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ANOTACE

Zvonovec liliolisty (Adenophora lilifoliai) je v soucasné dobé kriticky ohroZeny druh
cévnaté rostliny podle vyhlasky ¢. 395/1995 Sb. Do stejné kategorie je zarazen také
podle Cerného a ¢erveného seznamu CR (Grulich et Chobot 2017). Patf{ k druhéim
chranénym vramci soustavy NATURA 2000. VCR byl vroce 2018 schvalen
zachranny program pro tento druh, prezivajici v malych populacich na poslednich
Sesti lokalitach. V radmci zachrannych aktivit probihaji vyzkumy zamérené na Zivotni
cyklus druhu, jeho ekologické naroky a faktory, které ho ohrozuji. Dosavadni testy
kli¢ivosti realizované u nékolika Ceskych (Bajerova 2015, Prausova et al. 2016) a
polskych (Puchalski et al. 2014) populaci ukazaly na prirozenou kli¢ivost 13-14 %.
Kli¢ivost semen lze aktivovat a zvysit (aZ o nékolika desitek procent) chladovou
stratifikaci, aplikaci ethephonu a Kkyseliny giberelové. Vyznamna je téz

kryokonzervace, ktera zpomaluje starnuti a ztratu jejich klicivosti.

Klicova slova: zvonovec liliolisty (Adenophora liliifolia), kli¢ivost, dormance,
zvonkovité



ANNOTATION

Adenophora lilifoliai is currently a critically endangered species of vascular plant
according to Decree No. 395/1995 Coll. It is also included in the same category
according to the Black and Red List of the Czech Republic (Grulich et Chobot 2017).
It belongs to the species protected within the NATURA 2000 system. In the Czech
Republic, a rescue programme for this species was approved in 2018, as it is
surviving in small populations at the last six sites. As part of the conservation
activities, research is being carried out on the life cycle of the species, its ecological
requirements and the factors that threaten it. So far, germination tests carried out
on several Czech (Bajerova 2015, Prausova et al. 2016) and Polish (Puchalski et al.
2014) populations have shown a natural germination rate of 13-14 %. Seed
germination can be activated and increased (up to several tens of percent) by cold
stratification, application of ethephon and giberel acid. Cryopreservation is also

important to slow down ageing and loss of germination capability.

Keywords: Adenophora liliifolia, seed germination, dormancy, Campanulaceae
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1 Uvod

Tato bakalarska prace se zaméruje na kli¢ivost semen zvonovce liliolistého
(Adenophora liliifolia) v zavislosti na stari téchto semen. Prace ¢astecné vychazi a
navazuje na predeSlé kvalifikacni prace psané na Univerzité Hradec Kralové
(Truhlafova 2008, Bajerova 2015, Springrovad 2018), na jinych univerzitach
(Gavendova 1997), nebo také z rliznych studii (Puchalski et al. 2014, Prausova et al.
2016, Prausova 2021). Vmé praci jsem realizovala testy klic¢ivosti v riiznych
variantach zamérenych na preruSeni dormance semen. Tyto testy mohou vysvétlit,
pro¢ se populace na Ceskych lokalitach zmensSuji. Zda je pric¢inou vliv zvére nebo
drobnych zZivoclichii, mald odolnost vii¢i suchu, mald konkurenceschopnost ci

problémové generativni rozmnoZovani.

Zajmovym druhem mé prace je kriticky ohroZeny druh, ktery se na naSem tzemi
vyskytuje pouze na 6 lokalitich z ptivodnich 20 lokalit. Dosavadni monitoring
ukazuje, Ze populace zvonovce liliolistého jsou nestabilni a jsou zavislé na pravidelné
péci o lokality i samotné jedince. Pro pochopeni pric¢in jsou nutna sledovani v terénu,
ale i laboratorni experimenty, napt.: testovani kli¢ivosti, péstovani in - vitro kultur.
Na zakladé porozuméni vyznamnych faktor ovliviiujicich prosperitu a stabilitu

populaci lze zvolit vhodnou péci o lokality a populace druhu posilovat.

Cilem bakalarské prace bylo zjistit, zda semena zvonovce liliolistého klici Cerstva ¢i
naopak potrebuji projit klidovym obdobim. Testy kli¢ivosti maji také poukazat na
rychlost ztraty kli¢ivosti semen. Proto byla pouZzita semena nasbirdna v riiznych
letech (2019, 2021, 2022) a jaké zpiisoby preruseni dormance semen v prirodnich

podminkach jsou netcinnéjsi.
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2 ResSerse

2.1 Charakteristika druhu

Zvonovec liliolisty se fadi do Celedi zvonkovitych (Campanulacae Juss.) (Hoskovec
2007). Tento druh radime mezi vytrvalé cévnaté rostliny, které maji olistény a
vétveny stonek. (obr. 1). Jedinci dosahuji vySky 40-90 cm. Lodyhy se jevi pyrité ale
pirevazné lysé. Pocet lodyh v trsu je ve velkém rozpéti, miiZze se pohybovat od 1 az po
15 lodyh (Prausova et al. 2016b, Kovanda 2000). Lodyha doriista az do vysky 90 cm
a koreny jsou spiSe repovité, vietenovité a casto vétvené (Kovanda 2000). Ze
soucasnych vyzkumi vime, Ze vyska lodyh je v rznych zemich rozdilna (Prausova
et al,, 2016b). Lodyha je napohled podélné ryhovana, valcovita a vétveni je viditelné
az u kvétenstvi (Kubat et al. 2010). U dospélych jedinct je kvétenstvi vétvené az do

12 vétvi, pricemZ u malych rostlin se vétveni nevyskytuje (Prausova et al. 2016b).

y ; ¥
— 4 2 g
| « 7 \ 4 s
; J N p
, PN WA 4
’ A
. ‘ 4

Obr.1 Zvonovec liliolisty - olistény stonek -
Babinské louky, foto.: K. Lipanska 26.7.2023
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LodyZni listy mohu byt postaveny stiidavé nebo preslenité. Jejich okraje jsou pilovité
nékdy mohou byt azZ celokrajné. Na povrchu lesklé, pti prizemni ¢asti zuZené v rapik
s obvejcCitou a Sirokou cepeli. Jiné listy tohoto druhu jsou klinovité prisedlé a
kopinaté. Kvéty jsou od pohledu pétiCetné, rozdélené na kalich a korunu, vonné a
bledé modré vzacné i bilé (obr.2). Méné bohaté soubory kvétu jsou v hroznovitém
kvétenstvi a soubory s velkym poctem kvétii maji laty. Tobolky, ve kterych se nachazi
drobnd, hnéda, zplostéla a vypoukla semene jsou hruskovité a zakrivené (Kovanda

2000). Pocet i tvar listt je velmi kolisavy (Prausova et al. 2016b).

Doba kveteni zvonovce liliolistého probihd v rozmezi mésicti Cerven az zari. Tento
druh rostliny mizeme hledat napt. ve svétlych lesich, mezofilnich a mirné vlhkych
loukach, v nizinach ¢i pahorkatinach. Dava prednost bazickym substratiim (slinovce,

sliny, vapence, andezity) (Prausova et al. 2016Db).

.\'é \\:’ WA -, ; = R . TR a ¢ v
Obr. 2 Zvonovec liliolisty - cela rostlina -
Babinské louky, foto.: K. Lipanska

26.7.2023
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2.2 Vyskyt druhu

Tato rostlina se nachazi ve stfedni a vychodni Evropé. Na naSem uzemi se s ni
miiZeme setkat jen velmi vzacné (Hoskovec 2007). Tento druh je v Ceské republice
Fazen mezi zvlasté chranéné druhy v kategorii kriticky ohrozené. Zvonovec liliolisty
je jako druh chranén dle smérnice Evropského spolecenstvi ¢. 92 /43 / EHS o ochrané
volné Zijicich Zivocichdl a plané rostoucich rostlin, ale také dle vyhlasky MZP &

395/1992 Sb. v kategorii kriticky ohrozeny (Prochazka et al., 2001).

Zvonovec liliolisty se vyskytoval na pivodnich 20 lokalitach Ceské republiky. Dnes
se tento druh vyskytuje pouze na Sesti. Mista vyskytu tohoto druhu se nachazi
v severnich a stirednich Cechach (Hoskovec 2007). Mezi tato mista patf{ - PP Vrazba
na Jaroméi'sku (pivod semen k testim kli¢ivosti), PP Babinské louky v CHKO Ceské
stiedoho¥{, PP Smradovna, NPR Karl$tejn, PP Zehuiisko - Baii a CHKO Cesky kras -
PP DZban (Prausova et al. 2020).

