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Abstrakt

Rolincova, P.: Analyza tvorby xylému ve dvou porostech odlisného véku u jedincti smrku
ztepilého (Picea abies (L.) Karst.)
Bakalai'ska prace. Mendelova univerzita v Brn¢. 2016

Analyza tvorby xylému v porostech odlisného véku probéhla na vyzkumné plose
Drahanské vrchoviny. Hlavnim tukolem bylo porovnat dynamiku ristu mezi stromy
mladého a starého porostu béhem vegeta¢niho obdobi roku 2014. Vzorky byly odebirany
pomoci nastroje Trephoru v tydennich intervalech. Z téchto vzorki byly vyrobeny
mikrofezy pouzitim metody impregnace parafinem a krajenim na rotaénim mikrotomu.
Vysledky byly srovnany se studiemi téhoz zaméteni. Kambidlni aktivita starych stromi
byla o 20 dnti kratsi nez u stromil starych a také pocet kambidlnich bunck starych stromit
byl mensi. Trend diferenciace tracheid xylému byl u obou vékovych kategorii stejny, ale
u stromt starych byl pocatek jednotlivych fazi diferenciace opozdén o 11-14 dni oproti
stromiim mladym. Tempo produkce bun¢k bylo vyssi u mladych stromi. Celkovy pocet

bunék vytvoteného letokruhu byl u mladych stromi 0 42 % vyssi.

Kli¢ova slova: smrk ztepily, tvorba xylému, diferenciace bunék, kambium
Abstract

Rolincova, P.: Analysis of xylem formation in two stands of different age in individuals
Norway spruce (Picea abies (L.) Karst.)

Bachelor thesis. Mendel University in Brno. 2016

Analysis of xylem formation in the stands of different ages was realized in
research area in Drahany Highlands. The main objective was to compare the growth
dynamics between young and old trees during the growing season 2014. Samples were
taken at weekly intervals by means of Trephor tool. For these samples were made the
micro-incisions with using the method impregnation microcores paraffin and slicing on
rotary microtome. The results were compared with studies with the same focus. Cambial
activity of old trees was 20 days shorter than in case of young trees and the number of
cambial cells of old trees was smaller than young trees. Trend of xylem cell development
was the same for both age groups, but in old trees the beginning of differentiation was
shifted by 11-14 days later. Production rate of cells was higher in young trees. Total

number of cells of newly formed annual ring was in young trees 42 % higher.

Key words: Norway spruce, xylem formation, cell differentiation, cambium
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1 UvVOD

Les je jedine¢ny a nenahraditelny pfirodni komplex poskytujici ¢lovéku obrovské
mnozstvi energie. Energie nejen ve formé kysliku a nejrtiznéjSich surovin, které z n¢j
ziskdvame, ale i energie dusevni ziskané pfi pohledu a obdivu téchto nadhernych lesnich
spoleCenstev. Dulezitost existence lesa poznali uz naSi pradavni piedkové, ktefi les
vyuzivali pfedevsim jako zdroj obZivy, tkrytu, materialu pro vyrobu zbrani, pfistteski a
také jako material pro udrZeni ohné. V dne$ni dobé je mnoho lesti zaméfeno na produkci
dfevni hmoty, nesmime ovSem zapominat na to, Ze les je domovem zvéie a rostlin,
fotosyntézou vytvaii velké mnozstvi kysliku, kofeny stromi brani odnosu a erozi pudy,

zadrzuje velké mnozstvi srazek a tim vSim ovliviiuje okolni klima.

Cilem kazdého hospodateni v lese by mélo byt vyprodukovat co nejvice kvalitniho
dfeva za minimélniho vzniku Skod na daném ekosystému a neustéle les obnovovat. Rist
stromi a tim padem i rist dfeva je ovlivilovan mnoha faktory, at’ uz se jednd o faktory
abiotické (voda, vitr, snih, mraz, sucho, ptuida) ¢i biotické (dfevokazny hmyz a houby),
tak 1 vék ma velky vliv na primarni i sekundarni rtst dievin. Pozorovani dynamiky ristu
jednoho druhu dfeviny na urcitém stanovisti v pribehu nekolika desetileti by mohlo vést
ke zmén¢ a nacasovani péstebnich opatfeni, které by dokazaly zkvalitnit vytvarejici se

dievni hmotu a dokazaly by zvysit stabilitu i odolnost daného porostu.



2 CIL PRACE

Cilem této prace bylo zjistit rozdily v dynamice sekundarniho ristu na bunééné arovni
u jedinct smrku ztepilého (Picea abies (L.) Karst.) mezi dvéma porosty odlisného véku
na vyzkumné plose Rajec-Némcice béhem vegeta¢niho obdobi roku 2014. Ukolem bylo
zhotovit trvalé preparaty z odebranych mikrovyvrtl, provést statistickou analyzu
namétfenych dat, kterd byla zamétena predevsim na rozdil dynamiky rastu a celkového
poctu bunék vytvoieného letokruhu, buné¢k kambidlni zony, bunék ve fazi radidlniho
roz§ifovani, bunck ve fazi dozravani a bunék jiz pln¢ vyvinutych. DalSim tkolem bylo

porovnat zjisténé vysledky s ostatnimi studiemi, které se zabyvaly timto tématem.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Obecna charakteristika smrku ztepilého (Picea abies (L.) Karst.)

Smrk ztepily (Picea abies (L.) Karst.) je jehlicnatd neodpadava dievina velkych
rozmért, dosahujici vysky kolem 50 m a doZivajici se aZ 650 let (Uradni¢ek & Madéra et
al., 2009). Stiedni vyska ve sto letech véku se v CR pohybuje mezi 16-36 m, objem
sttedniho kmene ve sto letech miiZze na nejbohatsich stanovistich dosahovat az 2 m?.
Kmen je stihly, pravidelného az valcovitého tvaru vétSinou se znacné vyvinutymi
kofenovymi nabéhy. Borka je v mladi ¢ervenohnéda, tenka a Supinata, pozdéji Seda a
odlupujici se v plochych Supinach (Musil & Hamernik, 2007). Koruna si az do vysokého
veéku zachovava §tihly, kuzelovity vrchol. Vétve hlavnich ptfesleni mohou byt stihlé
S jemnym ovétvenim, ale i Siroké se silnymi vétvemi. Vétveni druhého tadu byva velice
variabilni, n¢kdy je deskovité¢ ploché, jindy ptevislé s nejriznéj§imi typy piechodu
(Chmelat, 1981). Smrk je znam svym plochym kofenovym systémem, nedostate¢né
zakotvenym v pud¢, diky ¢emuz ve spolupraci s vétrem dochézi Casto k jeho vyvratim
(nejnachylngjsi jsou smrkové monokultury na podmacenych pidéach). Rhizologické
kotenové vyzkumy riznych autorid ovSem ukazuji, Ze kofenovy systém této dieviny je
zna¢né€ variabilni (kuzZelovity, valcovity, kofenovy systém s vyrazné odliSenymi silnymi
horizontalnimi a ¢etnymi tenc¢imi hluboko sahajicimi vertikalnimi kofeny) a vyvoj kotenii
je odlisny i podle stafi jedince. V horskych oblastech jsou casté chiidovité kofeny (Musil
& Hamernik, 2007).

Letorosty smrku maji cervenozlutou az hnédou barvu, jsou lysé nebo fidce chlupaté.
Jehlice jsou leskle zelené, na priifezu étyfhranné, az 3 cm dlouhé (Uradniéek & Madéra
et al., 2009) a vytrvavaji na stromé obvykle 6 az 9 let (Chmelat, 1981). Vétvicky jsou po
opadu jehli¢i drsné od vystouplych listovych polstaika (Uradni¢ek & Madéra et al.,
2009). Smrk zacina plodit v porostu kolem 60. roku (Chmelaf, 1981) a plodné roky
s bohatsi tirodou se dostavuji jen jednou za 5-8 let. Samc¢i $istice jsou drobné ¢ervené, po
rozkvétu zluté a byvaji rozmistény po celé ploSe koruny v pazdi jehlic na lonskych
vétvickach (Uradnitek & Madéra et al., 2009), kveteni probiha od dubna do Eervna (Musil
& Hamernik, 2007). Samici Sistice jsou vzpiimené, zelené nebo Cervené, umistény v horni
Casti koruny na vrcholcich lofiskych vétvicek. Sisky jsou pievislé, nerozpadavé,
valcovitého tvaru, dlouhé 10 az 16 cm a ze stromu opadavaji az druhym rokem
(Uradni¢ek & Madéra et al., 2009). Semena jsou 2—5 mm dlouh4, tmavé hnédé s blanitym
snadno odd¢litelnym kiidlem (Musil & Hamernik, 2007).



Smrk je povazovan za dievinu svétlomilnou, kterda v mladi dobie snasi zastin, coz ji
umoziuje snadné vniknuti do porostti jinych dfevin, kde pozd€ji zaujima jejich misto.
Diky této toleranci k zastinéni asto byva v hospodaiskych lesich v druhé etazi. Smrkové
porosty jsou tedy Casto semknuté a brani dopadu slune¢nich paprskii na ptidni povrch.
Kvili mélkému kofenovému systému je smrk naroény na pudni vlhkost, proto na
plochach s malou zasobou vody dojde v uritém stafi k ochromeni ristu. Limitujicim
faktorem ristu je tedy nedostatek vlahy (Chmelat, 1981). Za optimalni Ghrn srazek pro
smrk ve vegetaénim obdobi se udava 490-580 mm (Musil & Hamernik, 2007). Smrk
ovsem dobie sndsi nadbytecnou vlhkost a pretrva i stagnujici vodu. Na ptidu a geologické
podlozi nema smrk velké naroky, osidluje nejriznéjsi ptidni typy. Nejlépe se mu dafi na
svézich hlinitopis€itych pidach, t€Zce sndsi malo provzdusnéné a suché plidy. Svym
opadem vytvaii velkou vrstvu surového humusu, ktery negativné ovlivituje kolobéh zivin
(predevsim vapniku) v pudé a tim mize dojit az k podzolizaci (Chmelat, 1981). Smrk
neni naro¢ny na klima, citlivy je na vysoké teploty, nizkou relativni vlhkost vzduchu a na
znedisténé ovzdusi (zejména vyskyt SO2). Problém mu kromé vétru zpusobuji i snih a
namraza, kvili kterym trpi vrcholovymi zlomy (Uradni¢ek & Madéra et al., 2009).

Vyskovy ptirtst smrku se zpocatku zvétSuje pozvolné, pozdéji se zrychluje a
kulminace rtstu se dostavuje kolem 40 let (Musil & Hamernik, 2007).

Neni pochyb o tom, ze smrk je jednou z naSich hlavnich hospodatskych dievin. Diky
svému homogennimu bezjadernému dievu je pouzivan ve vSech odvétvich dievarského
primyslu (truhlafstvi, nastrojafstvi, stavebnictvi), cenéna je také vlaknina pro papirensky
primysl, palivové dfivi a vyrobu feziva. Nejcenngjsi jsou vsak ty nejkvalitnéjsi porosty
s rezonan¢nim dfivim, které je zpracovavano na vyrobu hudebnich néstroji. Diive se
tézila i pryskyfice jako surovina pro vyrobu bednaiské smily a kiira byvala dilezitou
surovinou pro vyrobu tfisla. Mladé letorosty smrku bohaté na vitamin C se pouzivaly
v 1écitelstvi (Chmelafr, 1981).

