskin 1998). O fyzikalnim nebo chemicko

fyzikalnim oSeteéni semen se stimulaimi (€inky vime jen velmi malo.

Osetovani plazmou by mohla byt nova a ekologicka adtéwa Upravy povrchu
semen. Plazma je dib znamy nastroj na Upravu povictpevnych materiél
V posledni dob bylo publikovano mnoho aplikaci plazmatu v oblabiblogie
a biomediciny. ¥tSina jich byla zagiena na oS&tni materialu proast burgk (nag.
Hippler a kol. 2001). Bylo také zaznamenano nejjfovpiimé plazmove oSatni
Zivych burgk nebo tkani (Yildirim a kol. 2008, Kalghatgi a kak007, Fridman
a kol. 2007). Nkolik spisi pojednava o plazmovém oEmstani povrchu semen za
Ucelem vylepSeni keni. Literatura obsahujergdevSim experimenty popisujici efekt
vystaveni povrchu semen zémdlskych (Dubinov a kol.2000, Volin a kol. 2000, Yin
a kol. 2005, Carvalho a kol. 2005), a tak&kalika nekometnich rostlin (Zivkové
a kol. 2004, Dhayal a kol.2006j)igobeni plazmatu.

Straiak a kol (2006, 2007) a Sera a kol (2008) provexitierimenty se stimulaci
nizkotlakym plasmovym oSeivanim na semenech merliku biléehGhénopodium
album). Semena byla vystavenagobeni plasmy poier¢ dlouhou dobu (od 6 do 48
minut). Testy kiéeni byly provadny ve specifikovanych laboratornich podminkach po
dobu sedmi dih v péti nezavislych, identickych experimentech. Netded
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(porovnavaci) semena &ma UsgSnost vykléeni 15 %. Vyznamny rozdil meazi
porovnavacimi a o3&nymi semeny byl @vidny. OSetena semena vykazovala
strukturélni zmny povrchu. Kléila rychleji a uz prvni den vyrazily delSi vyhonky.
Semena, ktera byla vystaven@spbeni plasmy po dobu 12 az 48 minu¢larpriblizné
tiikrat vysSi klgéivost (55 %). 18 minut se ukazalo jako optimalnbaagplazmoveée

stimulace pro semena merliku bilého.

Plazma produkuje &kolik agenti, ktefi hraji roli @i stimulaci semen (UV
z&eni, radikaly a chemické reakce)ii fimé aplikaci plazmy na semeno jsou
naleptavani a naruSovani povrchu pegatiobr ty nejvyznamejsi procesy. Podle
dostupnych zdrdjvSak jest nebyly &inky plazmové modifikace podrobzkoumany
na mikroskopické urovni. TudiZélem dalSich projefitje systematicky vyzkum vlivu
plazmové modifikace na semena, jak plazméninjejich povrch a jak to ovliwje
proces kiéeni (Ratner 1997).
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3 Vyty &eni cile

Na zéaklad vlastnich pokus a meteni potvrdit, Ze plazma modifikuje povrch
biologickych vzork a miZze pozitivie ovlivnit kliceni semen a naslednyast
semendkia. Tento hlavni cil byl rozpracovan do ddh cili, které na sebgasow

a logicky navazovaly.

Dil¢i cile:

o Ziskat dostaté mnozstvi biologického materidlu vhodného pro ysgk
s plazmatem (obiloviny se sniZzenowklosti).

* Vypracovat metodiku pro testovani stimulovanych Irebi plazmatem
v laboratornich podminkach.

» Aplikace plazmatu na vybrané druhy semen.

» Zdokumentovat fitomnost modifikovaného povrchu u semen po pouZiti
plazmatu.

» Testy klteni.

* Sber a archivace dat.

e Zpracovani a vyhodnoceni dat.

* Formulace vysledk
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4 Metodika

4.1

Popis aparatury

Modifikace semen plazmatem byla provad v plazmochemické aparétu

Plasonic AR-550-M. Jedna se o nizkotlakou, nizKotef mikrovinou aparaturu

generujici plazma pomoci magnetronu a stojaté ndagnatoru.

Jako pracovni plyn byla v prvni fazi pokupouzita smis vzduchu a argonu.

V druhé fazi pokus byl pouzit jako pracovni plyn vzduch, ktery je wedstat smesi

kysliku a dusiku. Pouzité plyny jsou za normalrpokdminek chemicky neaktivni nebo

malo aktivni. Vzniklé plazma obsahuje velkiadu ¢astic, které jsou vysoce reaktivni

a mohou proto reagovat s povrcligmych latek.

Aparatura se sklada gchto zékladnich blak

reaktor

mikrovinnacast

vyvéva

plynové hospodétvi (michani plyf, fizeni pfitoku plyni)
fidici jednotka (PC)

napéjecicast (vykonova vysokongpovacast a nizkonagovacast)
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Obrazek é. 7

Obréazek ¢. 8

Plazmochemickéa aparatura — pohled na reaktor a maggtron

W L

o

Plazmochemickéa aparatura — pohled n&idici jednotku
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4.2 Pouzité vzorky obili

Aby bylo moZzné pokusy s plazmatem provést, bylalivg nutné nashromazdit
dostaténé mnoZzstvi vyhovujicich vzoik Pokud ma pokus ukazat vliv zkoumaného
fyzikalné-chemického zpracovani na &ny klicivosti semen, je vhodné pouzit semena
s nizkou kléivosti, aby byl pipadny vliv dostatné¢ viditelny. Na druhou stranu je
vhodné pouzit semena, na ktera byl vydan uznaistcijéZz dokladuje nejen samotny

s

druh, ale také kategorii obili¢islo partie, rok sklizé zpisob Upravy i vysledky
jednotlivych  zkouSek ktivosti. A miZze tak pipadnym zajemim zajistit
opakovatelnost pokis na stejném vzorku. Problémem se vtomto ohledwasta
skute&nost, Ze tento list je vydavan pouze pro obili &SvkItivosti, ktera jiz ale nejsou
pro vySe uvedené pokusy tak zajimava. S ohledemysa uvedené skutmosti byly
pro pokusy vybrany vzorky s velmi nizkou ddiosti, i kdyZz bez uznavaciho listu.
Z tohoto divodu nejsou mnohdy o daném pouzitém vzorku znaneghi$y patebné

informace.