~

®e

Obr. 3 Rozsifeni druhu na tzemi CR, (pfevzato z Prausova et al. 2020)

Rostlina se v nékterych oblastech nevyskytuje vice nez 50 let (Prausova et al. 2020).
Rolecek et Stastny (2020) Ve své praci ukazuji, Ze vyskyt na Vy$kovsku a Opavsku
neni ovéfen uz nékolik let a v Ceském stiredohoit, na Kolinsku a na Kralovéhradecku
se oproti historicky udavanym lokalitim dochovala pouze jedina (Prausova et al.

2020). Po 75 letech byl druh potvrzen i v okoli Kolina (Role¢ek et Stastny 2020).
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Nejméné 12 oblasti svyskytem tohoto druhu uUplné zaniklo (Kovanda 2005).
Kovanda (2005) zminuje, Ze zmény v ekosystému a ve vegetaci mohou mit negativni
dopady na prirodni prostiedi a spravu lesti. Autor timto zptisobem vysvétluje hlavni
pric¢inu vymizeni lokalit. Zacatkem minulého stoleti autor ovéroval rizné lokality
s vyskytem druhu, avSak na nékolika z nich prevazoval vyskyt expanzivnich druht

(Carex brizoides, Senecio ovatus, Rubus sp.).

0Od roku 2005 se na vychodoceské lokalité Vrazba nachazi nejdéle souvisle sledovana
populace. Vyskyt jedinci je pomérné staly, a to diky oploceni mikrolokalit. Nejnizsi
vyskyt trsii byl 66, naopak nejvyssi podil byl v poc¢tu 133. Lokalité prospivaji ucelné
Fizené zasahy jako je vytrhavani ostruzinikl a prosvétleni kefového i stromového
patra. Tyto rizené zasahy byly na lokalité provedeny roku 2010, 2013 a naposledy
roku 2016 (Prausova et al. 2020). Od roku 2018 se realizuji kazdoro¢né (Prausova

2022).

Adenophora liliifolia byla historicky uvadéna v mezofytiku Ceského stfedohoii z
lokality Némci, ktera se nachazi severné od Babinskych luk (Domin 1904). Toto
uzemi svyskytem druhu bylo roku 1969 kompletné zalesnéno smrkovou
monokulturou. Posledni zaznam o z. liliolistém je datovan k roku 1974 (Domin 1904,
Kubat 1986). Roku 1988 byl druh opét objeven na Babinskych loukach. Kovanda
(2005) potvrdil doloZeni druhu z PP Babinské louky herbarovymi sbéry z roku 1807
od Celakovského a z roku 1876 od Hansgirga. Koncem osmdesatych let 20. stoleti
byla dnesni lokalita Babinské louky objevena Kuncovou a Kubatem (Machova et
Kubat 2004). Lokality s populacemi zvonovce liliolistého (Cesky kras, Dzban a Ceské
stredohofi) jsou vramci soustavy NATURA 2000 monitorovany kompetentnimi

regionalnimi pracovisti AOPK CR.

Zvonovec liliolisty je na tzemi Ceského krasu historicky uvadén v termofytiku, coZ
je oblast, ve které prevazuji teplomilné rostlinné druhy. Zahrnuje nizsi a vyssi
vegetacn{ irovné v niZinach a pahorkatinach. Ceské termofytikum se vymezuje od
Doupovské pahorkatiny aZ po vychodni Polabi. Panonské termofytikum zahrnuje
oblasti jizni Moravy a Moravskych avald (Skalicky 1988, Slavik 1988). Z roku 1809
pochazeji nejstar$i herbarové polozky, které byly nasbirany v Ceském krasu na

lokalité Vraz u Berouna (Brnu, Presl, 1809). Prvni doloZené herbarové sbéry z roku
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1957 pochazeji z dnesni PR Kralické idoli (PR, Manych, 1957). Na lokalit& U Cefinky
(tzn. Velka ohrada), probiha pravidelné monitorovani vyskytu Zvonovce uz od roku
1871. TaktéZ byl monitoring od roku 1976 provadén i na lokalité Mala oplocenka.
(Moucha 1984, 1986, Anonymus 1989, Severa 2003).

Na uzemi PP DZban byla Adenophora lillifolia historicky zaznamenana v termofytiku
a to na lokalitach Bilichov a Zichovec (Kovanda 2000). V okoli lokality DzZban na
Kladensku se v blizkosti hajovny Smradovna ve Smradenském udoli nachazi
omezena populace této rostliny (Brabec et Hadinec et al. 2005, Rybka et al. 2004).
Herbarové ndlezy z oblasti Bilichovksych lesti, zahrnuji vzorky z 19: stoleti, které
pochazeji z myslivny u Bilichova a myslivny u Zichovce (Bilek 1884). Znamy jsou i
zaznamy sbérl z roku 1954 od Sojaka (Kovanda 2005). Tato lokalita je sledovana V.
Bylinskym od roku 1958. Zvonovec liliolisty byl v roce 2009 zaznamenan jesté na
dvou lokalitach v tomto fytochorionu, a to pobliZ borské krizovatky a hriSkovské

silnice v okresu Louny (Stefanek et al. 2009, Pleskova et al. 2014).

2.3. RozmnozZovani a Sifeni druhu

Repovity koten slouZi k prezivani extrémnich podminek. Po nastoleni p¥iznivych
podminek, jako je napt.: po obdobi sucha v priibéhu léta nebo po zimnim obdobi, rasi
nové lodyhy pod povrchem piidy. Prvni stonky zacinaji rasit ptiblizné v poloviné
dubna. Tento typ repovitého kofene umoZiuje druhu dlouhodobé prezivani na
lokalitdch a také pravdépodobné funguje jako dormantni vegetativni organ.

(Prausova et al. 2020).

Zvonovec liliolisty se fadi mezi hemikryptofyta. Jsou to druhy ze skupiny vytrvalych
rostlin, které mohou byt dvouleté nebo vytrvalé (Scheuerer et Spath 2005). Vytrvalé

rostliny maji obnovovaci pupeny umisténé tésné nad povrchem pady. V zimnim

obdobi jsou pupeny pokryté snéhem, kviili tomu jsou chranéné Supinami, zivymi

nebo odumfrelymi lodyhami a listy (Hrones$ 2008).

Pro Casty vyskyt zvonovce u cest je mozné Sifeni antropochoricky ¢i zoochoricky
(Scheuerer et Spath 2005). Kovanda (2000) uvadi dobu kveteni od cervna do
Cervence, zatimco Rybka et al. (2004) zminuje dobu od cervna aZ po srpen. Na

riiznych mistech mimo CR se doba kveteni miiZe liit, napt. ve Slovinsku zvonovec
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kvete od Cervence do zari (Bosok 2004). V letech s vyrazné suchym zacatkem léta ci

suchym jarem klesa pocet fertilnich lodyh (Scheuerer et Spath 2005).

Adenophora liliifolia vyuziva generativni rozmnoZovani. Za predpokladu, Ze je tento
druh vystaven dostateCnému prisunu svétla, zivin a vlhkosti, dokaze kazZdoroc¢né
vytvorit mnoho drobnych a lehkych semen. Kovanda (2000) udava rozméry semen
od 2 do 2,5 mm, kterd jsou zplostéla a maji rezavé hnédou barvu (obr. 4). Semena,
ktera byla sklizena roku 2014 na ¢eskych lokalitach, byla rezavé hnéd4, na povrchu
svraskalj, leskla a zplostéla. Tato semena byla o rozmérech 1,4-1,9 mm (Bajerova
2015). Semena jsou uloZena v tobolkach a $iti se prevazné anemochoricky (Kovanda

2000, Rybka et al. 2004, Kucharczyk et al. 2014).

Zvétseni mikroskopu : X32 1000.00pm

Obr. 4 Semeno zvonovce liliolistého, Kyence VHX - E20, foto.:
K. Lipansk3, 25.10. 2022

2.4. Dormance

Pokud je zdravé semeno v priznivych podminkach a ptresto nekli¢i, nachazi se ve
stadiu klidu, kterému se tikd dormance. K odstranéni tohoto jevu se pouziva proces
stratifikace, kdy nabobtnald semena projdou chladem a tim se dormance prerusi.
V semenech pii stratifikacnim obdobi dochazi kristu hladiny giberelini a

cytokinind, ale také k degradaci inhibitori (Tima 1997). RozliSujeme dva typy
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dormance, a to dormanci primarni a sekundarni. Vrozena nebo jak jizZ zminovana
primarni dormance se vyskytuje u semen, ktera nezacinaji ihned klicit na materské
rostliné. Regulace tohoto typu je zavisla na inhibi¢nich vlivech kyseliny abscisové
(Finch - Savage et Leubner - Metzger 2006). Reakci na nepriznivé Zivotni podminky
vznika dormance sekundarni neboli vyvolana. Vtomto stavu dormance mohou
semena prechazet kratkodobé nestabilni podminky nebo také dlouhodobé
v pribéhu nékolika sezén (Harper 1977, Fenner 1985). K dormanci miize dojit
kvili rznym vliviim, napt., poklesu teplot nebo silnému slunec¢nimu zafeni
(Campoy et al. 2011). K preruSeni stavu klidu musi dojit podnétem z vnéjsiho
prostiedi. Takovym podnétem mulZe byt napi. plisobeni svétla, dusi¢nant ¢i teplot

(Bewley et al. 2013).