Bohuzel, tato dievina se Sirokou Skalou vyuziti ma mnoho biotickych Skiidct, kterymi
byva napadéna a udolavana zejména v obdobi oslabeni. Mezi nejzavaznéjsi sklidce patii
napi.: bekyné¢ mniska (Lymantria monacha), pilatky rodu Pristophora, lykozrout

smrkovy (Ips typographus), lykozrout leskly (Ips chalcographus), klikoroh borovy
(Hylobius abietis) (Kiistek & Urban, 2004), vaclavka smrkova (Armillaria ostoyae),

kofenovnik vrstevnaty (Heterobasidion annosum), pevnik krvavéjici (Stereum

sanguinolenthum) a mnoho dalgich (Cerny, 1989).
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Pfirozené zastoupeni smrku v naSich lesich je 11,2 % (Musil & Hamernik, 2007).
Zpréava o stavu lesa a lesniho hospodaistvi Ceské republiky (2014) udava, ze smrk ztepily
V soucasnosti zaujima 50,7 % rozlohy lesti. Soucasné zastoupeni smrku je tedy Sndsobné
zvétSeno oproti puvodnimu na tkor smiSenych lesii jedlobukovych, bukovych a dokonce
dubovych a to kvili rychlému ristu a technickym vlastnostem dieva (Musil & Hamernik,
2007). Na celém nasem uzemi je zastoupen horsky smrk hercynsko-karpatské oblasti,
vyskytujici se téméf ve vSech nizSich i vyssich pohotich (300 — 1550 m n. m.). Tézistém
jeho vyskytu jsou okrajova piihraniéni horstva, ve vnitrozemskych pohotich jako
napiiklad v Ceskomoravské a Drahanské vrchoving, v Brdech, Slavkovském lese a
Oderskych vrsich je autochtonni zastoupeni ¥idsi (Uradnidek & Madéra et al., 2009).
Karpatsky smrk je rozsifen ve vSech vySSich polohach karpatského systému (Vsacké

vrchy, Javorniky, zapadnimi Beskydy) a také ve vétSiné pohoti centralnich Karpat
(Uradnicek et al., 2014).

Smrk ztepily obyva rozlehly evropsky areal, ktery se ¢leni na dvé oddélené ¢asti. Prvni
casti je Severskd oblast, ktera navazuje na aredl rozSifeni smrku severského
(severovychodni Evropa), zabird témér celou Skandinavii, zasahuje na jih do Pobalti a
odtud k vychodu pies stfed evropské ¢asti Ruska k Uralu. Druhou ¢asti rozsifeni smrku
ztepilého je Stfedoevropsko-balkanska oblast, ta zaujima horské soustavy stiedni a
jihovychodni Evropy. V této druhé ¢asti je aredl nesouvisly a rozpada na jednotliva
horstva, kterymi jsou: Hercynsko-karpatska oblast (rozprostirajici se od Cerného lesa pies
némecké hornatiny k vychodu pires horské oblasti CR a pies celé Karpaty az do
Transylvanskych Alp), Alpska oblast (zahrnujici cely alpsky systém), Dinarska oblast (ta
se rozprostira v nejvysSich partiich Dindrské horské soustavy, navazuje na Alpy a pies
Srbsko zasahuje az do Albanie), Rhodopskd oblast zaujimajici pfedevSim pohofti
Bulharska (Uradnicek et al., 2014).

Vertikalni rozsifeni smrku se vyrazné méni v zavislosti na zemépisné Sifce. Optimalni
poloha pro smrk v nagich klimatickych podminkéach je 600-1000 m n. m. (Uradni¢ek et
al., 2014), kde je i jeho produkéni optimum (Musil & Hamernik, 2007). Smrk ovSem
vystupuje az k horni hranici lesa, ktera se v ¢eské republice pohybuje kolem 1300 m n.

m. (Uradniéek et al., 2014).
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3.2 Obecna charakteristika struktury dieva a definice Fezi

V kmeni rozlisujeme smérem od obvodu ke stiedu: kiiru (vCetné 1yka), kambium,
dievo a drfen. Kuzelovita vrstevnata stavba kmene s pfevahou podélné orientovanych
vlaknitych elementl zplisobuje, ze fezy vedené pod riiznym uhlem k podélné ose kmene
maji v odlisSnych vzdalenostech od ni riznou kresbu. Makroskopicka struktura
jednotlivych ¢asti kmene je odrazem jejich anatomické (mikroskopické) struktury, kterou
1ze sledovat na tfech zakladnich fezech, kterymi jsou: pficny, radidlni (podélny) a
tangencialni. Pfi¢ny fez prochéazi rovinou kolmou na osu kmene, je to nejdilezitéjsi fez
pro makroskopické urCovani dieva, protoze na ném vidime zakladni diagnostické znaky,
kterymi jsou napiiklad letokruhy, Siroké cévy ve formé péri u listnatych dievin
s kruhovité porovitou stavbou dieva a Siroké dievni paprsky. Radialni fez je veden
rovnobézné s osou kmene a zaroven prochazi jeho stiedem (dfeni), letokruhy zde
pozorujeme jako rovnobézné pasy, cévy vidime jako ryhy a dfeiiové paprsky jako lesklé
plochy rozmanitého tvaru, které jsou barevné odliSeny od okolniho dieva. Tangencialni
fez je fez vedeny rovnob&zné s 0sou kmene v urcité vzdalenosti od diené. Ve stiedni ¢asti
fezu vidime letokruhy jako rtizné zakiivené parabolické utvary, kdezto na okraji fezu je
jejich pribéh témét rovny. S vyjimkou dietiovych paprskli na tomto fezu pozorujeme
vSechny elementy v podélnych rozmérech.

Dievo (xylém) je hmota organického pivodu, kterd se vytvaii ptirodnimi procesy
v kmenech, vétvich a kofenech dievin. Dievo piedstavuje soubor rostlinnych pletiv, jehoz
pfevazna vétSina bunéénych elementli méa zdfevnatélé (lignifikované) bunécné stény
(Gandelova & glezingerové, 2014; Gandelova et al., 2004). Zakladnimi stavebnimi prvky

dfeva jsou celuléza, hemicelulozy a lignin (Slezingerova & Gandelova, 2008).

Dievo pozorované pouhym okem ma charakteristické morfologické znaky textury,
kterymi jsou kresba, barva (bél, jadro, vyzralé dievo), tvar a vyskyt jednotlivych znakt
dfeva (podil jarniho a letniho dfeva v letokruhu, hranice letokruhu, cévy, dienové
paprsky, pryskyficné kanalky, diefiové skvrny), které jsou typické pro urcité dieviny
(Pozgaj et al., 1997).

Letokruh je tlouStkovy ptirist dieva vytvoreny postupné béhem vegetacniho obdobi
¢innosti délivého pletiva — kambia. Kazdy letokruh se sklad4 ze dvou vrstev, jarniho a
letniho dieva, které se mezi sebou lisi strukturou. Jarni dfevo je vytvareno na pocatku

vegetacniho obdobi, je svétlejsi s mensi hustotou. V druhé poloving vegetacniho obdobi
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se vytvaii zpravidla tmavsi, hustgj$i letni dievo (Gandelova & Slezingerova, 2014;

Gandelova et al., 2004).

3.3 Makroskopicka stavba di‘eva jehli¢natych di‘evin

mezi jarnim a letnim dfevem. Jarni dievo je svétlejsi a viditelné mekci nez letni dievo,
které je tmavsi a ma az tfikrat vétsi hustotu (Pozgaj et al., 1997). Zastoupeni jarniho dieva
Vv letokruhu je zpravidla vyssi. Dievo naSich jehlicnani 1ze podle ostrosti hranice (od ostré
K pozvolné) mezi jarnim a letnim dfevem setfadit nasledovné: modfin, douglaska,
borovice, tis, jedle, smrk, jalovec (Gandelova & glezingerové, 2014; Gandelova et al.,
2004).

Drenové paprsky jsou tvoreny seskupenim parenchymatickych bunék, které jsou
orientovany na podélnou osu kmene. Dieniové paprsky maji dieva vSech dievin, nebot’
zastavaji diilezitou funkci — zabezpecuji horizontalni pohyb organickych latek a vody.
Tyto paprsky podle sifky a makroskopické viditelnosti ¢lenime na Siroké (makroskopicky
viditelné na vsSech fezech), uzké (makroskopicky méné zietelné s vyjimkou pti¢ného
fezu) a velmi tzké (makroskopicky nezietelné). Zastoupeni dietiovych paprskii ve dieve
jehlicnant je 5-10 % z celkového objemu dreva.

Pryskyficné kanalky jsou mezibunééné prostory, obklopené bunkami, které
shromazd’uji a vylucuji pryskyfici. Podle jejich orientace v kmeni rozliSujeme kanalky
horizontalni (orientované kolmo na podélné ulozené bunky xylému, makroskopicky
nezietelné) a kanalky vertikalni (uloZeny svisle mezi podéIné orientovanymi tracheidami
jehli¢natého dieva). Tyto kanalky jsou vzajemné propojeny a vytvaii tak systém kanalk,
kterymi pfi poranéni povrchu vytéka pryskyfice. Pryskyfice ma ochrannou a impregnacni
funkci. Vertikalni kanalky mtizeme makroskopicky pozorovat na pficném fezu ve formé
te€ek nebo na podélnych fezech jako svislé tenké ¢arky. Vyskyt pryskyficnych kanalku
je duleZitym determinaénim znakem pro ur€ovani dfev jehli¢natych dfevin. Pryskyfi¢né
kanalky maji dfeviny rodu smrk, modfin, borovice a douglaska. Podil kanalki je maly (u
smrku 0,2 %) a vyrazné neovlivituje vlastnosti dieva.

Ojedin€le se u jehlicnatych dfevin mohou vyskytnout dienové skvrny. Dienové
skvrny predstavuji seskupeni parenchymatickych bunék, které vznikly reakci na
poskozeni kambia hmyzem nebo bakteriemi. Makroskopicky se na pficném fezu
projevuji jako tmavé pasky, na podélnych fezech je vidime jako skvrny nejriznéjsiho

tvaru (Gandelova & Slezingerova, 2014; Slezingerova & Gandelova, 2008).

13



Zbarveni dieva zpisobuji latky, které jsou ulozeny v bunéénych dutinach nebo
bunécnych sténach, jsou to predevsim barviva, pryskyfice a terpeny. Barva dieva je
charakteristicka pro kazdou dfevinu, naptiklad smrk ma dfevo Zlutobilé nebo svétle
7lutohnédé (Gandelova & Slezingerova, 2014), nicméné je to vlastnost velmi proménliva
a ovliviluje ji mnoho faktord — vlhkost, vzduch, svétlo, vék i klimatické podminky

(Gandelova et al., 2004).

3.4 Mikroskopicka stavba dreva jehli¢natych dievin

Mikroskopické slozeni dfeva je u riznych dfevin velmi variabilni, rozdélime-li
dfeviny na skupinu jehlicnant a listna¢li, miizeme pozorovat v ramci kazdé této skupiny
ur¢itou shodnost v jejich mikroskopické struktuie (Valin, 1955). Dfevo jehli¢natych
dfevin je vyvojoveé mladsi a tim padem ma i pomérné jednodussi anatomickou stavbu nez
drevo listnatych dievin (Pozgaj et al., 1997). Dievo jehli¢nant je sloZzeno pouze ze dvou
druhii bunék, kterymi jsou tracheidy a parenchymatické builkky. Zikladnim a
prevladajicim elementem jsou tracheidy neboli cévice, které zabiraji kolem 90 %
celkového objemu dieva, tracheidy plni funkci vodivou 1 mechanickou.
Z parenchymatickych bunék se skladaji dieniové paprsky, pryskyfi¢né kanalky a u
nékterych druhil  jehliénatych dfevin axidlni (podélny) parenchym. Ukolem
parenchymatickych bun¢k drfenovych paprskii je rozvadét organické zasobni latky
(Perelygin, 1965). Mikroskopickd stavba dfeva je obdobné jako makroskopicka
popisovana na tfech fezech difevem — pfi€ném, radidlnim a tangencidlnim (Gandelova &
Slezingerova, 2014).