Vzorky obili poskytla spoknost Osiva BorSov, spol. s r.o0. se sidlem v BafSov
nad Vitavou. BEpadny zajemce fite ziskat informace o této spabesti na

http://www.volny.cz/osivaborsov/.

Seznam pouzitych vzoikobili

Tabulka €. 1. :Druhy pSenice jarni

PSenice jarni
5 Kli€ivost [ Uzn&vaci

Vzorek | Odrada Mnozitel Slechtitel [%] list Mo Feni
A Corso Toman Limagrain Central 98 [ ano ne

B Corso ZD Mojné Limagrain Central 98 [ ano ne

C Granny | ZD KiemZe SELGEN a.s. 99 | ano ne

D Leguan |Epigon Ledenice | SELGEN a.s. 97 [ano ne

E Zuzana |Plana SELGEN a.s. 95 | ano ne

Fa Zuzana |ZEAS Agro Rabin | SELGEN a.s. 95 [ano ne

Fb Zuzana | ZEAS Agro Rabin | SELGEN a.s. 95 | ano ano
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Tabulka ¢. 2. Druhy ovsa setého

Oves sety
5 Kli€ivost | Kliéivost [ Kli€ivost | Uznavaci

Vzorek | Odriida Mnozitel Slechtitel [%0] [%0] [%0] list
G Azur Agrom Zborov SELGEN a.s. 34 37 ne

H Azur ZD Loc&enice SELGEN a.s. 92 95 94 [ano

I Atego Kooprodukt LiSov | SELGEN a.s. 93 92 ano

J Atego | ZOD Sedlec SELGEN a.s. 43 56 61| ne

K Atego | ZS Dubné SELGEN a.s. 85 87 90 [ ano

L Atego | Agra Netretice SELGEN a.s. 61 66 ne

M Vok Toman SELGEN a.s. 45 52 ne

N Vok Agroprod Munice | SELGEN a.s. 84 79 ne

O Vok S. Hostice SELGEN a.s. 81 84 ne

Jak je z vySe uvedenych tabulek patrné, bylo nasatdno mnoho vzork,

takZze nebylo mozné provédpokusy s kazdym z nich

a proto byly pro prvnipeta

pokusgi vybrany: pSenice E a F (variantai®oa i nemiena), oves G, J a M.

Prvnim krokem bylo weni ramcovych paramétpokusu. Bylo mozné pracovat

s riznymi parametry plazmatu, proto byly vyzkouSerigné kombinace parameétr

Po vyhodnoceniéthto Uvodnich pokus byl vybran konkrétni vzorek a jednotlivé

parametry pro dalSi pokusy.

Tabulka ¢. 3. Parametry pasobeni plazmatu

Cislo Cas Vykon | Vzduch | Argon
pokusu [s] [W] [mI/min] | [ml/min]
1 180 300 50 50| |
2 300 300 50 50
3 600 300 50 50
4 180 500 50 50| |
5 180 650 50 50
6 180 800 50 50
7 180 300 100 50| |
8 180 300 150 50
9 180 300 200 50
10 600 0 0 0
K 0 0 0 0

| proménny ¢as

| proménny vykon

| proménny pratok plynt
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Do druhé etapy byl zvolen oves M a to z tohivablu, Ze po vyhodnoceni
pokusgi vykazoval nejlepsi vysledky. Vyhodnocovani se pbio v riznych oblastech
kliceni, suma délek kmku a klicka, pongr R/S ratio.

V oblasti kl¢eni jsou dvody vykeru viditelné v grafu¢. 1. SloupceM1, M2
aM3 ukazuji vliv délky¢asu fisobeni plazmatu na Kivost. Cim del3icas tim &tsi
klicivost. Sloupcev4, M5 aM6 ukazuji vliv vykonu na ktivost. Ot ¢im vySSi vykon
tim vySSi klgivost. SloupceM7, M8 aM9 ukazuji vliv patoku miznych plyri na
klicivost. SloupecM10 znazoiuje pisobeni vakua po dobu 600 s a sloupék
znazonuje vzorek, na ktery nebylo plazma aplikovano auZlotedy jako vzorek
kontrolni. Je zde tendence zvySovanicikbsti pi zvySovani hodnot jednotlivych
faktoni. Ostatni druhy ovsa vykazovaly chovani naprost@ioé. Pro moznost srovnani
uvadim graficky vystup pro oves J (gtaf2). Rozdily mohou byt Zisobeny nafiklad
odliSnym Slechinim dané odrdy, jeji odolnosti uc¢i raiznym vlivam apod.

Klicivost ovsa M se slupkou

90,00

20,00

70,00

50,00

@15.2.2008
50,00 X

0.00 Pl m18.2 2008

Klicivast [%]

30,00

20,00

10,00 +

0,00 -
ML M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MI10 MK

Treatment

Graf ¢. 1. Kli ¢ivost ovsa M se slupkou
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Klic¢ivost ovsalJ se slupkou

100,00
90,00

80,00

70,00

60,00

O15.2.2008

50,00
40,00

m18.2.2003

Klicivost [%]

30,00

20,00 -
10,00

0,00 -

Graf &. 2.

J1 J2 13 J4 J5 J6 17

Treatment

Kli ¢ivost ovsa J se slupkou

Jé J9 J10 UK

V oblasti vlivu jednotlivych parametrna sumu délek kinka a klicki se oves

M choval velmi podob¥ jako u klEivosti. Jako argumentace Wi jsou ot

piilozeny ukazky graf pii riznych ¢asech psobeni plazmatu (graf. 3) a fiznych

pratocich plyri (graf¢. 4).