2.5.Kliceni semen

Kliceni zvonovce liliolistého (Adenophora liliifolia) bylo zkoumano uZ mnoha
studiemi. Testy klicivosti probihaly na nasem uzemi (Gavendova 1997, Truhlarova
2008, Bajerova 2015, Prausova et al. 2016a, Springrova 2018), ale také napiiklad
v Polsku (Puchalski et al. 2014). Realizované testy, které probihaly v letech 2015-
2016, uvadéji klicivost okolo 13-14 %. Béhem testovani byla pouZita chladova
stratifikace, ktera zvysSila klicivost aZ na 36 %. Nejucinnéjsi metodou bylo skladovani
semen v tekutém dusiku pri teploté -80 °C, poté semena klicila lépe. V testech byla
vyuzita i teplotni stratifikace, ktera nebyla tak uspésSna. Kli¢ivost v tomto testu se
pohybovala mezi 3-15 %, zde skladovani semen nemélo vyznamny vliv na pribéh
testu (Bajerova 2015, Prausova et al. 2016b). Pozitivni vliv na kli¢ivost mélo pridani
ethephonu, znéhoz se pri aplikaci uvolnuje ethylen. Tento rostlinny hormon
s pridanim Kkyseliny giberelové, kde byl viditelny rozdil v kliceni v souvislosti
s predchozim skladovanim semen. Semena skladovana v suchu méla kli¢ivost 79-88

%, oproti tomu semena skladovana v tekutém dusiku méla klicivost 69-94 %.

Klic¢eni trva zpravidla 8-11 tydnl a pfi péstovani semenacki je jejich prezivani
variabilni (Scheuerer et Spath 2005).
Pokud maji klic¢ici rostlinky dobre vyvinuté dva délozni listy, je moZné presazeni do

ristovych komor, kde se rostlinky dopéstovavaji. Tyto kli¢ni rostlinky maji vzristové
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rozméry 2-3 mm. Prausova et al. (2020) predpokladaji, Ze semenacky nalezené
nasledujici rok na holych mistech v blizkosti materské rostliny a v zastoupeni
nékolika malo jedinci, budou mit vysokou mortalitu diky nizké
konkurenceschopnosti a slabé rozvinutému systému kotent. Vys$si mortalita téchto
rostlin je zpUsobena také velkym suchem, okusem zvéri, napadenim
mikroorganismy nebo také seslapem. Prehled dostupnych vysledki testi kli¢ivosti,

které byly u A. liliifolia realizovany, uvadi tabulka 1.

Tab.1 Piehled dostupnych vysledka Kklic¢ivosti

Test kli¢ivosti Kli¢ivost (%)
GAVENDOVA  |Sterilni podminky (70% ethanol a 10% roztok SAVO), 1/2 semen tma, 2/2 semen svétlo kult. 25°C 6
(1997) pavod
semen: CHKO Nesterilni podminky, 1/2 semen tma, 2/2 semen svétlo, kult. 25°C 13,3-20
Cesky kras Nesterilni podminky, 1/2 semen tma, 2/2 semen svétlo, kult. 25°C 0
TRUHLAROVA
(2008) pavod Nesterilni podminky, kult. stabilni 28°C
semen: PP Vrarba 19
PUCHALSKI et al. |Kontrola, kult. 25°C 50
(2014) pivod  [Kryokonzervace okamZité zmrazeni na -160°C, kult. 25°C 52
semen: Dabrowa
kolo Zaklikowa  |Kryokonzervace postupné zmrazeni na -160°C, kult. 25°C 43
BAJEROVA (2015) |Kontrola, svétlo, tma, kult. S: 21°C, T: 21°C 9
plvod semen: |SAVO (1:1), svétlo, tma, kult. S: 21°C, T: 21°C 6-11
Karl3tejn - SAVO (1:1), svétlo, tma, kult. S: 25°C, T:25°C 4-26
zahrada, PP Vrazba|SAVO (3:1), Ethephon, svétlo, tma, kult. S: 21°C, T: 21°C 3,2-17,4
SAVO (3:1), Ethephon, svétlo, tma, kult. S: 25°C, T:25°C 8,6-27,1
SAVO (3:1), Ethephon, svétlo, tma, kult. S: 21°C, T: 21°C 0-5
SAVO (3:1), Ethephon, svétlo, tma, kult. S: 25°C, T:25°C 0-9,5
PRAUSOVA et al. [Kontrola, kult. 21°C 13-14
(2016) pvod | Chladova stratifik. (1 mésic v ledniéce pfi teploté 7+1°C), kult. 21°C 2-36
semen: Karlstejn - Teplotni startifik. (6 dni v termostatu pfi teploté 30 + 1°C), klut. 21°C 3-15
zahrada, PP Vrazba
% PUsob. Ethylenu - Ethephonu (24 hod., konc. 80 mg/l), kult. 21°C 13-32
Pusob. Kyseliny giberelové (kli¢ni roztok 10 mg/I), kult. 21°C 69 -94
Kli¢eni v pidnim substratu, kult. 21°C 6-14
Kli¢eni v pidnim substratu, pisobeni kyseliny giberelové (kli¢ni roztok 10mg/I), kult. 21°C 28
SPRINGROVA  |Kontrola (suché), kult.D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 2
(2018) pavod Kontrola (kryokonzervace), kult.D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 9
semen: Kral$tejn - |Pldni substrat (suché), kult. D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 0
zahrada, PP Vrazba [Pldni substrat (kryokonzervace), kult. D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 4
Pld. substrat - k. giberelova (suché), kult. D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 26
PUd. substrat - k. giberelova (kryokonzervace), kult. D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 55
Tepla (30°C - tyden) a studena (8°C - mésic) stratifik (suché), kult. D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 54
Tepld (30°C - tyden) a studend (8°C - mésic) stratifik (kryokonzervace), kult. D: 16h (25°C), N:8h (15°C) |80
PRAUSOVA (2021) Osetf. Previcur 30 min., agar + kasein, Ethephon, D:15h (25°C) , N: 9h (15°C)
ptivod semen: PP 20
Vrazba Osetf. Previcur 30 min., agar + kasein, k. giberelova, D:15h (25°C), N: 9h (15°C) 74
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2.6. Semenna banka

Dosavadni vyzkumy zatim jednoznacné neukazaly na existenci semenné banky a
realizované laboratorni testy klic¢ivosti byly provadény se skladovanymi semeny
starymi maximalné 4 roky, kdy kli¢ivost se postupem c¢asu mirné zmenSovala
(Bajerova 2015, Springorva 2018). Zaroveti nebyla prokazana kli¢ivost erstvych
semen, tj. vykliceni v téZe vegetacni sezdén€, kdy semena dozrala. V prirodnich
podminkach jsou zridka nalézany semenacky, velmi Casto v tomtéZ roce zahynou
z diivodu sucha, okusu, seSlapu apod. (Prausova et al. 2020). Vroce 2021 byla
odebrana semena z nové objevené lokality Bani (EVL Zehurisko - Baiisky les), z nichZ
bylo v roce 2022 vypéstovano 24 vitalnich rostlin, které byly na podzim 2022 a na
jare 2023 a lokalitu zpétné dosazeny za ucelem posileni populace. Vysadba
odrostlych rostlin (15-20 cm) svytvorenym kofenovym systémem je relativné
uspésna, v cervenci 2023 bylo ovéreno uchyceni 17 rostlin z ptvodnich 24

vysazenych (Prausova 2022, 2023).
2.7. Kontaminace

Z predchozich studii jsou prokazané zna¢né kontaminace semen v laboratornich
podminkach. NejvétSim problémem je napadeni semen plisnémi a bakteriemi.
Semene, ktera jsou oSetrena dezinfekénim roztokem Sava a jsou kultivovana ve 21
°C, jsou nejvice nachylna na kontaminace plisni. Naopak ty, co jsou vystavena teploté
25 °C, u nich je zaznamenana znacné mensi aZ nulova kontaminace (Bajerova 2015).
Semena se daji také oSetrit fungicidnim prostredkem Previcurem. Tento pripravek
by mél zabranit rist zoosporangii a vyvoj mycelia. Testy probihajici s timto

o$etfenim nezaznamenavaji velké problémy s kontaminaci (Springrova 2018).
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3 Metodika

Prakticka ¢ast bakalarské prace je zamérena predevsSim na klicivost semen, ktera
pochazeji zjedné zSesti Ceskych lokalit (PP VraZzba). Semena byla nasbirana
Skolitelkou vletech 2019, 2020 a 2022. Klicivost téchto semen byla laboratorné

testovana v riznych variantach a poté srovnavana s jiz znamymi daty.