3.4.1 Tracheidy

Tracheidy maji tvar dlouhych vietenovitych uzavienych bunék (vlaken) s riznym
zakoncenim. Na pficném fezu maji Ctyf az Sesti uhelnikovy tvar a jsou uspotradany
v pravidelnych radidlnich fadach. Tvar, Sitka, délka a tlouStka bunécné stény tracheid se
lisi podle jejich funkce (Gandelova & Slezingerova, 2014).

Zacatkem vegetacniho obdobi se vytvareji jarni tracheidy, které maji predev§im
vodivou funkci, vedou vodu s rozpusténymi mineralnimi latkami vzestupnym proudem
z kotent do koruny stromu. Jarni tracheidy jsou tenkosténné (primérna tloustka bunééné
stény je 2-3 um), na koncich prevazné zaoblené a na prifezu maji vétSinou Ctyi-
uhelnikovy tvar. Délka tracheid se pohybuje mezi 2 az 6 mm, podle Wagenfiihra (1966)
je primérna délka tracheidy smrku 2,9 mm. Na radialnich sténach téchto tracheid se

vyskytuje velké mnozstvi dvojtecek, které jsou usporadany pievazné v jedné fade, méné
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Casto pak ve dvou fadach vedle sebe. Na tangencialni stén¢ jarnich tracheid je pocet i
rozmér dvojtecek mensi (Pozgaj et al., 1997). Primér dvojtecek je variabilni a li$i se podle
druhu dfeviny. Vnéj$i rozmeéry se pohybuji od 8 do 31 um, priimér otvoru (porusu) miize
mit 4-8 um (Perelygin, 1965). Dvojte¢ky jsou otvory v buné¢nych sténach, zakryté
membranou a prochéazeji jimi roztoky zivin z buiikky do buniky. Ve dvou sousednich
tracheidach jsou dvojtecky polozeny naproti sob¢ (Valin, 1955). Pro ulehéeni spojeni
mezi tracheidami maji membrany dvojteCek Vv okrajové ¢asti malé uplné perforace
ovalného nebo kruhovitého tvaru. Pii vychyleni membrany torus zavira otvor dvojtecky
a voda jimi nemuze proudit (Perelygin, 1965).

V druhé poloviné vegetacniho obdobi se vytvoii letni tracheidy, které zastavaji
predevSim funkci mechanickou. Jsou to dlouhé, tlustosténné (tloustka bunécné stény je
pramérné 3—7 um) bunky vietenovitého tvaru s ostrym zakonc¢enim. Letni tracheidy jsou
piiblizng o 10 % delsi ne jarni. Siika téchto tracheid je v tangencialnim sméru stejna
jako sitka jarnich tracheid, ale ve sméru radialnim je letni tracheida uZzsi. Stény letnich
tracheid obsahuji mnohem méné dvojteCek se Stérbinovitymi porusy, které zlstavaji
otevieny i po vysuseni dfeva, diky ¢emuz umoziiuji prinik impregnacnich prostiedki
(Pozgaj et al., 1997).

Kromé ztencenin v podob¢ dvojtecek se na bunécnych sténach mohou vyskytovat
spiralni ztlusténiny (u dieva tisu a douglasky), které¢ zvySuji pevnost tracheid (Valin,
1955). Rozmeéry tracheid a jejich bunéénych stén zavisi na mnoho faktorech — poloha
v kmeni, vék stromu, stanoviStni pomeéry, postaveni stromu v porostu. Nepiiznivymi
podminkami se rozméry tracheid zmens$i a miZe dojit i ke sniZeni objemu bunéénych
stén. Délka tracheid a tloustka jejich stén se v piicném sméru zvétsuje od stiedu k obvodu
kmene az do 40 let véku, dale zlistava nezménena nebo je nepatrné zmensuje. Ve starSim
dreve se rozméry tracheid v rdmci letokruhu od baze kmene smérem ke koruné postupné
zveétsuji (Pozgaj et al., 1997). Tracheidy jsou ve dievé orientovany pievazné vertikalné,
takze jsou na pti¢ném fezu viditelné v jejich pticnych rozmérech a vytvaii tak pravidelné
fady. Ve sméru od jarniho dieva k letnimu dievu klesa pticny rozmér tracheid a zvySuje
se tloustka jejich bunéénych stén. Piechod mezi zoénou jarnich a letnich tracheid a mtze
byt jak pozvolny (napf. u dieva jalovce), tak ostry (dfevo modiinu). Kromé tracheid
uloZenych vertikalné se ve dievé mohou vyskytovat tracheidy orientované horizontalng,
které nazyvame pii¢né nebo lezaté tracheidy. Ty jsou soucasti dieniovych paprski, kde se

vétSinou vyskytuji na jejich okrajich, ale mohou byt i uprostfed mezi parenchymatickymi
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bunkami. Lezaté tracheidy maji mensi rozméry nez vertikalni a jsou vzéjemn¢ propojeny
malymi dvojteCkami. Lezaté tracheidy jsou propojeny i s parenchymatickymi buiikami
dietiovych paprski a to polovi¢nimi dvojtetkami (Gandelova & Slezingerova, 2014).
3.4.2 Parenchymatické buiky

U dfev jehlicnatych dievin se nejcastéji setkavame s dienovymi paprsky
jednovrstevnymi, které na piicném fezu vypadaji jako prouzky orientované¢ kolmo na
letokruh a jsou slozené zjedné vrstvy kratkych parenchymatickych bunék. Na
tangencialnim fezu ma tento paprsek tvar vietene a po Sifce se podoba Sirokym ¢ockam,
které jsou sloZeny z né€kolika vrstev bunék (Valin, 1955). Dienové paprsky ve dievé
smrku jsou sloZzeny ze dvou typl bunck (Perelygin, 1965), nazyvame je tedy paprsky
riznorodymi neboli heterocelularnimi (Valin, 1955). Nejvyssi a nejnizsi vrstva paprsku
je tvotfena horizontalnimi tracheidami s malymi dvojte¢kami, prostiedni vrstvu paprsku
tvori vertikaln¢ orientované parenchymatické bunky s teckami. Ve vegetacnim obdobi
dfefiovymi paprsky prochazi v horizontalnim sméru voda s zivinami a v obdobi
vegetacniho klidu se v nich ukladaji zdsobni latky (Perelygin, 1965).

Ve dievée nékterych jehli¢nand pozorujeme pryskyticné kanalky, ty se podle ulozeni
ve devé déli na vertikalni a horizontalni, oba dva druhy jsou vzajemné propojeny (Valin,
1955). Vertikalni kanalky jsou orientovany rovnobézné s podélnou osou kmene a byvaji
utvofeny tfemi vrstvami bunék (epitelovymi, parenchymatickymi, mrtvymi). Vnitini
vrstva kandlku je tvofena epitelovymi (vystelkovymi) buiikami, které u jednotlivych
jehlicnant dosahuji riizného poctu, tvaru a tloustky bunécné stény. Ve dieveé smrku jsou
epitelové buniky mensi, tlustosténné a ve vyssich poctech. Prostiedni vrstvu kanalku tvori
buniky mrtve, které tvoii mechanickou oporu epitelovych bunék. Vnéjsi vrstva je tvofena
zivymi parenchymatickymi buiikami tzv. doprovodného parenchymu, ve kterych jsou
nahromadény zasobni latky. Horizontdlni pryskyficné kandlky jsou orientovany kolmo
na podélnou osu kmene a jsou ulozeny ve vicevrstevnych dfefiovych paprscich. Jsou
tvofeny pouze ze dvou vrstev bunck a témi jsou buiiky epitelové a buiikky mrtvé. Pocet,
velikost a tloustka bunééné stény u jednotlivych dfevin odpovidad vertikdlnim
pryskyfiénym kanalkim (Gandelova & Slezingerova, 2014).

Ve dievé nékterych jehli¢nanii se mizeme setkat s vyskytem podélného (axialniho)
dfevniho parenchymu. Ten je orientovan rovnobézné s podélnou 0sou kmene, je tvofen

soubory tenkosténnych parenchymatickych bunék. V béli jsou bunky zivé, kde plni
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zasobni funkci, pii zjadernéni dochazi k jejich odumfeni. V jadrovém dievé byvaji tyto
buiiky vyplnény tmavymi jadrovymi buitkami (Gandelova & Slezingerova, 2014).
3.5 Kambium

Kambium je meristém, ktery ma délivou schopnost bunék, sklada se z vrstvy bunék,
které obepinaji dievo kmene jako tenky plast’ (Valin, 1955). Sekundérni riist stromu je
vytvafen dvéma laterarnimi meristémy: vaskularnim kambiem a korkovym kambiem
nazyvanym felogen. Vaskularni kambium vytvafi cenripetdlné¢ builky dieva a
centrifugalné bunky lyka (Panshin & Zeeuw, 1980; Larson, 1994). Termin kambium byva
pouzivan ve dvou pojetich. V $ir§im pojeti byva kambium synonymum pro kambialni
zonu (skladda se z kambidlnich inicidl a jejich derivatl — matetskych bunck dieva a 1yka)
v uzs§im pojeti je kambiem oznaCovana pouze vrstva kambidlnich inicial (Gandelova &
Slezingerova, 2014).

Kambidlni inicidly jsou dvojiho typu — vietenovité kambidlni inicidly a inicidly
drevnich paprski. Vietenovité inicidly jsou protdhlé axialné orientované, tangencialné
zplostélé bunky, které maji vétSinou obdélnikovy nebo mnohotihelnikovy prifez a na
koncich jsou zaSpicatelé (Pozgaj et al., 1997). Délka téchto inicidl miiZze u jehli¢nant
dosahovat az 5 mm (Perelygin, 1965). Inicialy dfevnich paprskii vznikly pficnym délenim
nebo postrannim oddélenim od vietenovitych inicidl. Maji stejnorozmérny tvar kratkych
valcovitych nebo mnohouhelnikovych utvart (Pozgaj et al., 1997).

Tloustkovy piirist (v radidlnim sméru) je zajiStovan periklindlnim délenim
vietenovitych kambidlnich inicial, inicidl dfefiovych paprski a také matefskych bunék
dieva a Iyka. Nové oddélené buiiky tvoii radialni fady (Gandelova & Slezingerova, 2014).
Produkce bunék kambia je intenzivnéj$i na stran¢ xylému nez na stran¢ floému (Panshin
& Zeeuw, 1980). Sitka ptirostlého xylému a floému se lisi podle obvodu jednotlivych
stromt (Larson, 1994). V dasledku tloustnuti kmene a zvétSovani obvodu kmene se musi
tvofit nové kambialni inicidly. Dopliovani téchto inicidl po obvodu kmene je vytvateno
jejich antiklinalnim a pseudotransverzalnim délenim (Gandelova & Slezingerova, 2014).