S00

Rézné c¢asy pro vzorek M

800 A

700 A

600 A

500 A

400 A

300 A

Suma délek [mm]

200 A

100 +

Okorinek

B klicek

Graf ¢&. 3.

Os 600 s 180s
MK M10 M1

Treatment

Riazné¢asy pro vzorek M

300s 600s
M2 M3
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Ruzné plyny pro vzorek M
900
800 -
700
600 -
T 500 / @ kofi
orinek
E. 400
klicek
é 300 - M klice
g 200
a 100 A
D 1 T . T . T T
0 0 50 100 150 200
Iml/min]l  [ml/minl  [ml/minl  [ml/minl [ml/minl  [ml/min]
MK M10 M1 M7 MS \Ye]
Treatment
" S

Graf ¢. 4.  Ruzné plyny pro vzorek M

Z pSenice se do vy¥hu nedostala Zzadna z vySe uvedenych. A to Klawdivodu
vysoké kitivosti v nemodifikovaném stavu. Jejich diliost se pohybovala v rozmezi
90 az 100 % a proifpadny vliv plazmatu byl tedy ponechan velmi mahpgtor.
Prednost byla dana zcela neznaméuddrpSenice, ktera dostala pracovni nazev
.Standa“. O této odidé bylo znamé jeniblizné stdi a to 15 let k psatku provadni
pokudi (leden 2008). Nami zji8ha klicivost byla 70 %.

Obrazek ¢é. 9 PSenice ,Standa“
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4.3 Priprava vzork a

Prfiprava vzork semen byla prov&da riné. Pro pokus byla vybrana vitalni
neposkozend semena (vizualiiddni). Pro kazdyc¢as misobeni plazmatu bylo
napaitano minimalg 150 semen. Semena ovsa byla testovana ve dvantéaoh: bez
slupek a se slupkami.

Obréazek ¢é. 10 Pogitani obilek

Obrazeké¢. 11 Vzorky p¥ipravené pro pokus
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4.4 Aplikace plazmatu

Plazma bylo aplikovano ve vySe popsané apigattemena byla do aparatury
umisgna ve skleénych Petriho miskach. Na miskach lezela v jednév¥rak, aby se
vzajemré negekryvala a aby plazmaipobilo na vSechna stgnDvé etapy aplikace
plazmatu byly jiz nastimy v kapitole ,Pouzité vzorky obili“, kde bylo uvedo, jak se
proved| vykEr vhodnych vzork a byla zde uvedena tabulka aplikace plazmatu niprv
fazi pokus (tabulkac. 3).

Ve druhé fazi pokus se aplikovalo plazma pouze ®wznych c¢asovych

intervalech pi konstantnim vykonu a ptoku vzduchu.

Tabulka €. 4. Aplikace plazmatu — druha faze pokugé

Oznaceni| Cas | Vykon | Vzduch

pokusu [s] [W] [mI/min]
a 180 500 200
b 300 500 200
C 600 500 200
d 1200 500 200
e 2400 500 200
\% 600 0 0
K 0 0 0

Pismenaa aZ e oznauji pokusy, kde dochazi k modifikaci povrchu pomplaizmatu.
V je kontrolni vzorek pro zjighi vlivu vakua &K je kontrolni vzorek, ktery nebyl nijak

modifikovan.
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Obrazek ¢. 12

Obréazek ¢é. 13

Vzorky pripraveneé k aplikaci plazmatu

@

Vzorky umisténé v reaktoru aparatury
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4.5 Testy Kli ¢ivosti a po ¢atecniho r dstu semena ¢ku

Testovano bylo & treatmeni a dw kontroly (bez plazmatu, vliv vakua). Byly
pouzity plastové Petriho misky otpnéru 9 cm s vloZzenymiiemi filtratnimi papiry
(KA4). Do kazdé misky bylo naneseno 5 ml destilayandy a vlozeno 30 testovanych

semen.

Vlastni testy kifivosti byly prova@dny v laboratornich podminkach za pouziti
standardizovanych zemkIskych harmonogratnteplotnich fazi a odi.

Obrazek ¢. 14 Petrino misky pFipravené k umis€ni semen
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Obréazek ¢é. 15

Obrazek ¢. 16

Skladani semen na Petriho misku

Piiprava semen na kkéeni
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Obrazek ¢. 17 Vzorky p¥ipravené pro pokus

Odeet Klicivosti se provadl v presnémcéasovém harmonogramu, ktery jsme
pievzali od pracovnik laboratde spolénosti Osiva BorSov spol. s r.o. Harmonogram

se pro pSenici a oves lisi.

PSenice 1. - 4. den chladna faze Oved. - 3. den chladna faze
8. den 1. vybirani 8. den 1. vybirani
12. den 2. vybirani 13. den 2. vybirani

Vzorky pripravené v Petriho miskach byly ungisy do chladu do lednice a byly
ponechany ktit — takzvana chladna faze. Po ukeni této faze byla sptana
vyklicena semena. Pro uznéni gktiiho semene* byla poZzadovana minimalni délka
Klicku 1 mm. Mteni délek kiékt a kainka nebylo v tomto kroku prov&do. Dle
potieby byla pidana vzorkm voda a vzorky byly nasledmumistny do termostatu, kde

byly udrzovany ve tiaa g teplog 22 °C.
Pfi prvnim vybirani byl proveden odlet patu klicicich a neklficich semen.

Dale bylo provedeno pro kazdou obilkwi@ni délky kléku a kdinku. Toto néreni
vyzadovalo velmi opatrné zachazeni, aby nedoSlosSkqzeni vzork, neba by se tak
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mohl narusit dalSitst semen&i. Méfeni se muselo provédpiimo v Petriho misce.
Délka Kklicku a kainku byla nétena pomoci rozéené pinzety. Pinzeta byldgnesena

k metitku a odétena hodnota byla zapsana.