3.1 Skladovani a priprava semen

Semena byla skladovana v suchém prostredi pri pokojové teploté (21+1 °C) a
rozdélena podle roku sbéru. K testovani byla pouzita dobre vyvinuta semena -
tmavé hnéda a prirozené vypoukla. Celkem bylo pouZito 1200 suchych semen.
Semena byla umisténa do malych uzaviratelnych zkumavek po 100 kusech a pouZita

k testovani.

3.2. Priprava testti a pomiticky

VSechny testy byly provadény v laboratornich, sterilnich podminkach na
Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové v obdobi od 11.10.2022 do
29.3.2023. Krealizaci testi byly pouzity tyto pomiicky: pinzety, preparacni jehly,
Petriho misky, kadinky, gumové rukavice, rousky, filtracni papiry, pipety, parafilm,
popisovace, Savo a ethanol. Sterilni podminky byly zajiStény v laminarnim boxu
(SCANLAF FORTUNA, obr. 4) pod UV lampou, nékteré pomiicky byly navic vkladany
do cistého Sava (5 % NaClO) pro prubéznou sterilizaci. Pro sterilizaci semen bylo
pouzit roztok Sava (2,5 % NaClO). VeSkera manipulace se semeny byla provadéna
v laminarnim boxu. Semena byla ponorena do roztoku Sava na tricet vterin. Poté byla
semena proplachnuta a vkladana na sterilni filtra¢ni papir v Petriho misce po 25
kusech. Cela Petriho miska byla prekryta parafilmem, ktery zabranuje pripadné
kontaminaci. VSechny testy byly poté rovhomérné rozloZeny do kultiva¢niho boxu
(obr.5) za nasledujicich podminek: denni teplota 15 h (21 °C), noc¢ni teplota 9 h (15

°C). Box byl nastaven na stiidani svétla a tmy (mél tedy simulovat biorytmus).
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Obr. 5 Laminarni box pro zakladani ~ Obr. 6 Kultiva¢ni box se zaloZenymi
testi klicivosti, foto.: K. Lipanska, testy, foto.: K. Lipanska, 7.2.2023
28.2.2023

3.3 Testy Kklicivosti

Pripraveny byly Ctyfi testy klicivosti, které byly rozdéleny do variant dle roku sbéru
a zpusobu preruseni dormance (pridani podptirné latky nebo chladova stratifikace)

(tab.2).

Test 1 byl provadén se sterilnimi semeny (2,5 % Savo) a pouze s destilovanou vodou.

Slouzil jako kontrola.

Test 2 obsahoval semena oSetfena 2,5% roztokem Sava, nasledné byla semena
proplachnuta a prendana do Petriho misek, kde byla zalitd vodnym roztokem

Ethephonu (80 mg/1).

Test 3 obsahoval semena oSetiena stejné jako v testu 2. V tomto testu byla semena
vystavena pusobeni vodného roztoku fytohormonu - kyseliny giberelové (100

mg/1), ktera podporuje kliceni semen a prodluzovani stonku.

Test 4 byl provadén taktéz se sterilnimi semeny, ktera byla oSetfena 2,5% roztokem
Sava. V této varianté byla pouzita chladova stratifikace, kdy byla semena vloZena na
dobu 1 mésice do lednice pfi teploté 8 °C (11.10.2022), nasledné byl test zaloZen
8.11.2022 a ukoncen ve stejnou dobu jako predeslé testy.
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Kontrola pribéhu testi probihala kazdy tyden ve stejny den a Cas v botanické
laboratori. Ke kontrole byla pouzita stereolupa (ARSENAL viz obr. 7), pod kterou byl
vyhodnocovan tydenni narist vyklicenych semen, pfipadné vyskyt kontaminace. Dle
potieby byly misky zbaveny kontaminace Ci zality roztokem, ktery nalezel dané
varianté. Doliti ¢i likvidace kontaminace probihala ve sterilnich podminkach
v laminarnim boxu. Pfi vyskytu mensi kontaminace (bakterie, pocatek plisné) bylo
pouzito nékolik kapek ethanolu kviili sniZeni rizika poskozeni ostatnich semen. Pti
zjisténi velkého mnozstvi kontaminace (plisen) byla napadena semena odstranéna
a misto bylo zakapano nékolika kapkami 5 % NaClO, oznaceno a nadale sledovano.
Pozorovan nebyl jen pocet vyklicenych semena, ale také doba Kklieni v riiznych
variantach. Kazdy test trval v rozmezi 17-25 tydni. VSechna zaznamenana data byla
zapsana do tabulek. Vybrané vzorky byly fotografovany pomoci stereolupy Keyence

(VHX digital microscope - obr.8) a jejich fotografie vyuZity v této praci.
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Tab. 2 Prehled pouZitych variant testl

Test Varianta | Pocet semen | OSeti'eni

1 1A 25 SAVO (2,5 %) Kontrola

1 1B 25 SAVO (2,5 %) Kontrola

1 1C 25 SAVO (2,5 %) Kontrola

1 1D 25 SAVO (2,5 %) Kontrola

2 2A 25 SAVO (2,5 %) Ethephon (80 mg/1)

2 2B 25 SAVO (2,5 %) Ethephon (80 mg/1)

2 2C 25 SAVO (2,5 %) Ethephon (80 mg/1)

2 2D 25 SAVO (2,5 %) Ethephon (80 mg/1)

3 3A 25 SAVO (2,5 %) Kys. giberelova (100 mg/1)
3 3B 25 SAVO (2,5 %) Kys. giberelova (100 mg/1)
3 3C 25 SAVO (2,5 %) Kys. giberelova (100 mg/1)
3 3D 25 SAVO (2,5 %) Kys. giberelova (100 mg/1)
4 4A 25 SAVO (2,5 %) Chladova stratifikace (8 °C)
4 4B 25 SAVO (2,5 %) Chladova stratifikace (8 °C)
4 4C 25 SAVO (2,5 %) Chladova stratifikace (8 °C)
4 4D 25 SAVO (2,5 %) Chladova stratifikace (8 °C)
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Obr. 7 Kontrola kliceni stereolupou,  Obr. 8 Kyence VHX - E20, foto.: K.
foto.: K. Lipanska, 1.11.2022 Lipanska, 25.10.2022

3.4. Ovéreni vyskytu semenackii na lokalité Babinské louky

Dne 26.7.2023 probéhlo v ramci monitoringu stavu populace zvonovce liliolistého
(Adenophora liliifolia) ovéreni vyskytu semenacki v blizkosti dospélych rostlin v PP

Babinské louky. Byl zaznamenan pocet dospélych rostlin a pocet semenackd.

A A AN

Obr. 9 Semenacek Babinské louky, foto.: K. Lipanska,
26.7.2023
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4 Vysledky

4.1. VysledKky testii
4.1.1. Vyhodnoceni testu ¢. 1 - kontrola

V testu se semeny z roku 2019 celkem vykli¢ila pouze 2 semena z ptivodniho poctu
100. Celkova uspésSnost kliceni tedy ¢ini 2 %. V této varianté doSlo pouze k malé
kontaminaci, ktera byla odstranéna pomoci kapani ethanolu do kontaminovaného
mista v P-misce. Semena z roku 2021 méla 1% klicivost. Oproti tomu semena, ktera

byla nasbirana v roce 2022 méla klic¢ivost 3 % (Tab. 3).

4.1.2. Vyhodnoceni test ¢. 2 - ethephon

Ve varianté s plisobenim ethephonu méla nejvyssi kli¢ivost semena nasbirdna v roce
2019, kdy klicivost cinila 3 %. Klic¢ivost semen z roku 2021, byla nizsi, a to 2 %.

Semena z roku 2022 méla pouze 1% Kklic¢ivost (Tab. 3).

4.1.3 - Vyhodnoceni test €. 3 - kyselina giberelova

vvvvvv

kdy procentudlni podil vyklicenych rostlin ¢inil 36 %. Zatimco semena z roku 2019

méla nulové procento klicivosti. Kli¢ivost semen z roku 2022 ¢inila 9 % (Tab. 3).