Pocet bun¢k kambialni zony je zavisly na nékolika faktorech — druh a v€k dieviny,
Cast kmene, vitalita jedince (Larson, 1994). Obvykle je kambium v obdobi vegeta¢niho
klidu slozeno z 5-6 vrstev bun¢k, ve vegetacnim obdobi mlize pocet vrstev vriist az na
15-20 (Gandelovéa & Slezingerova, 2014).

Kambium je ¢inné po cely svij zivot, ale v podminkach mirného pasu se jeho

¢innost projevuje periodicky v zavislosti na vegetaénim obdobi (Perelygin, 1965). Délka
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kambidlni ¢innosti se odviji od druhu drfeviny, stanovisti a klimatickych podminek
ptisluiného vegetatniho obdobi (Gandelova & Slezingerova, 2014), nebot’ na tloustkovy
prirast je potieba Zivin z aktudlni asimilace (Lysy & Jir, 1961). Rozhodujici vliv na
zahajeni Cinnosti kambia ma pocasi v trvani od 2—4 tydn pred zacatkem jeho mitotické
aktivity. Jest¢ pred mitotickou aktivitou dochazi k aktivaci kambia, to se projevuje
zménou cytoplasmy ze stavu gel na sol a sou¢asnym zvétSenim radialnich rozméri bunék
(tzv. bobtnani kambia) a nasledn¢ dochazi déleni jeho bunck. Na pocatku vegetacniho
obdobi je délici aktivita bun¢k pomald a mize trvat az 4 tydny, nez se vytvori nékolik
prvnich vrstev bunék. Az je kambium plné aktivovano, probiha déleni rychleji
(Gandelova & Slezingerova, 2014). Maximalni aktivita v podminkach mirného pasma
byla zjisténa od poloviny c¢ervna do poloviny srpna, kdy se muze vytvofit az 75 %
celkového rocniho pfirGstu (Pozgaj et al., 1997). Aktivita kambia postupné ustdva
koncem srpna a v pribéhu zati (Gandelova & Slezingerova, 2014). Cinnost kambia
nezacind ve vSech ¢astech stromu stejn€, nejprve zacina v nejtencich ¢astech vétvi (tzn.
pod pupeny) a odtud se rozsifuje postupné dol po kmeni a nakonec piechazi do kofent
(Valin, 1955). Rychlost aktivace kambia od pupent k bazi kmene se li$i podle druhu
dieviny. Nejrychlejsi postup aktivace maji listnace s kruhovité porovitou stavbou dieva a
také jehli¢nany. U téchto skupin dievin pracuje kambium uz pied narasenim pupenti. U
listnacl s roztrousené porovitou stavbou dieva je kambium ¢inné nékolik tydnl pii bazi
pupentl a teprve po vyraseni listl aktivizace postupuje k bazi vétvi a odtud se Siii k bazi
kmene (Gandelova & Slezingerova, 2014).
3.6 Diferenciace anatomickych elementi direva

Diferenciace anatomickych elementt je slozity proces, ktery je ovliviiovan mnoha
vné€jSimi 1 vnitfnimi faktory — genetické a regulacni mechanismy dfeviny, stanovisté,
klima (Gandelova & Slezingerova, 2014). Prabéh diferenciace rozdélujeme na tii faze,
jedné se o fazi embryondlni, fazi radidlniho rozSifovani a fazi dozravani (Wodzicki,
1971). Embryonalni faze tloustkového ristu xylému je soustfedéna v kambidlni zoné
(Larson, 1994). V této fazi se méni pouze pocet buné¢k, jejich velikost zistava stejna
(Sebanek et al., 1983). Kdyz mateiské buiiky dieva (oddélené kambialnimi inicidlami)
zacnou ménit svlj rozmér a ztrati délivou schopnost, pfestanou byt soucasti kambialni
zOny a nastava proces jejich diferenciace v ur€ity anatomicky element. TakZe v druhé fazi
(nazyvané radialni rozsifovani) dochéazi k vytvoreni tvaru a velikosti buriky, jejichZ sténa

je tvorfena stfedni lamelou a priméarni bunécnou sténou. V prubéhu tieti faze (zvané
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dozravani) dojde k fixaci tvaru buné¢k vytvofenim jednotlivych vrstev sekundarni
bunécné stény, poté nastava jeji lignifikace, vycerpava se cytoplasma a buiiky postupné
odumiraji (Gandelova & Slezingerova, 2014).

Podle Wodzického (1971) muzeme nejlépe pozorovat proces diferenciace
anatomickych elementl dieva vytvarejiciho letokruhu na pfi¢ném fezu a jak je patrno z
Obr. 1, mizeme nove se tvorici letokruh rozé¢lenit na nasledujici zony podle charakteru
diferenciace bunék:

a) zonu dé¢licich se matefskych bunék

b) zo6nu radidlniho roz$ifovani bunék

€) zonu dozravajicich bun¢k

d) zoénu zralého dieva.

Tvorba jarniho dieva

DUUE

[} ]

Kambialni zéna

.g _g Zéna radidlniho rozéifovani | Zoéna dozravajicich Zéna zralého dieva Letni dfevo

= > bunék predchazejiciho

letokruhu

LK © ©® m

21 S

8] 8 —
Diferencujici se xylém Zraly xylém

Tvorba letniho dieva

B aEEaew®)

Zona zralého dreva

Zéna dozravajicih bunék

D Zona radialniho
~ rozsifovani

(D) m

Délici se floém
Delici se xylem

Diferencujici se xylém Zraly xylém

Obr. 1: Schéma diferenciace tracheid jarniho (A) a letniho (B) dfeva jehli¢nant (Wodzicki, 1971).

3.7 Vliv ¢initeli na tvorbu xylému

Kambium je pravidelné aktivni v oblastech mirného pasma, konkrétné¢ ve
vegetatnim obdobi, tj. od jara do podzimu. Pribéh xylogeneze je ovliviiovan mnoha
vnitinimi faktory (genetické vlastnosti dieviny, jejich vitalita a vék, umisténi v porostu)
a vn&jSimi faktory — teplota, radiace, délka fotoperiody, pudni vlhkost (Panshin & Zeeuw,
1980). Wodzicki (1971) rozd€luje vnéjsi faktory do dvou skupin. Prvni z nich zahrnuje

exogenni faktory prostfedi, kam patii teplota, vlhkost, obsah Zivin v pidé, vliv gravitace
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a fotoperioda. Druhou skupinou jsou mimofadné abiotické a antropické faktory, jako je
vitr, mraz, pozary, povodné, defoliace, dopad znecisténi ovzdusi atd. Dal§im faktorem,
ktery ovliviiuje rtist dievin je typ stanovisté, ¢imz se rozumi pudni poméry, trofnost pidy
a dopad klimatickych jevi odrazejicich se na tvorb¢ ekosystému. Dilezitym hodnoticim
znakem kvality pidy je obsah Zivin, vzduSnost, hodnota pH a vlhkostni rezim (Wodzicki,

1971).

3.7.1 Vliv véku na tloust’kovy riist direvin

Tloustka kmene spolu s vySkou maji vliv na celkovy objem dfevni hmoty.
Tloustkovy prirast vrcholi pozd€ji nez vyskovy, u smrku je to ptiblizné v 50 letech (Lysy
& Jirt, 1961).

Rossi et al. (2008) zkoumal tydenni kambialni aktivitu, bunky ve fazi radialniho
roz§ifovani a buniky ve fazi dozravani u mladych (50-80 let) a starych (200-350 let)
stromd modfinu opadavého (Larix decidua Mill.), borovice limby (Pinus cembra L.) a
smrku ztepilém (Picea abies (L.) Karst.) v alpinském vegetacnim stupni, kde zjistil, Ze
trend formace xylému byl u obou dvou staii stejny, ale s odliSnym nacasovanim. Mladsi
stromy zacaly kambialni aktivitu o 2—3 tydny dfive nez stromy staré a také celkovy pocet
vrstev bunék vytvofeného xylému byl u mladsich stromi vys$si o 30-60 %. Tyto vysledky
ukazuji, ze dynamika kambidlni aktivity se béhem Zivota stromu meéni a doba na

vytvoteni letokruhu se zkracuje s rostoucim vékem.

Kolektiv autort (Li et al., 2012) zjist'oval vliv véku na tvorbu xylému na jedli (Abies
georgei var. smithii (Vigue & Gaussen) W. C. Cheng & L. K. Fu) v pohofi Sygera na
severo-vychodni Tibetské ploSiné, pfitom zjistil, Ze mladé stromy (43 let) zaCaly o mésic
diive tvofit buiiky radialniho roz$ifovani nez stromy staré (162 let). Vyznamny rozdil byl
také v poctu vytvorenych bunék a v tempu produkce bunék, mladé stromy tvoftily o 50 %
vice bun¢k a tempo rlstu bylo rychlejsi o 47-54 % nez u stromt starych. Dale pfisli na
to, Ze v€k na ukonceni xylogeneze nemad vyznamny vliv.

Studie Vieira at al. (2009), ktera zjistovala vékovou zavislost na rlst a tvorbu
nepravych letokruhti na borovici ptimoiské (Pinus Pinaster) v klimatu stfedomofi,
prokazala, Ze vegetacni obdobi zacalo diive a trvalo delSi dobu u mladsich stromt (65 let)
nez u stromd starSich (115 let) a také, Ze mladsi stromy dokaZou rychleji reagovat na
zmény klimatickych podminek a tak se u nich objevila i vyssi frekvence vyskytu

nepravych letokruht (IADF).
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Hozové (2012) ve své diplomové praci, ktera je zaméfena na xylogenezi smrku
ztepilého na Drahanské vrchoving, uvadi, ze pocet buné€k kambia v dormanci i v jeho
aktivité byl vzdy vyssi u strom mladého porostu oproti stromim starého porostu. Na
pocatku vegetacniho obdobi méla kambidlni aktivita 1 vytvofeni bun¢k ve fazi radialniho
rozsifovani ¢asnéjsi nastup u starych stromil. Nicméné nastup tvorby sekundarni bunééné
stény byl rychlejsi u stromii mladych, kde také diive skoncil. Co se tyce rychlosti riistu a
vysledného poctu vrstev bun¢k noveé vytvoieného letokruhu, tak stromy mladého porostu
vytvorily za den pramérné 0,29-0,88 bunck, stromy starého porostu vytvofily denné
0,14-0,65 bunék. Z toho vyplyvé, ze mladé stromy produkovaly butiky rychleji a tim

padem i pocet tracheid v letokruhu byl vys$si nez u stromu starych.

21



4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Lokalizace a charakteristika vyzkumné plochy odbéru vzorki

Jedinci smrku ztepilého, ktefi byli pfedmétem vyzkumu, se nachazi na vyzkumné
ploSe Rajec—Némcice vzdalené asi 1 km zépadné od obce Némcice v Jihomoravském
kraji. Podle biogeografického ¢lenéni Ceské republiky (Culek, 1996) lokalita spada
do hercynské podprovincie, do bioregionu Drahanského (1.52), coz odpovida ptirodni
lesni oblasti 30 — Drahanské4 vrchovina (Pliva & Zlabek, 1986). Vyzkumna plocha se
nachazi v geografické poloze se soufadnicemi 49°26'31" severni Sitky a 16°41'30"
vychodni délky v nadmoiské vySce 633 m n. m. Tato vyzkumné plocha byla zalozena
roku 1968 Ustavem ekologie lesa MENDELU v ramci projektu Mezinarodniho
biologického programu UNESO (IBP) a mezinarodniho programu UNESCO Clovék a
biosféra (www.lter.cz).