U druhého vybirani byl jiz kenovy systém jednotlivych semen velmi
rozvinuty, a proto samotnémuweni gedchazelo velmi opatrné rozplétani jednotlivych
korenovych svazk Nasled®# mohlo dojit ke zréteni délek kidku a kdinku. Klicek
a kainky byly po zmgieni odstizeny od obilky. Poté byly zvldSumistny do
papirovych sé&u, ve kterych byly usuSeny. SuSeni probihaid gokojové teplal.
Kazdy suchy girastek byl zvadzen na analytickych vahach. Tyto hognbyly

zaznamenany.

Obrazek¢. 18 Ukéazka stadia kliceni pfi druhém vybirani
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Obrazek ¢. 19

Obréazek ¢. 20

Rozplétani ka‘enoveého systému

Detail na kli¢ici obilku
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4.6 Elektronova mikroskopie

Soutasti prace bylo sledovani povrchovychémsemen a to s pomoci nastroj
elektronové mikroskopie. Fotografie byly ffmeny na skenovacim elektronovém
mikroskopu JEOL JSM-7401F v laboratdi elektronoveé mikroskopie
naParazitologickém uUstavu AR v Ceskych Budjovicich. Fotografie byly ziskany
za asistence Bc. Martiny Tesaé, obsluhy elektronového mikroskopu.

Skenovaci elektronovy mikroskop nebo také mikroskalpM z anglického
scanning electron microscope slouzi ke zkoumanirghdv nejriiznéjSich objeki
pomoci pohyblivého svazku elektiiorNa vzorek dopada tenky svazek elekirditery
postupuje fes anodu a katodu a dopada postupa vSechna mista vzorku. Odrazeny

neboli emitovany paprsek séepadi na viditelny obraz.

V mikroskopu nelze prov&t pozorovani vzonk bez jakékoliv Gpravy. U semen
a plodi je nutné odstrami vody z preparatu. Nelze vSak odstranit votitogni cestou
— postupnym vysychanim, nebdrozi zborceni vzorku. K odstrém vody se tedy
pouziva fyzikalni nebo chemicka cesta. VysuSendogické objekty jsou tést
elektricky a tepel& nevodivé, proto by v mikroskopu dochazelo k velkémabijeni
vzorku a jakakoliv obrazova dokumentace by bylagénemozna. Z tohotoudodu
musi dojit k pokoveni povrchu vzorku tenkou vrstkawu, jejiz sila se pohybuje okolo
10 - 20 nm a ma za ukol odvést negativni naboj.phleoveni se néastji pouziva
zlato, platina nebo slitina platiny a paladia. \kaorkteré se nalepi na duralovy digr
pomoci uhlikové oboustranné pasky, jsou v naS&pag pozlaceny ve zlaice. Poté

jsou vzorky gipraveny k prohlizeni v mikroskopu.

Tento mikroskop umaiuje i prohlizeni vzork v takzvaném kryo rezimu.
Vzorek nemusi projit Upravami jako je vysuSeni algweni, ale je prohlizen ve
zmrazeném stavu. Rychlost zmrazeni vSak musi biyhiveysoka, aby nedoSlo ke
tvorbe krystali na povrchu preparatu. Rychlostigravy vzorku je zde tedy velikou
piednosti. S pouzitim této metody dojde k zachovamirghové struktury. V rdmci
prohlizeni existuje i moznost nahlédnout do stmktunitrnich tkani za pomoci

mrazového lamani.
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V planu préce bylo ziskani fotografii povrchu semea pomoci tohoto rezimu,
ale vkoneéném disledku k®mu bohuzel nedoSlo. ¥ase vyhrazeném pro

elektronovou mikroskopii bylo foceni v tomto reZimmimo provoz.

Zakladni parametry mikroskopu:
e urychlovaci nagti: 0,1 — 30 kV

» katoda: Autoemise
(W - monokrystal)

» rozliSovaci schopnost: 1nm

» tvorba obrazu: 1280x1024x8bit
(pramérovanim 10 bit)

« vakuum: 10 Pa

Obrazek ¢. 21 Skenovaci elektronovy mikroskop JEOL JSM-7401F

Pozorovali jsme povrchy pSenice. Pro moznost smivbgla prohlizena semena
bez pisobeni plazmatu, semena svlivem vakua a semeeaa ktyla vystavena

pusobeni plazmatu po dobu 600 s, vykonu 500 WWtopw vzduchu 200 mi/min.

Byly potizeny fotografie povrah pti zvétSenich 10 000x, 20 000x, 30 000x,
50 000x a 90 000x. Vypovidaci hodnota fotografiozliSeni 90 000x uz je velmi mala
neba se jiz nachazime na krajnich moznostech elekt@movmikroskopu. NejtSi

vypovidaci hodnotu maji fotografie s rozliSenima3B0 000x.

4.7 Statistické zpracovani

Patty Kklicicich semen byly figpaiteny na procenta a Zidodi ,normalizace
dat* byla pouzita arcsin transformace. Za stejnyi®l@m byla u morfometrickych dat
(délky a hmotnosti kidnka a hypokotyl)) pouzita logaritmicka transformace. Pro
vypocty morfometrickych charakteristik byla data @perovana (pimér na jednu

Petriho misku) a pak bylo piano jen sdmito prameéry.
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Ziskana data byla analyzovdna ve statistickém prmogr STATISTICA
(Statistica 1999). Statistické testovani bylo pammo na dvou Urovnich. Samostase
pomoci Studentova rozloZeni (t-test) hodnotila kunt méreni (bez modifikace,
s aplikaci vakua). Cilem bylo zjistit, zda se poé&zZkontroly mezi sebou liSi. Pro
souhrnné hodnoceni vyslddk byla pouzita jednofaktorova ANOVA a pro
mnohonasobné porovnani Tukey HSD test. ¥#ajicimi promEnnymi byly ¢asové
treatmenty a abkontroly. Vyswtlované prominné byly pongdry klicicich semen, délky

a hmotnosti ktinka, délky a hmotnosti ktka.
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5 vysledky

Vliv plazmatu na iist semen se sledoval u vSech pouzitych veakto v
nasledujicichiech charakteristikach:

1. kliceni (p@et klicicich semen)

2. délky kltku a kdinka (meéteno naterstvém materialu)

3. hmotnosti kikku a kdinka (meéteno ze susiny).