4.1.4. - Vyhodnocenit test €. 4 - chladova stratifikace

Semena oSetfena chladovou stratifikaci ve vSech testovanych variantach (2019,

2021,2 022) nepresahla kli¢ivost 1 % (Tab. 3).
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Tab. 3 Vysledky kliceni semen (%)

Test klicivosti Klic.
(%)
SAVO (2,5 %), kontrola, r. 2019, svétlo tma, kult. D: 15 h (21 °C), N: 9 h (15 °C) 2

SAVO (2,5 %), kontrola, r. 2021, svétlo tma, kult. D: 15 h (21 °C), N: 9 h (15 °C)

SAVO (2,5 %), kontrola, r. 2022, svétlo tma, kult. D: 15 h (21 °C), N: 9 h (15 °C)

SAVO (2,5 %), pGs. Ethephonu (80 mg/l), r. 2019, svétlo tma, kult. D: 15 h (21 °C), N:
SAVO (2,5 %), pls. Ethephonu (80 mg/l), r. 2021, svétlo tma, kult. D: 15 h (21 °C), N:
SAVO (2,5 %), pls. Ethephonu (80 mg/l), r. 2022, svétlo tma, kult. D: 15 h (21 °C), N:
SAVO (2,5 %), pUs. Kyseliny giberelové (100 mg/l), r. 2019, svétlo tma, kult. D: 15 h
SAVO (2,5 %), pUs. Kyseliny giberelové (100 mg/l), r. 2021, svétlo tma, kult. D: 15 h 36
SAVO (2,5 %), pUs. Kyseliny giberelové (100 mg/l), r. 2022, svétlo tma, kult. D: 15 h
SAVO (2,5 %), chladova stratifikace (8 °C, mésic), r. 2019, svétlo tma, kult. D: 15 h (21
SAVO (2,5 %), chladova stratifikace (8 °C, mésic), r. 2021, svétlo tma, kult. D: 15 h (21
SAVO (2,5 %), chladova stratifikace (8 °C, mésic), r. 2022, svétlo tma, kult. D: 15 h (21
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4.2. Prubéh testu

Z pravidelnych kontrol testi Kkli¢ivosti vyplynulo, Ze semena zacala klic¢it 35. den ve

vvvvvv

kontroly (1) a kyseliny giberelové (3), v téchto variantach byly 42. den pritomny
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zelené vyvinuté kli¢ni rostlinky. Ve varianté s pouzitim ethephonu doslo 42. den k
vyklic¢eni, ale téZ k ndhlému uhynuti, jak je viditelné z fotografie (odkaz na obr.). Do
faze kli¢ni rostlinky se dostala pouze semena z variant 1 a 3. Tyto kli¢n{ rostlinky
vyklicily v testech 49. den. Varianty s ethephonem (2) a s chladovou stratifikaci (4),
nemély dale zadné pozitivni vysledky. Semena své kli¢eni zastavila 35. den (chladova
stratifikace) a 42. den (ethephon). Vysledky byly srovnany s publikovanymi daty
(Tab. 4).

Objektiv: E20 : X80

Zvétdeni mikroskopu : X26

Obr. 10 Detail uhynulého semene, Kyence VHX - E20, foto.: K. Lipanska,
2.10.2023
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Tab. 4 Zobrazeni postupného klic¢eni, Kyence VHX - E20, foto.: K. Lipanska
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Pocatek klic¢eni

35.den

35.den

35.den

35.den

Vyvinuté klicky

42.den

42.den

42.den

Kli¢ni rostlinka

49, den

49, den
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4.3. Srovnani aktualnich a piredchozich vysledkii testi klicivosti

Tab. 5 Srovnani pouzitych vysledk

Test klicivosti

Klicivost (%)

GAVENDOVA Sterilni podminky (70% ethanol a 10% roztok SAVO), 1/2 semen tma, 2/2 semen svétlo kult. 25°C 6
(1997) plivod
semen: CHKO Nesterilni podminky, 1/2 semen tma, 2/2 semen svétlo, kult. 25°C 13,3-20
Cesky kras Nesterilni podminky, 1/2 semen tma, 2/2 semen svétlo, kult. 25°C 0
TRUHLAROVA
(2008) ptvod  |Nesterilni podminky, kult. stabilni 28°C
semen: PP Vrazba 19
PUCHALSKI et. al. |Kontrola, kult. 25°C 50
(2014) plvod  |Kryokonzervace okamzité zmrazeni na -160°C, kult. 25°C 52
semen: Dabrowa
kolo Zaklikowa Kryokonzervace postupné zmrazeni na -160°C, kult. 25°C 43
BAJEROVA (2015) |Kontrola, svétlo, tma, kult. S: 21°C, T: 21°C 9
plvod semen: [SAVO (1:1), svétlo, tma, kult. S: 21°C, T: 21°C 6-11
KarlStejn - zahrada, [SAVO (1:1), svétlo, tma, kult. S: 25°C, T:25°C 4-26
PP Vrazba SAVO (3:1), Ethephon, svétlo, tma, kult. S: 21°C, T: 21°C 32-17,4
SAVO (3:1), Ethephon, svétlo, tma, kult. S: 25°C, T:25°C 8,6-27,1
SAVO (3:1), Ethephon, svétlo, tma, kult. S: 21°C, T: 21°C 0-5
SAVO (3:1), Ethephon, svétlo, tma, kult. S: 25°C, T:25°C 0-9,5
PRAUSOVA et. al. |Kontrola, kult. 21°C 13-14
(2016) plivod  |Chladova stratifik. (1 mésic v lednicce pfFi teploté 7+1°C), kult. 21°C 2-36
semen: Karl3tejn - |Teplotni startifik. (6 dni v termostatu p¥i teploté 30 + 1°C), klut. 21°C 3-15
zahrada, PP Vrazba |pisob. Ethylenu - Ethephonu (24 hod., konc. 80 mg/l), kult. 21°C 13-32
Pasob. Kyseliny giberelové (kliéni roztok 10 mg/l), kult. 21°C 69 -94
Kliceni v pdnim substratu, kult. 21°C 6-14
Kli¢eni v pdnim substratu, pisobeni kyseliny giberelové (kli¢ni roztok 10mg/l), kult. 21°C 28
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SPRINGROVA  [Kontrola (suché), kult.D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 2

(2018) ptivod  [Kontrola (kryokonzervace), kult.D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 9

semen: KralStejn - |P0d. substrat (suché), kult. D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 0

zahrada, PP Vrazba [PUd. substrat (kryokonzervace), kult. D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 4

Pld. substrat - k. giberelova (suché), kult. D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 26

PUd. substrét - k. giberelova (kryokonzervace), kult. D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 55

Tepla (30°C - tyden) a studena (8°C - mésic) stratifik (suché), kult. D: 16h (21°C), N: 8h (15°C) 54

Tepla (30°C - tyden) a studend (8°C - mésic) stratifik (kryokonzervace), kult. D: 16h (25°C), N:8h (15°C) 80

PRAUSOVA (2021) | et previcur 30 min,, agar + kasein, Ethephon, D:15h (25°C) , N: 9h (15°C) 20
plGvod semen: PP

VraZba Osetf. Previcur 30 min., agar + kasein, k. giberelovd, D:15h (25°C), N: 9h (15°C) 74

LIPANSKA (2023) [SAVO (2,5%), kontrola, r. 2019, svétlo tma, kult. D: 15h (21°C), N: 9h (15°C) 2

puvod semen: PP [SAVO (2,5%), kontrola, r. 2021, svétlo tma, kult. D: 15h (21°C), N: 9h (15°C) 1

Vrazba SAVO (2,5%), kontrola, r. 2022, svétlo tma, kult.D: 15h (21°C), N: 9h (15°C) 3

SAVO (2,5%), pus. Ethephonu (80 mg/l), r. 2019, svétlo tma, kult. D: 15h (21°C), N: 9h (15°C) 3

SAVO (2,5%), pus. Ethephonu (80 mg/l), r. 2021, svétlo tma, kult.D: 15h (21°C), N: 9h (15°C) 2

SAVO (2,5%), pus. Ethephonu (80 mg/l), r. 2022, svétlo tma, kult. D: 15h (21°C), N: 9h (15°C) 1

SAVO (2,5%), pus. Kyseliny giberelové (100 mg/l), r. 2019, svétlo tma, kult. D: 15h (21°C), N: 9h (15°C) 0

SAVO (2,5%), pus. Kyseliny giberelové (100 mg/l), r. 2021, svétlo tma, kult. D: 15h (21°C), N: 9h (15°C) 36

SAVO (2,5%), pUs. Kyseliny giberelové (100 mg/l) , r. 2022, svétlo tma, kult. D: 15h (21°C), N: 9h (15°C) 9

SAVO (2,5%), chladova stratifikace (8°C - mésic), r. 2019, svétlo tma, kult.D: 15h (21°C), N: 9h (15°C) 1

SAVO (2,5%), chladova stratifikace (8°C - mésic), r. 2021, svétlo tma, kult.D: 15h (21°C), N: 9h (15°C) 1

SAVO (2,5%), chladova stratifikace (8°C - mésic), r. 2022, svétlo tma, kult. D: 15h (21°C), N: 9h (15°C) 1
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4.4. Kontaminace semen

Testy Kkli¢ivosti byly komplikovany kontaminacemi. Jednalo se o napadeni

mikroorganismy, jako jsou plisné a bakterie.