Némecek (2001) uvadi, ze na této lokalité se vyskytuje ptidni typ modalni kambizem
oligotrofni a mate¢nou horninou je zde kysely granodiorit, pudni profil je tvofen ruzné
mocnymi vrstvami, vrstvy granodioritového Stérku jsou pomistné smiseny s balvany. Dva
vyzkumy provedené na této vyzkumné ploSe ukdzaly, ze v porostech se smrkovymi
monokulturami se zasoba nadlozniho humusu pohybuje v rozmezi 36,8—71,8 t/ha, padni
reakce kolisd mezi hodnotami 3,3 a 4, primérnad hodnota stanovujici pomér uhliku a
dusiku téchto dvou vyzkum je 25,4 (Mensik et al., 2009; Fabianek et al., 2009).

Podle Quitta (1975) plocha spada do mirn¢ teplé oblasti MT3, ktera je
charakterizovana srazkovym tthrnem 600—750 mm za rok, primérna teplota v ervenci
se pohybuje mezi 16-18 °C, primérna teplota v dubnu a fijnu dosahuje 6-8 °C.
Klimatické poméry vyzkumné plochy béhem roku 2014 jsou znazornény na Obr. 2, data
pro sestaveni tohoto klimadiagramu poskytla doc. RNDr. Irena Markova, CSs., (Ustav

zakladani a pésténi lesit Mendelovy univerzity v Brng).
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Obr. 2: Klimadiagram vyzkumné plochy Réajec-Némcice z roku 2014

Mladsi smrkovy porost byl zalozen v roce 1978 (48 let) star$i porost byl zaloZen
v roce 1901 (115 let). Oba dva porosty jsou zatazeny do 5. lesniho vegeta¢niho stupné —
jedlo-bukového, stanovistni podminky odpovidaji lesnimu typu 5S1 — jedlova bucina
Stavelova a nalezi tedy do hospodaiského souboru 45 — bohata stanovisté stitednich poloh
(uel.ldf.mendelu.cz).

Primérna vycetni tloustka jedincti mladého porostu byla 27 cm a jejich primérna
vyska byla 19,6 m. Jedinci star§iho porostu dosahovali primérné vysky 27 m a vycetni

tloustky 37 cm.
4.2 Metoda odbéru vzorku

Vzorky byly odebirany ze Sesti vzornikovych stromil (3 z mladého porostu ve véku
48 let, 3 ze starSiho porostu ve véku 115 let) v tydennim intervalu od 13. biezna do 20.

listopadu roku 2014 pracovniky Ustavu nauky o dievé (LDF, MENDELU).

Z kazdého stromu byly vzdy odebrany spiralovité po celém obvodu kmene ve
vycetni tloustce (1,30 m) dva mikrovyvrty o primeéru 2 mm a délce cca 15 mm, které
obsahovaly vrstvy vnéjsi kiiry, floému, kambia a xylému. Celkové bylo za celé vegetacni
obdobi odebrano kolem 450 mikrovyvrtd. Tyto mikrovyvrty byly odebrany
V horizontalnim sméru ve vzdalenosti alespon 2 cm od sebe (aby nedochéazelo o odbéru
traumatickych pletiv), v dalSich periodach odbéru se postupovalo synchronné o fadu nize
ve spirdle obvodu kmene. Samotny odbér byl provadén pomoci raznicového prirtistoméru
neboli Trephoru, ktery se (po odstranéni borky) kolmo na podélnou osu kmene zatluce
do kmene gumovou pali¢kou a poté se otdcenim jeho ramen vysune z kmene. Odebrany
vzorek se z duté casti Trephoru vyjme specialni odebiraci jehlou a ulozi se do

prichystanych plastovych histologickych kazetek o rozmérech 40 x 28 x 7 mm,
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oznacenych typem vzorku a datem odbéru. Tyto kazetky byly umistény do plastovych
nadob s fixaénim roztokem FAA (100 ml se sklada z 90 ml 50-70% ethanolu, 5 ml

kyseliny octové a 5 ml formaldehydu), kde doslo k ukonceni bunéénych procest.

4.3 Metoda zpracovani odebranych vzorku
Odebrané mikrovyvrty z jednotlivych vzornikovych stromi byly po jednom tydnu
z fixa¢niho roztoku FAA vynaty, proplachnuty vodou a uskladnény V uzaviratelné

plastové nadobé s 50% ethanolem na neomezenou dobu.

4.3.1 Zkracovani a oznaceni pri¢ného rezu odebranych vzorki

Pted dal$i manipulaci s mikrovyvrty se ostiim Ziletky zkratila ¢ast dfeva na délku cca
tfi letokruhii. Pro néslednou pottebu rozeznani ptficného fezu mikrovyvrtu, ktery je
predmétem analyzy, se pti¢ny fez oznacil tuhou mékkeé tuzky — pticny ez se poznal podle
tmavsi barvy dievni ¢asti (Obr. 3). Pfi zachazeni se vzorkem se muselo dbat na to,
abychom ho jakymkoliv neopatrnym ¢&i nesoustfedénym jednanim neposkodili a
nepotrhali tak tenké bunécéné stény kambia i vSech ostatnich bunék dfevni ¢asti. Takhle
upraveny vzorek byl vlozen zpét do své popsané histologické kazetky a ulozen do 50%
ethanolu. Druhy, ndhradni mikrovyvrt byl pro ptipadné pouziti umistén do oznacené

plastové uzaviratelné zkumavky o objemu 2 ml, kterd byla naplnéna 50% ethanolem.

Obr. 3: Oznaceni pfiéného fezu na mikrovyvrtu

4.3.2 Dehydratace vzorkii v ethanolové Fadé a impregnace parafinem

Kazetky, které obsahovaly zakracené a oznacené mikrovyvrty, byly vlozeny do
perforovaného koSe a umistény do tkanového procesoru LEICA TP 1020. V procesoru
doslo k dehydrataci (vytésnéni vody) vzorkd a impregnaci (nasyceni bunéénych stén)
parafinem, ktery zajistil dostatecné pevnou kompaktni strukturu bunécnych pletiv,
potiebnou pro viditelnost potiebnych elementti béhem mikroskopického pozorovani.
Dehydratace byla provedena priichodem fadou nadob s riizn€ koncentrovanym ethanolem

po urcitych ¢asovych intervalech, tak jako zobrazuje Tab. 1.
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Tab. 1: Postup vzorki pfi dehydrataci a impregnaci parafinem v tkafovém procesoru LEICA TP 1020

Chemicka latka Koncentrace (%) Doba (hod)
Ethanol 70 2
Ethanol 70 1,5
Ethanol 90 1,5
Ethanol 90 1,5
Ethanol 95 1,5
Ethanol 100 1,5
Ethanol 100 1,5
Bioclear 100 1,5
Bioclear 100 1,5
Bioclear 100 1,5
Parafin 100 2
Parafin 100 2

Po dokonceni dehydratace a impregnace se vzorky vytahly z tkdnového procesoru
a vlozily do susarny vyhtaté na 60 °C, ze které se jednotlivé vytahovaly a co nejrychleji
zalévaly do parafinu.

4.3.3 Fixace mikrovyvrti v parafinu

Podstatou fixace mikrovyvrti ve ztuhlém parafinu bylo usnadnit manipulaci se
vzorky pfi jejich krajeni na rotaénim mikrotomu. Jedna se vlastné o tvorbu parafinovych
blockil a to tak, ze se mikrovyvrt zaleje roztavenym parafinem (o teploté 60 °C) a
vytvorené blocky se nechaji ztuhnout v lednicce.

Ze susarny byla vytazena kazetka, t¢ se odnalo vi¢ko, mikrovyvrt byl pomoci
vyhiivané pinzety Leica EG F polozen na vyhiivanou sklokeramickou desku
parafinového dispenzoru Leica EG 1120 (Obr. 4 A). Do pfipravené vyhiaté nerezové
formicky byla pomoci davkovace dispenzoru Leica EG 1120 nalita prvni vrstva parafinu,
pfitom byla vanicka stale polozena na vyhtaté desce prfistroje, aby parafin nezacal
tuhnout. Na pfipraveném mikrovyvrtu byla nalezena strana s oznacenym pii¢nym fezem
a touto stranou smérem nahoru byl mikrovyvrt diagonalné vlozen doprostfed nerezové
formicky s parafinem, za stalého drzeni mikrovyvrtu vyhtivanou pinzetou byla nerezova
formicka polozena do studené vodni lazn¢ v Petriho misce. Kdyz byla vrstva parafinu
dostate¢né schlazena pro usnadnéni kone¢ného zaliti, mikrovyvrt byl pustén. Formicka
byla polozena na ptfevracenou Petriho misku (aby nedochéazelo k rozpousténi zchlazené
vrstvy) a vlozena pod davkovac parafinu. Proud parafinu, ktery vytvofil dalsi vrstvu do

¥ vysky formicky, byl smérovan do rohu formicky, aby nedoslo k oto¢eni mikrovyvrtu.
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Nakonec byla formicka s vlozenou histologickou kazetkou bez vicka zalita az po okraj.
Histologicka kazetka byla pouzita z didvodu identifikace vzorku a pozadovaného
pravidelného tvaru pro nasledné upevnéni do upinaciho mechanismu rota¢niho
mikrotomu. Takto pfipravena formicka byla odloZena na prkénko a odnesena do lednicky,
kde vzorek zustal po dobu, dokud nebyl dostatecné ztuhly (pfi teploté cca 2—4 °C alespon
3 hodiny).

Dostatecné zatuhlé vzorky byly pomoci preparacni jehly vyjmuty z nerezové
formicky. Poté byly tyto parafinové blocky pomoci skalpelu ze vSech ¢tyt stran ofezany
do tvaru komolého jehlanu, kdy horni strana méla plochu cca 1 x 1 cm, hrany kazetky
byly zacistény taktéz skalpelem. Finaln€ upraveny parafinovy blocek je zobrazen na Obr.
3 B. Zatezani stran blo¢ki bylo provedeno z divodu optimalni velikosti a pravidelnosti
krajené plochy vzorku s mikrovyvrtem pii krajeni rotaénim mikrotomem, kdy jsou

vytvareny sériové souvislé pasy mikrofez.
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Obr. 4: A — Parafinovy dispenzor Leica EG 1120 s vyhtivanou pinzetou Leica EG F a nerezovymi
formickami, B - upraveny parafinovy blocek

4.3.4 Vyroba mikrofezi krajenim na rota¢nim mikrotomu

Findln¢ zatezany a zaliStény parafinovy blocek byl uréen pro vyrobu sériového
souvislého pasu mikrotfezl, které byly tvofeny cCtvercovymi nebo obdélnikovymi
plochami (Obr. 5 B). K tomuto fezani byl pouzit rota¢ni mikrotom LEICA RM 2235,
ktery je pro vyrobu téchto mikrofezti dokonale uzpisoben (Obr. 5 A). Mikrotom je

vybaven svéracim stojanem pro uchyceni histologickych kazetek, ktery je rota¢nimi
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pohyby postranni kliky posouvan k ostii krdjeci cepelky. Krajeci ¢epelka opakovanymi
fezy vytvoii souvisly pas mikrofezii urenych k dal§Simu zpracovani. Pozadovana
tloustka mikrofezl se da nastavit kalibracnim oto¢nym koleckem.