Data byla statisticky vyhodnocena a zpracovanabolék a graf.

5.1 PsSenice

U pSenice ,Standa“ byla kraimvyhodnoceni ktieni, délek a hmotnosti
piirastki, provedena také elektronova mikroskopie modifik@@ povrchu
a kontrolniho vzorku. Grafické vystupy z elektroebe mikroskopu i fotografie

porfizené pi praci v laboraté jsou tedy nezbytnou soéasti prezentace vysleilk

5.1.1 Kli¢eni

Tabulka €. 5. Kli ¢ivost - pSenice

4, den _ 12. den
Treatment
[%0] [%0] [%0]

Kontrola 0.0+0.0b 42.045.6a |77.8410.3a
Vakuum 0.0£0.0b 42.7+4.3a |72.615.7ab
180 s 6.0+4.3a 40.0+11.1a |61.849.5ab
300 s 2.7+2.8ab 38.0+¢5.1a |65.8+9.7ab
600 s 0.0£0.0b 42.0+1.8a |65.316.6ab
1200 s 3.3+3.3ab | 34.0+10.4a | 55.6+9.0b
2400 s 1.3+1.8ab 36.0+8.6a |63.1+9.6ab

Statistické vyhodnoceni vysletlkkli¢ivosti prokazalo, zettvrty den se lisil
pocet klicicich semen modifikovanych po dobu 180 s od koptrdkua a od semen na,
ktera plazma fisobilo po dobu 600 s. Osmy den nebyly zaznamenadyé& odliSnosti.
Dvanacty den se signifikantiSila kontrola od semen modifikovanych po dob@Q2.
Procentualni hodnoty Kiivosti jsou patrné viflozené tabulce a grafu (tabulka 5

a graf¢. 5).
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Graf ¢. 5. Kli ¢ivost — pSenice

5.1.2 P¥irastky

Pti vyhodnocovani firastki maji zcela jist vysSi vypovidaci hodnoturipastky
vahové a to z ivodu, Zze p méieni délek kéinka byla zngiena jen nejdel3éast
rozwétvené kdenové soustavy. Praggodobré lepSim postupem mohlo byt 2ieni
délek vSechtasti kdinku a za vysledek povazovat jejich ety Tento postup je vSak

v realné praxi z voducasove i manualni natnosti neproveditelny.

Tabulka ¢. 6. Délkoveé pririastky - pSenice

Kofinek Klicek
Treatment CELSy ey d?|k¥
suma suma primér
[mm] [mm] [mm] [mm]

Kontrola 881+125b 52+11a 486+81b 29+7a
Vakuum 1015+93b 53+3a 617+54b 33+la

180 s 849+297b 52+10a 528+149b 33+3a
300 s 593+89ab 42+3a 378+78ab 27+4a
600 s 568+292ab 37+17a 365+176ab 24+10a
1200 s 252+120a 25+12a 167+81a 17+8a
2400 s 467+238ab 31+15a 336+119ab 22+7a

Délkoveé girastki pro kainek i klicek jsou uvadny v milimetrech. Suma délek
je uvadna pro 30 semen na misceufer délek je matematicky pmeér pripadajici na

jednu obilku v misce. Vyhodnoceni sumy délek praikek ukazuje odliSnost semen
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modifikovanych po dobu 1200 s od kontroly, vakusemen, na které plazmagobilo
180 s. U piiméra délek Zadné odliSnosti nebyly shledany. Délkovaj&idro kléek
nesou naprosto stejné rysy jako urikku. Nantrené hodnoty dokladujefifpzena

tabulka a graf (tabulk& 6 a grak. 6).
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Vysledky vahovych frastki jsou vysledkem vaZzeni suchyctasti

analytickych vahach sfesnosti na tisiciny miligraim

Tabulka €. 7. Vahové pisrastky — pSenice

Kofinek Klicek

Treatment hmotnost hmotnost hmE)tnE)st R/S

suma suma primér

[mg] [mg] [mg] [mg]
Kontrola 54.6+4.8a 2.840.1a 85.7+2.6a | 3.9+0.4ab |0.5740.07ab
VaKuum 47.945.0a 3.5+0.3a 74.311.1a | 4.3#0.2ab |0.56+0.16ab
180 s 37.5+18.5a 3.8+0.5a 61.0+29.1a | 5.4+0.5a |0.56+0.02ab
300 s 45.8+7.3a 3.5+0.6a 63.1+6.0a | 4.4+0.6ab | 0.72+0.08a
600 s 26.0+3.6a 2.9+0.1a 50.0+3.7a 3.9+0.1b 0.36+0.02b
1200 s 25.8+4.1a 2.5+0.1a |45.7+10.6a | 3.6+0.2b |0.53+0.07ab
2400 s 23.3+14.8a 2.6£0.7a |47.0+20.1a| 3.7+0.1b 0.34+0.08b

na
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V datech pro kiinek, @ uz sumu nebo pmér nebyly na statisticky fikazné
hladiné shledany Zadné odliSnosti. Skejrak pro sumu hmotnosti kEku. Signifikantni
rozdily byly zjiSeny u ptimeéri hmotnosti kikka a to konkrétty mezi pisobenim
plazmatu po dobu 600 s, 1200 s a 2400 s a semedyikopanymi 180 s.

R/S (root/shoot ratio)vyjadiuje pongr kofenové biomasy k nadzemni a byl

s m
vypccitan dle vzorce: R/S=—%
m

M je hmotnost suché kenové biomasy (Kének)
m, hmotnost suché nadzemni biomasycgd)
(http://botanika.prf.jcu.cz/thesis/pdf/KosnarH2Q@#, 20.4.2009)

V této oblasti se vyskytly rozdily mezi vzorkem nifdevanym 300 s a 600 s.
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Graf ¢. 7. Vahové pFiristky — pSenice

5.1.3 Povrch

Na fotografiich z elektronového mikroskopu jsou madifikovanych povrSich
semen jash viditelné praskliny, které se na povrchu nemodiiknych semen

nevyskytuji. Je zde tedy potvrzena hypotéza, Zenma naruSuje povrch semen.
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Praskliny pravépodobré umoziuji lepSi prostupnost vody a semena pak mohou lépe
kligit.