Ze vSech provedenych variant bylo 26 misek se semeny kontaminovano, a to se rovna

54 % z celkového poctu.

Nejcastéji se na semenech vyskytovala plisen. Jestlize byla semena podchycena
teprve ze zacatku této kontaminace, bylo napadané misto ve sterilnich podminkach
zakapnuto roztokem Sava. Naopak pokud byla kontaminace ve vysokém rozpéti,
napadend semena byla vyndana a misto opét oSetieno. Savo meélo riizny a nékdy
velmi silny vliv na semena. Semena byla bud’ zcela vybélena nebo uhynula. Naopak
v nékolika Petriho miskach roztok Sava vyvolal startovaci fazi a néktera semena

zacala klicit, avSak jen na kratkou dobu.
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V nékolika variantach se objevilo i napadeni bakteriemi. Tento typ kontaminace byl

oSetiovan lihem. Napadené misto bylo opét zakdpnuto nékolika kapkami lihu.

Nejvice podlehla kontaminaci semena nasbirana v roce 2022. Kontaminace mohla
nastat z dGvodu Spatného skladovani, kratké doby oSetfeni ¢i nevytvoreni

dostacujicich sterilnich podminek pri zakladani testu.

Zvétéeni mikroskopu : X16)

Obr. 11 Semena napadena kontaminaci, Kyence VHX - E20, foto.: K. Lipanska

4.5. Vyskyt semenacki v PP Babinské louky ve vegetacni sezoné 2023

V ramci monitoringu stavu populace zvonovce liliolistého (Adenophora liliifolia)
26.7.2023 bylo nalezeno 52 trsii tohoto druhu. V podrobném sledovani lokality bylo
zaznamenano 139 fertilnich lodyh v trsu, 31 sterilnich lodyh v trsu a pouze dva
semenacky (obr.12). Zajimavosti bylo, Ze nékteré dospélé rostliny v letoSnim roce
nevytvorily lodyhy, ale ziistaly v dormantnim stavu, kdy vytvorily jenom okrouhlé

ptizemni listy (Obr. 13), pfipadné nevytvorily Zddné asimilujici organy.
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Obr. 12 Semenacky zvonovce liliolistého,

Babinské louky, foto.: K. Lipanska, 26.7.2023
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Obr. 13 Okrouhlé prizemni listy zvonovce
lililolistého, Babinské louky, foto.: K.
Lipanska 26.7.2023
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5 Diskuze

5.1. Srovnani vlastnich vysledki s piredchozimi testy Kli¢ivosti

Hlavnim tkolem této bakalai'ské prace bylo srovnani kli¢ivosti rizné starych semen
zvonovece liliolistého (Adenophora liliifolia) v laboratornich podminkach a preruseni
jejich dormance. Vysledky testi neukazaly vyznamnou miru uspésnosti klic¢eni.
Hlavnim problémem byla kontaminace, pfestoZe semena byla dikladné oSetfena
2,5% roztokem Sava. Nejméné UspéSné zaznamy meéla semena z roku 2019, ktera
byla vystavena plsobeni kyseliny giberelové o koncentraci 100 mg/l. Tato semena
byla podrobena cyklu stridani svétla (15 h) a tmy (9 h), kde dochazelo i ke zménam
teplot (21 °C a 15 °C). Klicivost téchto semen byla nulova, coZ naznacuje, Ze tato
metoda nebyla uc¢inna. Naopak semena zroku 2021 projevila nejvy$si miru
uspésSnosti v ramci testovani provadénych pro tuto praci (36 %). V pokusu Prausové
et al. (2016), byla semena vystavena kyseliné giberelové o koncentraci 10 mg/1 a
nasledné kultivovana pii teploté 21 °C. Uspésnost tohoto testu se pohybovala
v rozmezi 69-94 %. Ve svém vyzkumu Springrova (2018) doséhla Kklic¢ivosti 26 %
pomoci suchych semen s kultivaci na plidnim substratu. Po aplikaci kryokonzervace
vzrostla uspésnost kliceni na 55 %. Zasadnim faktorem pro markantni rozdily
uspésnosti kliceni, je moznost rozdilnych laboratornich podminek, zejména
kontaminace bakteriemi a plisnémi v testech souvisejicimi stouto bakalarskou
praci. Vroce 2021 provedla Prausova pokus, kde byla zjiSténa uspésnost 74 % po
oSetreni semen Previcurem po dobu 30 minut a jejich naslednym klicenim na
agarové pudé s piidavkem kaseinu a kyseliny giberelové. Tento rozdil mize byt
zplUsoben pouzitim odliSného pripravku k oSetieni semen nebo i substratu, ktery

disponuje jinymi vyZivovymi vlastnostmi.

V dalSi metodé byla pouzita chladova stratifikace po dobu jednoho mésice pfi teploté
8 °C. Tato metoda neprinesla Zadné uspésné vysledky, a kli¢ivost cCinila u vSech
pouzitych variant 1 % uUspéSnost. Vyzkumny tym polskych védcl se zaméril na
pouziti kryokonzervace, coZz je vystaveni semen extrémné nizkym teplotam (- 160
°C). Tento postup vedl k vyznamnému zvyseni klicivosti semen. Konkrétn€, semena
po okamzitém zmrazeni dosahla klicivosti 53 % (Puchalski et al. 2014). PouZiti

chladové stratifikace s tepelnou stratifikaci se zabyvala ve své praci Springrova

35



(2018). Semena byla nejprve vystavena kryokonzervaci a poté byla udrZovana pri
teploté 30 °C po dobu jednoho tydne. Nasledné byla podrobena chladové stratifikaci
pri teploté 8 °C béhem jednoho mésice. Tento pokus dosahl tispésnosti kliceni 80 %.
Bajerova (2015) uvadyi, Ze velké rozdily ve vysledcich, mohou byt zptisobeny vysokou
teplotou, ktera neni dostatecna pro eliminaci bakterii a plisni. Naopak,
kryokonzervace tekutym dusikem umoZnuje efektivni likvidaci téchto
mikroorganismil. Z dosavadnich pouzitych metod se kryokonzervace jevi jako

uspésna.

V ramci pripravovanych variant pro tuto bakalarskou praci byl pouzit i ethephon
s koncentraci 80 mg/l kpreruseni dormance. Tato zavedena metodika vSak
neprokdzala vyraznou ucinnost. NejvysSi dosaZena kli¢ivost v této varianté
s ethephonem dosahla pouze 2 %. Prausova et al. (2016a), se svym tymem dosahly
nejlepsich vysledkl. Vtomto testu byla semena vystavena ucinkim ethephonu
s koncentraci 80mg/1 po dobu 24 hodin a nasledné kultivovana pfri teploté 21 °C, coz
vedlo k dosazZeni uspésnosti kliceni 32 %. Kultivaci semen pri 25 °C se ve své praci
zabyvala Bajerova (2015). Pri této teploté klicivost klesla na 27 %. Prausova (2021)
zvolila kultivaci na agarovém médiu s pridanim kaseinu a ethephonu. Semena byla
nejprve oSetrena Previcurem po dobu 30 minut a poté byla kultivovana pfi teploté

25 °C a 9 hodin pti teploté 15 °C. Uspésnost kli¢eni v tomto testu ¢inila 20 %.