Pted konkrétnim vyrabénim mikrofezli byl proveden tzv. proces trimovani, coz je
odstranéni povrchové vrstvy z parafinového blocku, kterd zakryvala plochu mikrovyvrtu.
Trimovani bylo provedeno krajenim na rota¢nim mikrotomu. Takto upravené vzorky byly
pied samotnou vyrobou mikroskopickych fezti ponofeny na 24 hodin do sklenéné
odmérné nadoby naplnéné destilovanou vodou. Odstranénim povrchové vrstvy parafinu
z blo¢kt byly uvolnény poéry mikrovyvrtu, diky kterym do vzorku lépe pronikne voda,
coz zajisti hladkost a pribéZznost naslednych fezi.

Pted vyrobou mikroskopickych fezi byla nastavena pozadovana tloustka 8-10 um
kalibratnim koleckem na rotacnim mikrotomu. Histologickd kazetka parafinového
bloc¢ku byla upevnéna do svéraciho stojanu mikrotomu, tak aby dievni ¢ast mikrovyvrtu
smétovala od kréajeci ¢epelky nahoru a 1ykova ¢ast smérem doli. To¢enim postranni kliky
byla histologicka kazetka posouvana az k ostii krajeci ¢epelky a na ostii ziletky se
postupné (tak jak bylo toceno klikou) vytvaiela fada (pas) po sob¢ jdoucich mikrozezu.
Po kazdém pasu mikrofezi bylo ostii krajeci ¢epelky posunovdno ve sméru jejiho
otupovani. Timto bylo zamezeno deformaci bunéénych stén tupou casti ostii cepelky.
Vytvoteny souvisly pas mikrofezli byl pomoci preparacnich jehel premistén do kadinky
s vlaznou destilovanou vodou, kde doslo k jeho srovnani. Z kadinky byl pas vyjmut
pomocnym podloZnim sklem a nasledné vloZen do elektricky vyhiivané nddoby Leica HI
1210 s vyhtatou destilovanou vodou na teplotu 40 °C. Zde doslo k napnuti a rozprostieni
vrstvy parafinu po celé plose pasu mikrofezli na vodorovné hladiné. Poté byl tento pas
podebran podloZnim sklem a vytaZen z vody. PodloZni sklo bylo (jesté pied vytaZenim
pasu fezll) oznaceno typem vzorku a datem odbéru pomoci specidlniho nesmyvatelného
znackovace, také byla na sklo pomoci sklenéné ty€inky nanesena tenkd vrstva albuminu,
coz je adhezivni smés tvoiena vajeCnym bilkem a glycerinem. Takto vytvoiené preparaty
byly vloZeny do suSarny vyhiaté na 60 °C po dobu jedné hodiny, zejména kviili aktivaci

albuminu.
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Obr. 5: A — Rota¢ni mikrotom LEICA RM 2235, B - detail drzaku mikrotomu s pAsem mikrofezi

4.3.5 Vyroba a barveni trvalych preparati

Vyroba trvalych preparatii spocivala v dehydrataci mikroskopickych fezii, odstranéni
parafinu z buné¢énych stén, obarveni bunécnych struktur mikrotezii pro lepsi orientaci pfi
meéteni vzorkli pod mikroskopem a v posledni fazi byly vzorky ptikryty krycim sklem.

Nejprve byly preparaty vloZzeny do draZkovaného plastového nosice. Nosi¢ byl
postupné vkladan do fady po sobé jdoucich plastovych kontejnert s pfislusnymi
chemickymi latkami na uritou dobu (Obr. 6). Postup plastového nosice touto
ethanolovou fadou je znazornén v Tab. 2.

Tab. 2: Schéma ethanolové fady pfi vyrobé trvalych mikroskopickych preparati

Chemicka latka Koncentrace (%) Doba (min)
Bioclear 100 20
Bioclear 100 20
Ethanol 100 15
Ethanol 100 15

Safranin + Astra blue - 10
Ethanol 100 proplach
Ethanol 100 proplach

V pribéhu této fady doslo v Bioclearu k rozpusténi parafinu v bunéénych sténach
mikrofezu a v ethanolu k jejich dehydrataci. Soucasti ethanolové fady bylo podvojné

barveni bunéfnych struktur, které zvyraziluje kontrast mezi jednotlivymi

28



diferencovanymi zénami mikroskopického fezu. Chemickou latkou Safraninem byly
obarveny lignifikované bunééné stény xylému na ¢ervenou barvu, barvivem Astra blue
byly modie zbaveny nelignifikované bunééné stény xylému, floému a kambia. Posledni
dva kontejnery slouzily pouze k proplachu skel preparatt, které byly celé zbarvené po
pfedchozim barveni.

Po dokonceni ethanolové fady byly preparaty uzavieny pomoci uzaviracitho média a
kryciho skla. Uzaviraci médium — Euparal — bylo kapnuto na podlozni sklo na tii mista
mezi mikrofezy. Kryci sklo bylo umisténo jednou z krat$ich hran na podlozni sklo a druha
hrana kryciho skla byla pomalu pomoci preparacni jehly spousténa na podlozni sklo tak,
aby se uzaviraci médium rozlilo rovnomérné po celé plose skla a nevytvotily se bubliny.
Takto pfikryty vzorek byl poloZen na kovovou desku a rovhnomérné zatizen dvéma
magnety po dobu cca tii dnti pfi pokojové teploté dokud nebylo uzaviraci médium

dostate¢né zatuhlé.

Obr. 6: Kontejnery s piislusnymi chemickymi latkami a Euparal (vpravo)

4.4 Méreni vyrobenych mikroskopickych preparati

Analyza vyhotovenych mikroskopickych preparati byla provedena pomoci
sveételného mikroskopu DM 2000. Mikroskop je vybaven digitdlni kamerou Leica
DFC280, ktera zajistuje ptenos dat do elektronické podoby, diky ¢emuz byl obraz
objektivu pfenesen na monitor pocitace. Na monitoru pocitace byl snimek preparatu na
vetsi ploSe, coz umoziovalo piehlednéjsi a rychlejsi orientaci v analyzované casti
preparatu a také mohl byt snimek naskenovan. Mikroskop je vybaven také polarizaCnim
filtrem, ktery umoznil nastavitelnym prosvicenim bunéénych stén opticky rozpoznat

jednotlivé faze diferenciace bunék pfi radidlnim rastu. Svételné zobrazeni bunéénych
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stén v polarizovaném svétle je dano uspofadanim celul6zovych mikrofobril u bunék s
tvotici se (nebo jiz vytvorenou) sekundéarni st€nou, zatimco u bunék, kde probiha teprve
radialni rozSifovani, neni tento jev pozorovan. Divodem je chybé&jici sekundarni vrstva
bunécné stény.

Z kazdého vyrobeného mikroskopického preparatu byl (za 20 nebo 40 nasobného
zvétSeni mikroskopem) zjisStén pocet bunék vzdy pro jednotlivé faze riistu xylému a to ve
ttech ndhodné vybranych radialnich fadéch, ze kterych se stanovil primérny pocet bunck
urcité faze. Konkrétné se zjisStoval pocet téchto bunék: bunky kambialni zony (CC),
bunky radialniho rozsitovani (E), bunky dozravani typické postupnou tvorbou sekundarni
vrstvy bun&fné stény a lignifikaci bunéénych stén (SW) a buiky zralé s plné
lignifikovanymi sténami, u kterych nastala programovana smrt (MT).

Vsechna data byla postupné zaznamenavana do softwarového programu Microsoft

Excel 2010, kde byla dale zpracovana pro tvorbu grafii a tabulek.

4.5 Statistické vyhodnoceni namérenych dat

Zjisténa data pro jednotlivé faze diferenciace bunék xylému a kambialni aktivity byla
vyhodnocena pomoci softwarového programu Microsoft Excel 2010 a Dell
STATISTICA 12. Celkovy pocet xylémovych bunék vytvofeného letokruhu byl
vyhodnocen pomoci programu Fityk, ve kterém byly zjisténé hodnoty proloZzeny pomoci

Gompertzovy funkce.

Zacatky jednotlivych fazi byly stanoveny datem, kdy se objevila prvni buiikka dané
faze, konce téchto fazi byly stanoveny datem, kdy posledni burika danou zénu opustila.
Pro snadngj$i zpracovani byla konkrétni data odbéru pfevedena do jednoho ciselného
udaje, ktery odpovidal potadi dne v roce (tzv. DOY — Day Of Year).

Zacatky a konce kambidlni aktivity (CC), faze bunék radidlniho rozsitovani (E), faze
bunék dozravajicich (SW), hodnota rozpéti (dana poctem dni) trvani jednotlivych fazi a
také pocty bunék téchto fazi (zastoupeny vybérem poctu bunék ve stejném dni odbéru)
byly pro jednotlivé stromy pievedeny do ptehlednych tabulek v programu Microsoft
Excel 2010. Tyto tabulky byly exportovany do programu STATISTICA 12, kde doslo
K porovnani rozdilti mezi zaznamenanymi hodnotami mladych a starych stromd pomoci
dvouvybérového t-testu pro nezavislé vybéry. Pro lepsi nazornost vysledkii byl v tomto
programu vytvofen graf zndzorfiujici intervaly trvani jednotlivych fazi a v programu
Microsoft Excel 2010 byly vytvofeny bodové grafy srovnymi spojnicemi, které

znéazornovaly rozdil primérného poctu bun¢k mladého a starého stromu v casové linii.
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Dvouvybérovy t-test pro nezavislé vybéry mezi sebou porovnava sttedni hodnoty dvou
vybéri a tyto rozdily vyhodnoti bud’ jako statisticky vyznamné nebo nevyznamné se
spolehlivosti 95 % (hladina vyznamnosti a = 0,05). Soucasti tohoto testu je f-test — test
shody rozptylu, ktery porovnava, zda je rozptyl vybért shodny ¢i nikoliv.

Celkovy pocet xylémovych bun¢k vytvoreného letokruhu byl vyhodnocen pomoci
programu Fityk, ve kterém byly zjisténé prumérné celkové pocty bunék jednotlivych
odbért, zvlast pro mladé a staré stromy, prolozeny modelovu kiivkou pouzitim

Gompertzovy funkce. Gompertzova funkce je definovana nasledujici rovnici:

eB —ct

y=A4-e”
Kde: y — rostouci pocet bun¢k behem jednotlivych tydna
A —horni asymptota maximalniho poc¢tu bunck
B — umisténi parametru na ose x
C — mira zmény parametru
t—den v roce
Gompertzova funkce prokazala Sirokou univerzalnost, da se pouzit u vSech druht
jehli¢nanl pfi zohlednéni rychlosti rlstu i pfirodnich podminek, coz poskytuje vhodné
zobrazeni riistového schématu xylému. Zvysujici se hodnota R? prolozené kiivky a
snizujici se hodnota smérodatné odchylky odhadovanych parametrii zvySuje spolehlivost
modelu (Rossi, 2003).
Pomoci konkrétnich vypocitanych funkci pro jednotlivé stromy byly v programu
Microsoft Excel 2010 vytvoieny modelové kiivky celkovych ptirtstt xylému, které 1épe
charakterizovaly postupny narast poctu tracheid v letokruhu béhem vegeta¢niho obdobi.

Z inflexnich bodu téchto kiivek bylo vypocitano datum maximalni produkce bunék.
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5 VYSLEDKY

5.1 Cinnost kambia
Kambium pozorované v dormantnim stavu 13. biezna 2014 (coz odpovida v potadi

72. dni v roce) u mladych stromi obsahovalo 5-6 bunék, u starych stromi 4-5 bunék.