Legenda k nasledujicim obrédmk:

A — povrch bez fisobeni plazmatu (kontrola)
B — povrch modifikovany plazmatem
C1 - povrch vystavenyiigobeni vlivu vakua

C2 - povrch vystavenyigobeni vlivu vakua v jiném mishez C1

Obrazek ¢. 22 Porovnani povrchii (kontrola, plazma) p¥i zvétSeni 30 000x

Obrazek ¢. 23 Porovnani povrchii (kontrola, plazma) p¥i zvétSeni 50 000x
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Zajimava je reakce semen vystavenych pouze vliviluaia Jejich povrch
v urtitych mistech vypada stejnako povrch kontrolniho vzorku — Zadné praskliny
nejsou viditelné. Podivame-li se v3ak na jin@st semena nalezneme zde praskliny
podobné jako na modifikovaném povrchu. Zami je zde pouZzito slovo podobné,
neba pri detailnéjSim prohlédnuti fotografii je mozné zjistit, Zeapkliny nejsou tak
vyrazné a nejsou po povrchu tak réese jako praskliny na modifikovaném povrchu.

Zdavodrénim tohoto jevu je tvrzeni, Ze vakuum ma vliv naydeni povrchu semen.

Obrazek ¢. 24 Porovnani povrchi (kontrola, vakuum, plazma) péi zvétSeni

30 000x

AL _
Obrazek¢. 25 Porovnani povrchi (kontrola, vakuum, plazma) péi zvétSeni
50 000x
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DalSim poznatkem v sledovani modifikace powrdktery je mozné prezentovat
na grafické drovni, je jev, ktery nastalilpizné hodinu poté, co byla zrna pSenice
uloZzena do Petriho misek na vlhké fittnd papiry a byla dana k nasdini. Povrch zrn,
ktera nebyla modifikovana, byl &y a scvrkly, zatimco povrch modifikovanych zrn
ziskal za toto kratkéasové obdobi tmavsi barvu a viditeke vyhladil. Modifikovana
semena byla tedy schopna rychlejiijjpout vodu, nabobtnat. Toto zj&ti opet

potvrzuje nasi hypotézu, Zze po aplikaci plazmatyi m@mena poz#ménou strukturu

povrchu.

Obrazek ¢. 26 Porovnani modifikovaného (A) a kontrolniho (B) povichu

43



Obrazek¢. 27 Porovnani modifikovaného (A) a kontrolniho (B) povcchu v
detailu

5.2 Oves bez slupek

Jak jiz bylo zmigno, pro pokusy s ovsem byl pouZit jak oves se sluptak
oves bez slupek. Oves bez slupek vykazoval napomigné chovani od ovsa, ktery byl

testovan se slupkou.
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5.2.1 Kli¢eni

Tabulka ¢. 8. Kli ¢ivost — oves bez slupky

3. den _ 8. den
Treatment
[%0] [%0] [%0]

Kontrola 99.3+1.5ab | 99.3+1.5ab |99.3+1.5ab
Vakuum 100.0+0.0a | 100.0+0.0a |100.0+0.0a
180 s 99.3+1.5ab | 99.3+1.5ab |99.3+1.5ab
300 s 99.3+1.5ab | 99.3+1.5ab |99.3+1.5ab
600 s 98.7+1.8ab | 98.7+1.8ab |98.7+1.8ab
1200 s 97.3+1.5b 97.3+1.5b 97.3+1.5b
2400 s 100.0+0.0a | 100.0+0.0a |100.0+0.0a

Zajimaveé je, Ze procentualni &liost je pro dané treatmenty &znych dnech
vzdy stejna. Znamena to, Ze semena, ktera bylapsehweykltit, vyklicila jiz béhem
studené faze a pak uz dochazelo pouzéstursementkui. Statistické vyhodnoceni
klicivosti prokazalo odliSnost vakua a vzorknodifikovanych po dobu 2400 s, od

vzorka, na které plazmargobilo po dobu 1200 s.

V grafu ¢islo 8 vidime, Ze procentualni &lost je velmi vysoka a pohybuje se okolo

100 %.
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Graf ¢. 8. Kli ¢ivost — oves bez slupky
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DetailrgjSi pohled pinasi graf¢. 9. Zde byla zagné upravena Skala osy

Klicivosti, aby byly Iépe pozorovatelné drobné rozdily.vidt, Ze kitivost neklesa pod

97 %.

5.2.2 Prirtstky

Tabulka ¢. 9. Délkové prirustky — oves bez slupky

Kofinek Klicek

délk délk délk
Treatment sumZt sum)a( prt‘]m)e"lzr

[mm] [mm] [mm] [mm]
Kontrola 390497b 13+3b 120+18b 4+1b
Vakuum 528+22ab 18+1ab 153+4b 5+0b
180 s 489+39b 16x1b 159+12ab 5+0ab
300 s 477+40b 16+2b 156+5b 5+0ab
600 s 416+52b 14+2b 125+8b 4+0b
1200 s 483+87b 17+3ab 150+6b 5+0b
2400 s 700+104a 23+3a 201+34a 7+la
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Statistické vyhodnoceni dat délkovydtirfpistki pro oves bez slupky pro Kaek
ukazuje pro sumu délek rozdily mezi vzorkem mod¥iknym 2400 s a vzorky 180 s,
300 s, 600 s, 1200 s a nemodifikovanym vzorkenpaiméru délky se odliSuje vzorek

2400 s od vzonk 180 s, 300 s, 600 s a kontrolniho vzorku.