V kazdé probihajici studii byla zahrnuta kontrolni varianta, ktera obsahovala pouze
destilovanou vodu, ¢imzZ se sledovalo chovani semen za standartnich laboratornich
podminek bez pridavku aktivatoru kliCeni. OSetreni semen roztokem Sava, které
bylo soucasti této prace, neprineslo zZadné vyrazné zlepSeni klicivosti. Nejvyssi
dosaZena klicivost této varianty se ustalila na urovni 2 %. Puchalski et al. (2014) se
svym tymem provedl vyzkum, kde kontrolni test probihal pri 25 °C. V ramci
porovnavani s ostatnimi kontrolnimi testy dosahla tato kontrolni varianta nejvyssi
uspésSnosti (50 %). Prausova et al. (2016a) zkoumala kli¢ivost semen za stfidani
svétla (16 h) a tmy (8 h). Kliceni probihalo v Petriho miskach na filtracnim papire.
Vysledna klic¢ivost této kontroly dosahla hodnoty 14 %. Springrova (2018) provedla
taktéZ kontrolni variantu se semeny, ktera byla predtim podrobena kryokonzervaci.
Klic¢ivost téchto semen rovnéz nedosahla vysokych hodnot a sniZila se na tspésnost

9 %.
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Testy provedené Gavendovou (1997), ukazuji kliceni semen v nesterilnich
podminkach. Tyto testy ukazuji, Ze kliivost semen pfi teploté 25 °C dosahla
uspésnosti 20 % v prvni varianté a 13,3 % ve druhé. Naopak, pri nizsi teploté 20 °C,
klicivost v prvnim testu klesla na 6 % a ve druhém dosahla 0 %. Tyto vysledky
naznacuji, Ze semena preferuji teplejsi prostredi pro uspésné kliceni. Z predchozich
vyzkumi Bajerové (2015) vyplyva, Ze semena zvonovce liliolistého dosahuji vyssi
klicivosti pfi teploté 25 °C ve srovnani s klicenim pri 21 °C. to naznacuje, Ze tato
semena maji vétsi tendenci klicit na teplejsich lokalitach. Testovani kli¢ivosti semen
zvonovece liliolistého se v praci zabyvala Truhlarova (2008). Tento test dosahl 19 %
uspéSnosti. Truhlarova (2008) zvolila kliceni v nesterilnich podminkach na
filtracnim papire v Petriho miskach a pri vysoké teploté 28 °C. Takto neprimérené
vysoké teploté se semena ve volné prirodé dlouhodobé nejspiSe vystavovat

nebudou.

V této bakalarské praci se podarilo zachytit postupné kliceni semen, které bylo
nasledné strukturovano do Sesti fazi, jak je uvedeno v tabulce 3. Z této tabulky lze
ziskat informace o délce trvani jednotlivych fazi kliceni ve dnech. Prvni zaznamy
kliceni, konkrétné absorpce roztoku, byly pozorovany jiZ sedmy den od zahajeni
testu. VSechna zkoumana semena prosla fazi pocate¢niho kliceni, ktera nastala 35.
den od spusSténi testu. Do faze vyvoje klicku dosazené 42. den postoupily tfi varianty

vvvvvv

byly 1 a 3, kde semena dosahla faze kli¢ni rostlinky (49. den).

Kliceni semen muize byt ovlivnéno radou faktort, zahrnujici fitness semen z riiznych
lokalit. Dalsimi faktory mtize byt odlisSna doba sbéru semen, jejich stupen zralosti a

nasledné i zpusob jejich skladovani a podminky pro kultivaci.

V pripadé této bakalaiské prace se ukazalo, Ze nizka kli¢ivost semen byla zplisobena
riznymi kontaminacemi, diky nedostacujicimu oSetieni pti zahdjeni testu. Stejny
problém s kontaminaci méla ve svych testech Bajerova (2015). Jeji semena byla
taktéZ oSetiena roztokem Sava a nasledné kultivovana pri 21°C. Semena, ktera byla
udrZovana pri vyssi teploté (25 °C), nedosahla tak vysokého procenta kontaminace.
Springrova (2018) pouzila pro sva testovana semena fungicidni prostfedek Previcur,

pro sterilizaci. Toto oSetfeni mélo vyrazné lepsi acinky. U semen téchto testli nebyl
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zaznamenan vysoky podil kontaminace. Ve volné prirodé jsou semena i kli¢ni
rostlinky vystaveny dalSim negativnim faktoriim a pfirozenym pldnim procesim,
které omezuji mnozstvi vyklicenych semen i poctu dospélych rostlin. DalSim
faktorem, ktery prispivd k neluspéSnému kliceni, mize byt poSkozeni semen
plidnimi Zzivocichy. Také okus a seSlap, ktery je dopliiovan hrabdnim a rytim
sparkatou zvér{, omezuje Gspésny riist tohoto druhu. (AOPK CR, 2008; Prausova et
Truhlarova 2009). Naopak okus konkurenc¢né schopnych rostlin (napf.: byliny, lesni
a lu¢ni travy, ostruzinik), obnazuje plochy, coz ma priznivy vliv ke kliceni a ristu

zvonovce liliolistého (AOPK CR 2008).
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6 Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo otestovat kli¢ivost semen zvonovce liliolistého
v zavislosti na jejich staifi. Provedené testy se soustredily na diikazy Klicivosti
pomoci raznych metod, konkrétné aplikaci ethephonu, kyseliny giberelové a
chladovou stratifikaci. Primarni cilem bylo urcit, zda semena vykazuji klic¢ivost

Cerstva nebo zda vyzaduji klidové obdobi k aktivaci kli¢nich procest.

Zavéry studie nebyly uplné jednoznacné. Vysledky mohly byt ovlivnény nespravnym
skladovanim ¢i sbérem semen, selhanim steriliza¢niho procesu pri zakladani testt,
coz vedlo k ¢astym kontaminacim. Pro hlubsi porozuméni mechanismi ubytku
populace je nezbytné provadét dalsi testovani a kultivaci semen in - vitro. Tyto
vyvozené vysledky jsou klicové pro optimalni péci o prirodni lokality, kde se

vyskytuje pravé zvonovec lilioliosty.

Pro budouci vyzkumy by bylo vhodné pred samotnym testovanim posoudit kvalitu
semen, jako je jejich vitalita a stupeni zralosti. P¥i¢inou netplnych vysledkii mohl byt

predcasny sbér semen nebo semena nebyla dostatecné vitalni.

Zvonovec liliolisty je fazen mezi kriticky ohroZené druhy Ceské republiky, a jeho
populace se postupné zmensuje, ubyva téz prirozenych biotopi, kde druh miiZe rist.
Pro tento druh je nezbytné systematicky monitorovat prirozena stanovisté, aby bylo
mozné identifikovat, zda pokles populace neni disledkem lidské cinnosti a
souvisejicich zmén v krajiné. Toto sledovani je klicové pro naplnéni efektivnich

ochrannych opatrent.

39



7 Literatura

Anonymus 1989. Zvonovec za plotem. Zprav. Ces. Krasu, Beroun, 1989/3: 8.

Agentura ochrany prirody a krajiny Ceské republiky 2006. Natura 2000. Dostupné z:
http://www.nature.cz/natura2000-design3 /hp.php.

Agentura ochrany pfirody a krajiny Ceské republiky 2008: Zasady managmentu
stanovist druhfi v evropsky vyznamnych lokalitach soustavy Natura 2000. AOPK CR,
Praha. 202 p.

Bajerova A. 2015. Studium ekologickych narokl zvonovce liliolistého (Adenophora
liliifolia) v podminkach stredni Evropy, Ms., 57 p. [Bak. prace, depon. in

Prirodovédecka fakulta, Univerzita Hradec Kralove].

Bilek F. 1884. Soustavny prehled rostlin cévnatych v okoli Slaného samorostlych a

obecné péstovanych I. Vyr. Zpr. Obec. VyS. Gymn. Slané 4: 3-42.

Brabec]. et Hadinec J. 2005. Adenophora liliifolia (L.) A. DC. - In: Hadinec J., Lustyk P.
et Prochazka F. (2005): Additamenta ad floram Reipublicae Bohemicae. IV. - Zpravy
Ceské botanické spolec¢nosti 40: 80-82.

Domin K. 1904. Ceské stfedohoii - studie fytogeograficka. Praha.
Gavendova L. 1997. Vyuziti explantatovych kultur k ochrané genofondu Adenophora
liliifolia (L.) Lebed. Ex DC. Ms., 53 p. [Dipl. Prace, depon. in: Univerzita Palackého

Olomouc].

Grulich V. Chobot K., 2017 [eds.], 2017: Cerveny seznam ohroZenych druhti Ceské
republiky. Cévnaté rostliny. Pfiroda, Praha, 35-80.

40


http://www.nature.cz/natura2000-design3/hp.php

Hoksovec L. 2007. Adenophora liliifolia (L.) Lebed. Ex DC - zvonovec lililolisty/
zvonovec l'aliolisty. Online. Botany.cz., [cit. 2024-04-12] Dostupné z:

https://botany.czicstadenophora-lilifolia/.
Hrone$ M. 2008. Zivotni formy rostlin. Natura Bohemica ptiroda Ceské republiky.
Kovanda M. 1998. Zvonovec vonny, Adenophora liliifolia (L.) Bess., na Moravé a ve

Slezsku. Casopis Slezského zemského muzea, ser. A, V&dy ptirodni, 47, s. 13-18.