Zacatek kambialni aktivity byl stanoven datem, kdy se vytvofila prvni burnka
floému. U mladych stromi se prvni buiika objevila 1. dubna (91. den v roce), kdy
prumérna tydenni teplota pted timto datem dosahovala 6,5 °C, pfitom ale nepoklesla pod
1,3 °C a v kambiélni zo6né bylo zjisténo 6 bunék. U stromi starych byla prvni buika
spatfena 12. dubna (tj. o 11 dni pozd&ji nez u stromi mladych) a kambidlni zona
obsahovala 8 bunék. Primérna tydenni teplota pied timto datem vystoupala na 7,8 °C,
zaroven ale nepoklesla pod 2,8 °C. Konec kambialni aktivity nastal u starych stromu 28.
srpna, coz je 0 9 dni dfive nez u stromt mladych. Délka trvani kambialni aktivity byla
v priméru o 20 dni del§i u stromd mladych. Casovy prabéh &innosti kambia pro
jednotlivé stromy jsou znazornény v Tab. 3. Rozdil mezi zjisténymi hodnotami zacatku,
konce i délky trvani kambialni aktivity mezi mladymi a starymi stromy byl statistiky
vyhodnocen jako vyznamny.

Tab. 3: Casovani kambialni aktivity u jednotlivych stromd (pomoci ozna¢eni potadi dnii v roce)

Pocatek kambidlni aktivity Konec kambidlni aktivity Délka

Oznaceni stromu . . trvani
1 2 3 PRUMER 1 2 3 PRUMER

(dny)

M 93 93 86 91 247 | 247 | 254 249 158

S 107 | 100 | 100 102 240 | 240 | 240 240 138

Pribéh dynamiky poctu bunék kambialni aktivity je znazornén na Obr. 7, kde si
muizeme v§imnout, Ze trend vyvinu je u mladych i starych stromt ptiblizn¢ stejny, ale 1isi
se po¢tem bunck. Rozdil poctu bunék mezi mladymi a starymi stromy ve vybranych
datech odbéru (8. 5., 19. 5. a 12. 6.) je staticky vyznamny. Pocet kambialnich bunék
behem vegetacni doby u mladych stromt se pohybuje mezi 6 a 15, u starych stromti mezi
5 a 10 buiikami. V dobé, kdy se vytvofila prvni buiika xylému u mladych i starych strom,
bylo v kambiu naméteno 8 bun¢k. Od 10. dubna (100. den) se pocet bunek u starych i
mladych stroma postupné zvySoval. Nejvétsi pocet bunék byl pozorovdn u stromu
mladych 12. 6. (163. den), kdy dosahoval 15 bun¢k (Obr. 8). U stromu starych nejvyssi

pocet dosahl 10 bunék a byl zaznamenan 5. 6. (156. den), coz je o tyden dfive nez u
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stroml mladych. Od téchto dvou okamzikli pocet bunék v obou ptipadech pozvolné

klesal a ustalil se 14. srpna (226. den) na 5-7 bunkach.
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Obr. 7: Dynamika ¢innosti kambia, CC M — kambialni aktivita mladych stromt, CC S — kambialni
aktivita starych stromui
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Obr. 8: Mlady strom M3 v dobég, kdy kambialni zona obsahovala maximalni poéet bunék (12. 6.), CC —
buitky kambia, E — buiky ve fazi radialniho rozsitovani, SW — buiiky ve fazi dozravani
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5.2 Diferenciace tracheid

Casovy sled jednotlivych fazi diferenciace tracheid je znazornén na Obr. 9, kde
vidime pocatky, konce a délku trvani jednotlivych fazi. Pocty bunék jednotlivych fazi
diferenciace u konkrétnich vzornikovych stromi jsou uvedeny na Obr. 10.

300

280 |
260 + =
240 .
220 1
200 |
180
160 | ]
140 1

120

Doy

100
EM ES SWM SWS MT M MT S

Jednotlivé faze diferenciace bunék

Obr. 9: Casovani jednotlivych fazi diferenciace tracheid, E — faze radialniho rozsifovani, SW — faze
dozravani, MT — faze zralych bungk, S — staré stromy (cerven¢), M — mladé stromy (zelen¢)
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Obr. 10: Faze diferenciace tracheid jednotlivych stromu, E — faze radialniho rozsifovani,
SW — faze dozravani, MT — faze zralych bunék, TOTAL — celkovy pocet bun¢k
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5.2.1 Faze radidlniho rozsifovani bunék

Faze radialniho rozsifovani jednotlivych vrstev bunék zapocala u mladych stromu
29. dubna (119. den), kdy primeérna tydenni teplota dosahovala 11,8 °C. U starych stromi
se prvni radidlné rozsifena bunka xylému objevila o 11 dni pozdéji, tedy 10. kvétna (130.
den), kdy primérna tydenni teplota dosahovala 8,1 °C. Tvorba bun¢k v této fazi skoncila
u mladych stromt 18. zaii (261. den) a u starych stromt 4. zati (247. den). Z ¢ehoz
vyplyva, ze délka trvani faze radidlniho rozsifovani bun¢k byla u mladych stromt o 25
dni delsi oproti stromtm starym (Tab. 4). Rozdily mezi po¢atkem, koncem a délkou trvani
mezi mladymi a starymi stromy byl vyhodnocen jako statisticky vyznamny.

Tab. 4: Casovani faze radialniho rozsifovani bunék u jednotlivych stromi

Pocatek radidlniho rozdirovani | Konec radidlniho roz&ifovani Délka
Oznaceni stromu . . . . trvani
1 2 3 PRUMER 1 2 3 PRUMER d
(dny)
M 121 | 114 | 121 119 254 | 268 | 261 261 142
S 135 | 121 | 135 130 247 | 247 | 247 247 117

Rozdil dynamiky poctu bunék ve fazi radidlniho rozSifovani mezi mladymi a
starymi stromy béhem sledovaného obdobi je patrny z Obr. 11. Narist poctu bunék byl
rychlejsi u mladych stromu, kde se nevyssi pocet bunék, tj. 5, vytvotil 22. kvétna (142.
den), u starych stromt se tento pocet bunck objevil o tyden pozdéji — 27. kvétna. Radialné
roz§ifené bunky jsou zobrazeny na Obr. 12. Po dosazeni tohoto maxima, se pocet u
mladych i starych stromi do 26. ¢ervna (177. den) snizoval. Po sniZeni, kolisal mezi 2—3
buitkami u mladych stromi do 4. zafi (247. den) a u starych stromt do 28. srpna (240.
den).
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Obr. 11: Pocet bunék ve fazi radialniho rozsitovani béhem vegetaéniho obdobi, E M — radidlng rozsitené
buiky mladych stromt, E S — radialn¢ rozsifené buiky starych stromi
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Obr. 12: Mlady strom M3 v dobég, kdy byl vytvotreno nejvice radialné rozsifenych bunék (29. kvétna), CC
— bunky kambia, E — buiiky ve fazi radialniho rozsifovani, SW — bunky ve fazi dozravani, MT — zralé
buiky
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5.2.2 Faze dozravani bunék

Druhé faze diferenciace bun¢k — dozravani — pfi které dochéazi k tvorbé sekundarni
bunécné stény, nastala u mladych stromt 15. kvétna (135. den) a u stromi starych 29.
kvétna (149. den), coz je o 14 dni pozdéji a tento rozdil je statisticky vyznamny.
Ukonceni této faze prob&hlo u mladych stromt 14. fijna (287. den) a u starych stromi o
pét dni diive. Rozdil ukonceni faze dozravani bunck nema statisticky vyznam, rozdil
délky trvani faze dozravani mezi mladymi a starymi stromy byl taktéz vyhodnocen jako
statisticky nevyznamny. Pocatky a konce této faze diferenciace pro jednotlivé stromy jsou
uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: Casovani faze dozravani pro jednotlivé stromy

Pocatek dozravani Konec dozravani Délka
Oznaceni stromu . . . . trvani
1 2 3 PRUMER 1 2 3 PRUMER
(dny)
M 135 | 135 | 135 135 282 | 289 | 289 287 152
S 156 | 149 | 142 149 268 | 289 | 289 282 133

Z Obr. 13 vidime, Ze vyvoj poctu dozravajicich bun¢k ma stejny trend, ale mladsi
stromy mély rychlejsi vzrist poctu bun€k na pocatku a také jejich kiivka na konci
sledovaného obdobi méla strméjsi charakter nez kiivka stromt starych. Nejvétsi pocet
naméfenych dozravajicich bunck byl 17, dosdhly ho stromy mladé 5. Cervna (156. den).
Star¢ stromy v tomto datu odbéru obsahovaly pouze 6 dozravajicich bunck. Stromy staré
dosahly maximalniho poctu 14 bunék 3. cervence (184. den), kdy zarovei stejny pocet

vykazovaly i stromy mladé (Obr. 14).
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Obr. 13: Pocet bunék ve fazi dozravani, SW M — dozravajici butiky mladych stromi, SW M —
dozravajici buiiky starych stromi
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Obr. 14: Stary strom S2 v dobé&, kdy vykazoval nejvétsi pocet bunék ve fazi dozravani (3. ¢ervence), CC —
buiky kambia, E — bunky ve fazi radidlniho rozsifovani, SW — buiiky ve fazi dozravani, MT — zralé
buiky

5.2.3 Faze zralych bunék

Prvni pln¢ diferencované bunky byly naméteny 31. kvétna (151. den) u mladych
stromu. U starych strom se objevily 0 12 dni pozdéji, tedy 12. ¢ervna (163. den). Pocatek
vytvoreni zralych bunék pro jednotlivé vzornikové stromy je uveden v Tab. 6. Den, kdy
byly vSechny builky v nové vytvofeném letokruhu pouze ve fazi zralych bunck, byl u
mladych stromil zjistén 14. fijna (287. den), u stromu starych 9. fijna (282. den).

Tab. 6: Pocgatek tvorby zralych bunék u jednotlivych stromi

L. Pocatek tvorby zralych bunék
Oznaceni stromu T
1 2 3 PRUMER
M 156 149 149 151
S 163 163 163 163

Kiivky mladych 1 starych stromd, které zobrazuji pocet plné¢ diferencovanych
bunék, maji rostouci prabéh (Obr. 15). U mladych stromii pozorujeme vétsi pocet bunék
s vétsi tendenci oscilace v prib&hu vegetacniho obdobi. Oproti tomu, staré stromy
obsahuji méné bunék, ale za to je jejich pocet béhem vegetacni sezony stabilnéjsi.
Nejveétsi pocet zralych bunék mladych stromt dosahoval poctu 70 bun€k a byl pozorovan
25. zaf1 (268. den). Maximalni pocet zralych bunék starych stromt byl 39 bun¢k, méten
6. listopadu (310. den). Na konci vegetacniho obdobi se pocet bunck ustélil u mladych
stromi na 50—60 bungk, u starych stromd na 30—40 bun¢k. Zralé buiiky jsou zobrazeny
na Obr. 16.
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Obr. 15: Podet zralych bunék béhem vegetaéniho obdobi, MT M — zralé buiiky mladych stromi, MT S —

zralé bunky starych stromi
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Obr. 16: Mlady strom M1 (31. gervence), CC — buriky kambia, E — buiiky ve fazi radialniho rozsitovani,

SW — bunky ve fazi dozravani, MT — zralé bunky
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5.3 Celkovy pocet tracheid

Celkovy pocet tracheid, stanoveny pomoci Gompertzovy funkce, u mladych stromt
dosahl poctu 59, kdezto u stromt starych byl pocet tracheid stanoven o 25 bunék nizsi
(vytvorily 34 tracheid). Mladé stromy dosdhly maximalni produkce bunék 3. ¢ervna (154.
den), kdy vytvofily za den 0,80 buiiky. Staré¢ stromy dosédhly maximalni produkce bunék
0 4 dny pozdéji (tj. 7. Cervna, 158. den), kdy vytvofily 0,44 bunky, coz je skoro o polovinu
méné nez u stromt mladych. Prabéh ristu charakterizovany pomoci Gompertzovy funkce
pro mladé a star¢ stromy je znazornén na Obr. 17 a Obr. 18, kde jsou také vyobrazeny
pocty bunék vytvorené za jeden tyden.