Data pro kléek se u sumy délek kKKu liSi u vzorku 2400 s a vzaik300 s,
600 s, 1200 s, kontrolniho vzorku a vlivu vakuapkiméru délek kleku se odliSuji
kontrola, vakuum a vzorky modifikované po dodu 380a 600 s od vzorku

modifikovaného 2400 s.

Data pro kléek se u sumy délek liSi u vzorku 2400 s a vizdBk0 s, 600 s,
1200 s, kontrolniho vzorku a vlivu vakua. Uaperu délek kieku se liSi kontrola,
vakuum a vzorky modifikované po dodu 300 s a 608dsvzorku modifikovaného
2400 s.

OdliSnost vzorku modifikovaného po dobu 2400 s psry viditelna

v grafu¢. 10.
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Graf ¢. 10. Deélkové priristky — oves bez slupky
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Tabulka ¢. 10.Vahové priristky — oves bez slupky

Kofinek Klicek

Treatment hmotnost hmotnost hm9tngst R/S

suma suma prumer

[mg] [mg] [mg] [mg]
Kontrola 176.5+1.8a | 5.9+0.1a |204.8+69.3a| 6.8+2.3a 1.0+0.3a
VaKuum 186.8+5.1a | 6.2+0.2a | 180.349.3a | 6.0+0.3a 1.1+0.0a
180 s 170.9+18.3a| 5.7#0.6a 170.6+7.9a 5.7+0.3a 1.1+0.1a
300 s 161.0+£26.2a 5.4+0.9a 169.7+6.4a 5.740.2a 1.0+0.2a
600 s 174.449.2a | 5.9+0.5a |189.2+11.0a| 6.4+0.5a 0.9+0.0a
1200 s 189.8+1.8a | 6.4+0.2a | 163.5+0.2a | 5.5#0.1a 1.2+0.0a
2400 s 204.0+1.7a | 6.8+0.1a | 165.5+7.9a | 5.5+0.3a 1.2+0.1a

Zhodnoceni hmotnosti neodhalilo Zadné signifikantmdzdily meazi

modifikovanymi a kontrolnimi vzorky. Vyrazna je zdmuze standardni odchylka

u kontrolniho vzorku (graf. 11).
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Graf ¢. 11. Vahové prirtastky — oves bez slupky

5.3 Oves se slupkou

Chovani ovsa se slupkoti pnodifikaci plazmatem bylo naprosto odliSné, nez s
ocekavalo. Namisto lepSiho a kvalifgiho kliceni modifikovanych vzork byl
pozorovan naprosty opak. Modifikované vzorky newagialy na rozdil od kontrolnich

vzorka, Zadné rysy progresivniho &ini ¢i rastu. Zdivodnénim této odliSnosti rive
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byt teorie, Ze setfpmodifikaci ze slupky uvailuji inhibi¢ni latky, které zpomaluijéi

dokonce zabtauji kliceni a naslednémuistu.

5.3.1 Kliéeni

Tabulka ¢. 11 a graf¢. 12 jas® potvrzuji naprostou odliSnost kontrolniho

nemodifikovaného vzorku a vzorku vakua od vSechmitem modifikovanych vzoik

Tabulka ¢. 11.KIi¢ivost — oves se slupkou

4. den _ 12. den

Treatment
[%0] [%0] [%0]

Kontrola 0.0+0.0a 74.7+6.5a 86.0+7.6a
Vakuum 0.0+£0.0a 70.0+10.8a |86.6+10.5a
180 s 0.0£0.0b 0.0£0.0b 0.7+1.5b
300 s 0.0£0.0b 0.0£0.0b 0.7+1.5b
600 s 0.0£0.0b 0.0£0.0b 1.3+£3.0b
1200 s 0.0£0.0b 0.0£0.0b 2.0+4.5b
2400 s 0.0£0.0b 0.0£0.0b 0.7+1.5b

Kli¢eni ovsa se slupkou u kontrolnich vabj& naprosto odliSné od k&ni ovsa
bez slupky. Zatimco semena ovsa bez slupky kljiz béhem chladné faze, semena
ovsa se slupkou nevykazovalarty den po ukoteni chladné faze j@gSkadné naznaky
Kliceni a z#&ala KIkit az mezictvrtym a osmym dnem. Je zde tedy patrné pomalejSi

a postupné kteni.

Vzorky modifikované plazmatem &y Klicit az vrozmezi osmého az
dvanactého dne a to jen velmi malo.d€hi modifikovanych semen by prajgbdobré
v dalSich dnech pok&avalo, ale v laboratornich podminkach nebylo mak#ié klceni
pozorovat. Vhodné by bylo umistit modifikovani seaeo hliny a sledovat jejiclist.
Coz by bylo zcela jistdalSim velmi zajimavym faktorem, ale avddu velkécasové
nara:nosti jednotlivych pokusacasu vyhrazenému na diplomovou praci nebylo mozné

vyzkum roz§iit i timto snerem.
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Tabulky a grafy délkovych a hmotnostnickirfstki jsou uvedeny pouze jako

informatni a nevyzZaduji proto samostatny koménta

Tabulka ¢. 12. Délkove prirtstky — oves se slupkou

Kofinek Klicek

délk délk délk
Treatment sumZt sumzl prﬁm)ér

[mm] [mm] [mm] [mm]
Kontrola 3077+158a| 113+10a 1227+28a 45+3b
VaKuum 3002+197a 113+2a 1151+91a 43+3b
180 s 58+29b 39+11b 19+14b 14+12a
300 s 39+0b 39+0b 23+0b 23+0ab
600 s 161+0b 80+0ab 105+0b 52+0ab
1200 s 106+0b 35+0b 21+0b 7+0ab
2400 s 70+0b 70+0ab 24+0b 24+0ab
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Tabulka ¢. 13.Vahové prirastky — oves se slupkou
Kofinek Klicek
Treatment hmotnost hmotnost hm(O)tn(v)st R/S
suma suma pramér
[mg] [mg] [mg] [mg]
Kontrola 107.3+11.7b 4.9+0.2a 148.2+7.9a 6.7+0.1a 0.73+0.37a
VaKuum 121.7+44.6b 4.8+0.7a 160.9+41.9a 6.4+0.2a |0.75+0.08a
180 s 2.7+1.0a 1.940.4b 2.7+1.4b 2.1+0.5b 0.98+0.51 a
300 s 2.7+.0.0ab 2.7+0.0ab 3.4+0.0b 3.4+0.0b 0.79+0 .00a
600 s 4.8+.0.0ab 2.4+0.0ab 9.4+0.0b 4.7+0.0ab |0.51+0.00a
1200 s 6.3+.0.0ab 2.1+0.0ab 5.9+0.0b 2.0+0.0b 1.09+0.00a
2400 s 1.3+.0.0ab 1.3+0.0b 2.5+0.0b 2.5+0.0b 0.52+0.00a