Kovanda M. 2000. Adenophora Fisch. Zvonovec. [Adenophora Fidch. - Lilxleaf
ladybell.] In: Slavik B.: Kvétena Ceské republiky 6. Academia, Praha, 748 p.

Kovanda M. 2005. Zvonovec vonny (Adenophora liliifolia): posledni déjstvi?

Fragmenta loannea Botanica, Collecta 3, s. 21-30.

Kubat K. 1986. Cervena kniha vy$sich rostlin Severo¢eského kraje. Praha.

Kubat K., Hrouda L., Chrtek J. Jun., Kaplan Z., Kirchner J. et Stépanek J. [eds.] 2010.
Kli¢ ke kvétené Ceské republiky. Academia. Praha. 928 p.

Machova I. et Kubat K. 2004. Zvla$té chranéné a ohrozené druhy rostlin Ustecka.

Academia, Praha, 220 s.

Manych J. 1957. Botanicky herbar PR.

Moucha P. 1984. Kriticky ohrozené druhy rostlin. Pamat. A Ptir,, Praha, 9.

Moucha P. 1986. Zachrana vcelniku rakouského a zvonovce liliolistého. In:

Problematika zachrany ohroZenych druhi rostlin, 90-92, Praha.
Pleskova E., Somol V, Brabec ], Stefanek M. et Krinke L. 2014. Kriticky ohroZené

druhy rostlin ve Dzabnu I. Zavére¢na zprava o realizaci projektu 111419. Ms., depon.

in: Kancelatr UVR CSOP, Praha.

41


http://Botany.cz
https://botany.cz�cs�adenophora-lilifolia/

Prausova R, Truhlarova K. 2009: Zvonovec liliolisty (Adenophora Ililiifolia)
v evropsky vyznamné lokalité Vrazba vlesnim komplexu u obce Habrina na

Kralovéhradecku. In V¢. Sb. Prir. - Prace a studie., s. 83-110., Pardubice.

Prausova R. 2016. Vysledky pravidelného monitoringu Adenophora liliifolia na
Ceskych lokalitach v letech 2005-2016.

Prausova R., Marec¢kova L., Kapler A., Majelsky L., Farkas T. Indereica A., Safafova L.
et Kitner M. 2016a. Adenophora lioliifolia: condition of its populations in Central

Europe. Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica 58/2: 83-105.

Prausova R. Mareckova L., Maixnerova K., Ptackova L. 2016b. Ctvrta priibézna
zprava z projektu MGSII - 17 p., ms., PribéZna zprava, depon. in: Pfirodovédecka

fakulta, Univerzita Hradec Kralové.

Prausova R, Rybka V, Cepelova B. Vaculna L., 2020. zachranny program pro
zvonovec lilioloisty (Adenophora liliifolia) v Ceské republice. AOPK CR, 67 p.

Dostupné z: https://www.zavhranneprogramy.cz/zvonovec-liliolisty/zacgranny-

program-zp/.

Prausova R. 2021. Testovani klicivosti zvonovec liliolistého (Adenophora liliifolia) na

agarovém substratu. Unniverzita Hradec Kralové, dil¢i studie.

Prausova R. 2022. Pribéznd zprava z monitoringu zvonovce liliolistého

(Adenophora liliifolia) v Ceské republice. Ms., Depon, in: AOPK CR Praha.
Presl ]. S. et Presl K. B. 1819. Flora Cechica: indicatis medicinalibus, oenconomicis
technologiscis que plantis = Kwétena cCeska: spoznamenanim lékarskych,

hospodarskych a femeslnych rostlin. Pragae: Calve.

Presl K.B. 1809. botanicky herbar BRNU

42


https://www.zavhranneprogramy.cz/zvonovec-liliolisty/zacgranny-

Prochazka F. 2001. [ed.] Cerny a Cerveny seznam cévnatych rostlin Ceské republiky

(stav v roce 2000). - Priroda, Praha, 18: 1-166.

Puchalski J., Niemczyk M., Walerowski P,, Podyma W, Kapler A. 2014. Seed banking
of Polish endangered plants - the FlorNatur Project. Biodiversity Research and

Conservation 34: 65-72. DOI: 10.2478/biorc-2014-0005.

Rolecek J. et Stastny M. 2020. Nélez zvonovce liliolistého (Adenophora liliifolia) u

Zehuné ve stfednim Polabi po 75 letech.

Rybka V. Rybkova V. et Hradilek Z. 2004. Rostliny ve svitu evropskych hvézd.
Sagittara, Olomouc, Praha, 88 p.

Severa M. 2003. Adenophora liliifolia (L.) A. DC. In: Hadinec J., Lustyk P. et Prochazka
F. [eds] 2003. Additamenta ad floram Reipublicae Bohemicae. II. Zpravy Ces. Bot.
Spolec. 38: 217-288.

Scheuerer M. et Spath ]J. 2005. Erfolgreiche Artenhilfsmafdnahmen fiir die in
Deutschland vom Aussterben bedrohte Adenophora liliifolia (Campanulacea).

Hoppea, Denkschr. Regensb. Bot. Ges. 66: 503-531.

Skalicky V. 1988. Regionalné fytogeografické clenéni, in Hejny S., Slavik B., Kvétena
Ceské socialistické republiky 1, Academia, Praha, s. 103-121.

Springorva I. 2018. Vyznam kryokonzervace semen pro jejich kli¢ivost na ptikladu
terestrickych a vodnich rostlin Ms., 72 p., [Dipl. Prace, depon. In: Prirodovédecka

fakulta, Univerzita Hradec Kralové].
Stefanek M., Brabec J., Krinke L. Pleskova E. Somol V. et Sida 0. 2009: Adenophora

liliifolia (L.) A. DC. In: Hadinec J. et Lustyk P. [eds.] (2009): Additamenta ad floram
Reipublicae Bohemicae. VIII. Zpravy Ces. Bot. Spole¢. 44: 185-319.

43



Truhlarova K. 2008. Zvonovec liliolisty (Adenophora liliifolia) na Jaromérsku. Ms., 58

p. [Bakal. Prace, depon. In: Pedagogicka fakulta, Univerzita Hradec Kralové].

Vaculna L., Majesky L., Ali T,, Seregin Ap., Prausova R. Kapler A. lakushenko D., Thines
M., Kitner M. 2021. Genetic structure od endangered species Adenophora liliifolia
and footprints od postglacial recolonistation in Central Europe. Conservation

Genetics.

44



8 Seznam priloh

8.1. Seznam obrazki

Obr. 1 Zvonovec liliolisty - olistény stonek - Babinské louky ..........c.ccccoeiniini. 11
Obr. 2 Zvonovec liliolisty, cela rostlina - Babinské louky..........ccoovniiiicicinis 12
Obr. 3 Rozsifeni druhu na tizemi CR, (pfevzato z Prausova et al. 2020) ............... 13
Obr. 4 Semeno zvonovece liliolistého, Kyence VHX — E 20......ccccoviviiiiiiniiiniiniennn, 16
Obr. 5 Laminarni box pro zakladani testli KliCivosti.......ccccveiviiiniiiinininiiiinnne, 21
Obr. 6 Kultiva¢ni box se zaloZenymi testy ........cccvvivriiininiin i 21
Obr. 7 Kontrola Kkliceni stereolupou, .......ccccevvvniiiniiniiniiin i s 24
Obr. 8 Kyence VHX = E20 ..ot st st st st e 24
Obr. 9 Semenacek BabinsKé IoUKY.........cccccv i 24
Obr. 10 Detail uhynulého semene, Kyence VHX = E20.......cccovviiiiiinininicnn s 27
Obr. 11 Semena napadena Kontaminaci .......c..cveiiviin s 33
Obr. 12 Semenacky zvonovce liliolistého Babinské louky ..o 34
Obr. 13 Okrouhlé piizemni listy zvonovce liliolistého ........cccevvviiiinniiicccnin, 34

8.2. Seznam tabulek

Tab. 1 Pfehled vySIedKi .......cccoeviriniminiinini i s s s e 18
Tab. 2 Prehled pouZitych variant testll ......cccvmiviiiiiiiin i 23
Tab. 3 Vysledky kliceni semen (%0) ....cocvvvmieniniiin i s 26
Tab. 4 Zobrazeni postupného kliceni, Kyence VHX = E20 ......ccooviiiniinnninininnn, 28
Tab. 5 Srovnani pouZitych vysledKl.........cocooiviiiiniiniiiniiiiin s 30

45



8.3. Seznam grafii
Graf 1 Sloupcovy graf klicivosti dle varianty..........ccocoveiiniiieniineinc

Graf 2 Kolacovy graf podilu vyklicenych semen dle fazi kliceni........cccccoeeriininnns

46