O kofinek
suma
B kofinek

pramér
Oklicek

suma
Oklicek

prumer
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6 Zavér

Zakladni cile prace, které byly vy¢gny, byly splgny.

Bylo ziskano dostat®é mnozstvi biologického materialu vhodného prousgk
s plazmatem. Dokonce bylo ziskano vice vipnkeZ bylo mozné gasového dvodu
podrobit aplikaci plazmatu a proto bylo nutné vhgdn testy vybrat ze ziskanych

vzorka vhodné kandidaty.

Byla vypracovana metodika pro testovani semen stvanych plazmatem a na
vybrané vzorky bylo nasledn plazma aplikovano. Doslo ke zdokumentovani
modifikovaného povrchu pomaoci elektronové mikroskpgde byly odhaleny viditelné

zmeény povrchu.

V laboratornich podminkach byly modifikované vzorlpodrobeny tedim

klicivosti s naslednym vyhodnocenim dat a formulacledjs.

Vysledky prace se staly podkladovym materialem ppFednasku
prof. RNDr. Petra Spatenky, CSc., ktera byla pramema na mezinarodni konferenci
v USA. Prezentace, se kterou pan profesor na keméervystoupil, je uvedena

v priloze.

Dale budou vysledky pouzity wipravovaném c¢lanku RNDr. BoZeny

Seré, Ph.D., z Ustavu systémové biologie a ekolayi€R.
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Influence of Plasma Treatment on Seed Germination
Boiena Serd’, Petr Spatenka™, Michal Seri’, Iveta Hruskovd®

1 Institute of Systems Biology and Ecolopy, Academy of Sciences of the Czech Republic, Na
Sidkach 7, CZ-370 05 Ceské Budéjovice

2) Technical Uinevrsity of Liberec, Deprartment of Material Scieces, Studentska 2, CZ2-461 17
Liberee, Czech Republic

3) University of South Bohemia, Department of Physics, Jeronymova 10, CZ-371 15 Ceské
Budéjovice, Czech Republic

Besides cells and tissues plant seeds belong to living orgamsms with higher and more complex
structure. Thus plasma treatment of sceds may give some ideas of how plasma interacts with living
orgamsm. In our rescarch we focused on the investigation of the mfluence of the plasma treatment on
seeds germination. Seeds of Lamb’s Quaters (Chenopodium album age. ), and the two cereals, one of
wheat (Triticum aesiivim) and the other of oat (dvena sativa)l were used as the model seeds. Low-
pressure microwave plasma generated in air was used for the seeds treatment. The germination test
was done in situ in Petri dishes under laboratory conditions. Five replicates and 150 seeds per onc of
plasma treatments were tested. To check the influence of the treatment two control samples were
tested, one with seeds without any treatment and the second one with seeds treated only by vacuum
for 10 minutes without any plasmas. All the samples were incubated under light-dark and at cold-
warmly peried (6°C and 20 °C) for eight days. The number of germinated seeds and the length of
sprouts (root and shoot) were monitored. Radical protrusions or seed coat disruptions were recorded
as the criterion for germination, shoot length was measured without cotyledon,

The results of plasma treatment strongly depended on the seed's type. Whereas plasma
treatment resulted in significant enhancement germination probability of Lamb’s Quaters by factor
higher than 2, plasma treatment of wheat inhibited the germination acceleration in first two days but
enhancement of footstalk was observed for plants growth from seeds treated for medium time, On
the other hand, plasma treatment didn’t affect germination of oat seeds, but accelerated the rootlet
generation at plants growth from treated seeds.

The plasma treatment has been assumed to influence mainly the skin coat. Our results
indicate the plasma influences not only the seed skin, but the active radicals from plasma probably
penetrate through the porous skin inside the seeds where they react directly with seed cells and/or
genes, Additional microbiological tests have to be done to clarify the mechanism of plasma-seed
interaction,

The work was partially supported by the project MSM 4674788501, GACR 106/08/1665 and
by the ISBE research plan AVOZ60870520.,
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Methods

m Microwave plasma treatment, low pressure,
500W. air 200ml/min

Time: 180s, - 2400s

Two controls: 0 s, vacuum 300 s

30 seeds per one treatment (35 repetitions)
Germination in laboratory condition

Data collection: number. length. weigth

..%.0
%

m  Chenopodium album agg. — common weed
B. Sera, V. Straitak, M. Sery, M. Tichy, P. Spatenka: Plasma Sci. and Technology 10 (2008)
506

m  Triticum aestivum (wWheat). Avena sativa (oat) —
cereals
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Oat - germinaton
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Electron
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m A: control

m B: plasma
treatment

5 ~a Y~ A7 2 o
s LTI
At RS

Wheat — seed coat

Electron microscope

m Above: control

m Below: treated




Prezentace prof. RNDr. Petra Spatenky, CSc. z konfence v USA

C. album - chromatogram

Chromatographical
profile of methanolic
extract from roots
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Conclusions

1. Effect of plasma treatment strongly depends on

type of seed

1o

and seed nside

Plasma treatment impacts both the seed coat

3. Investigations both on plant and cell
physiology has to be done to understand the

plasma-seed mteraction
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Thank you for your attention
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