Rovnice pro jednotlivé stromy, které byly pouzity v Gompertzové funkci, jsou
uvedeny v Tab. 7. Skutecny pocet tracheid, prubéh radidlniho pfirtstu
charakterizovaného pomoci Gompertzovy funkce a pocet bun¢k vyprodukovanych za
tyden jsou pro jednotlivé stromy vyobrazeny na Obr. 19.

Tab. 7: Rovnice Gompertzovy funkce pro jednotlivé stromy

Stromy Gompertzova funkce
M1 y = 48,6042 - g—e¥ 0% T 00Re
M2 y = 58,1945 - g ¢ 00T
M3 y = 70,6351 - g€* 11 T 00T
M PRUMER y = 59,7429 - o —e 504689 ~0.036486 ¢
> y = 27,7919 . €™ 700
> Y = 40,4843 . = OO
>3 y = 33,6372 . g€ 0% 00T
S PRUMER y = 34,7638 - o~ 556416~ 0035066 ¢
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Obr. 17: Celkovy pramérny pocet bunék mladych stromi prolozeny kifivkou Gompertzovy funkce
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Obr. 18: Celkovy pramérny pocet bunék starych stromi prolozeny kiivkou Gompertzovy funkce
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Obr. 19: Celkovy pocet bunék prolozeny kiivkou Gompertzovy funkce pro jednotlivé stromy
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6 DISKUSE

6.1 Cinnost kambia

Kambium pozorované v dormantim stavu na Lokalité Rajec-Némcice v roce 2014
obsahovalo u mladych stromti 5-6 bunék, u starych stromt 4-5 bunék. Tento pocet se
shoduje s Gryc et al. (2011), ktery udava, ze na stejné lokalité v roce 2009 obsahovalo
kambium smrku ztepilého 3—6 bun¢k a kambium mladych stromti obsahovalo praimérné
5,3 bun¢k (Vavrcik et al., 2013), kdezto Gricar (2007) pozorovala na lokalité Pokljuka
v roce 2003 kambium obsahujici 67 vrstev bunék a Li et al. (2012) pozoroval na
Tibetské plosing u Abies smithi 6-8 bun¢k kambia v dormanci. Rossi et al. (2008) zjistil,
ze na vSech zkoumanych stromech (modfin, borovice a smrk ztepily) odliSného veku
kambium obsahovalo 5-6 bun¢k. Vzhledem k tomu, Ze pocet bunék dormantniho kambia
zavisi na mnoha faktorech jako je: druh dfeviny, ¢ast stromu, vitalita, ristovy potencial
atd. (Larson, 1994), tak rozdily po¢tu bunék uvedenych autory nejsou tak velké. Z toho
srovnani s literaturou lze usoudit, ze vék pravdépodobné nema vliv na pocet bunck

kambia mimo vegeta¢ni obdobi.

Stanovit pocatek aktivace kambia s pfesnosti na jeden den je téméf nemozné
(Philipson et al., 1971), zejména proto, ze vzorky byly odebirany v tydennich intervalech
a také proto, ze bunétné procesy, které vedou k rozdéleni bunky a davaji tak vznik prvnim
bunkdm floému, mohou probihat i nékolik dnl. Kambidlni aktivita v Rajci-Némcice
v roce 2014 zacala u mladych stromd pocatkem dubna a u starych stromt o necelé dva
tydny pozdéji, kdy se vytvorila prvni bunka floému. Primérna teplota se v této dobé
pohybovala kolem 6-8 °C. Prvni buiiku xylému, ale kambium oddélilo u mladych stromti
koncem dubna a u starych stromt o dva tydny pozdéji. Také v roce 2009 byly prvni buniky
xylému na téz lokalité¢ pozorovany v druhé poloviné dubna (Gryc et al., 2011), kdy u
mladych stromil se objevila prvni buiika xylému 16. dubna a u starych stromi 30. dubna
(Vavrcik et al., 2013; Vichrova et al., 2013). Gricar (2007) také spatiila prvni bunky
xylému koncem dubna. Devitileté pozorovani sezéonnosti kambia a jeho produkce bunék
Giagli et al. (2016) na smrku ztepilém v CR ukazalo, Ze po vét§inu pozorovanych let
kambium zacalo produkovat buiiky pocatkem kvétna. Coz se shoduje s tvrzenim Gryce
et al. (2012), kdy v roce 2010 na lokalit¢ Rajec-Némcice kambialni aktivita zacala 7.
kvétna. Rossi et al. (2008) ve své praci udava, ze kambialni aktivita u smrku ztepilého,
Vv alpinském vegeta¢nim stupni, nastala u mladsich stromi v polovin€ kvétna a u stromt

starSich o 2-3 tydny pozdé&ji — tento rozdil oproti pfedchozim autorim je zplsoben
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mnohem vyss§i nadmotskou vyskou — a také délka kambialni aktivity byla 0 15-30 % delsi
u mladsich stromii. Délka kambidlni aktivity na lokalité R4jec-Némcice byla u mladych
stromu ptiblizné 5 mésict a u starych stromu byla o 20 dni krat$i. Rozdilnost pocatku
tvorby xylému a délky trvani kambidlni aktivity u mladych a starych stromil, kdy byl

vvvvvv

také Li et al. (2012) a Vieira et al. (2009).

Co se tyce pramérné denni teploty potiebné pro aktivaci kambia, tak Gricar (2007)
udava 5 °C v 350 m n. m., Rossi et al. (2007) zase uvadi, ze ve vyssich polohach se
kambium jehli¢natych dfevin aktivuje pii 5,6-8,5 °C.

Pocet kambidlnich bunék byl velice variabilni a béhem vegetacniho obdobi se
meénil. Pocet bunék se od 10. dubna postupné zvySoval a nejvétsiho poctu dosahl u
mladych stromt 12. ¢ervna s poctem 15 bunék, u stromil starych o tyden diive s poctem
10 bunék. Nasledné se pocet bunék snizoval. Tento trend vyvinu se shoduje s Gryc et al.
(2011). Vavrcik et al. (2013) uvadi, ze mladé stromy doséhly v roce 2009 nejvyssiho
pocétu — 12,3 — v Cervnu. To potvrzuje i Giagli et al. (2016), ktera uvadi, Zze maximalni
produkce bun¢k byla od 8. ¢ervna do 6. Cervence, avSak se mezi sebou jednotlivé roky
pozorovani lisily az o 3 tydny. Gri€ar (2007) také pozorovala nejvyssi pocet bunck od 9.
do 20. Cervna s poctem 14 bunék, ale Li et al. (2012) napocitala na Abies smithi
maximalné 10 bun¢k, coz odpovida v nasem piid¢ starym stromam.

V naSem ptipad¢ bylo celkové pozorovano v dobé kambidlni aktivity primérné o 2
kambialni bunky vic u mladych stromi nez u stromu starych, coz mize byt zptisobeno
vEtsi schopnosti adaptace mladsich stromi a jejich mensi citlivosti na zmény prirodnich
podminek. To potvrzuje Schweingruber (1990), ktery tvrdi, Ze mladé kambium (at’ uz na
vrcholu starych stroml nebo na bazi mladych stromi) vykazuje méné zmén a je méné
citlivé nez ve vyssim veku.

6.2 Diferenciace tracheid

Tak jako pocatek kambidlni aktivity, tak ani zacatek jednotlivych fazi diferenciace
tracheid nejsme schopni urcit s piesnosti na jeden den, nejen pro to, ze vzorky byly
odebirany v tydennich intervalech, dalSim divodem je to, Ze jednotlivé faze mohou
probihat spolu soucasn€. Navic pribéh jednotlivych fazi se miize li§it na stejném
stanovisti a i po obvodu jednoho kmene (Larson, 1994).

Prvni xylémova, radidlné rozsifend, buiika se objevila 30. dubna a to u mladych

stromd, u starych stromti az o 2 tydny pozdéji. Dvoutydenni rozdil mezi ndstupem faze
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radidlniho rozSifovani mladymi a mezi starymi stromy pozoroval také Vavrcik et al.
(2013), Rossi et al. (2008) pozoroval rozdil o 7-17 dni a Li et al. (2012) az o 21 dni.
Nejvetsi produkce bun€k této faze (tzn. 5 bunék) nastala u mladych stromi o tyden diive
nez u stromi starych a to 22. kvétna. V roce 2009 Gryc et al. (2011) spatfil maximalni
pocet bunék (6) koncem cervna a Vavrcik et al. (2013) ten samy rok pozoroval u mladych
stromd maximum (6,3) uprostfed ¢ervna. Konec faze radialniho rozsifovani byl ukoncen
u mladych stromti 18. zafi, zatimco u starych stromt o dva tydny diive. To vyvraci
tvrzeni Li et al. (2012), ktera tvrdi, Ze rozdil ukonceni této faze mezi mladymi a starymi

stromy nebyl vyznamny.

Sekundarni bunééna sténa se zacala tvofit 2 tydny po objeveni prvnich xylémovych
bunck v daném véku, jak u mladych, tak starych stromt. Gryc et al. (2011) i Vavrcik et
al. (2013) spatfili tvofici se sekundarni bunécnou sténu v roce 2009 po 3 tydnech od
pocatku tvorby xylémovych bunék. Tento tydenni rozdil mize byt zplisoben rozdilnymi
teplotami a pudni vlhkosti v danych letech. Li et al. (2012) potvrzuje, Ze faze dozravani
se objevila u mladych strom o 1-2 tydny dfive nez u stromt starych a konec dozravani
byl stanoven na prelom zafi a fijna bez rozdilu véku. Coz koresponduje s nasimi vysledky,
kdy konec této faze nastal u mladych 1 starych stromt pfiblizné€ ve stejnou dobu a to
V polovinég fijna.

Prvni plné lignifikovana burika byla spatfena u mladych stromil na konci kvétna a
u stromu starych v poloviné kvétna. Gryc e al. (2011) pozoroval prvni vyzralou bunku
xylému az 11. ¢ervna, coZ ale vzhledem k opoZdéni néastupu vSech fazi oproti naSemu
pozorovani, neni tak velky rozdil. Mladé stromy mély vSechny bunky lignifikovany 14.
fijna a staré o pét dni diive. To souhlasi se zjisténim Rossiho et al. (2008), ktery pozoroval

konec xylogeneze v fijnu a dfive u starSich stromu.

Pocet bunck nové vytvotfeného letokruhu béhem vegetacniho obdobi hodné
osciloval, kvili odbérim uskuteCiovanym z jinych c¢asti kmene, proto musel byt
modelové vyrovnan pomoci Gompertzovy funkce. Z inflexniho bodu kiivky se dalo
vypocitat datum maximalni produkce bunék. U mladych strom byla maximalni
produkce bunék 3. Cervna, kdy byl denni pfiriist 0,8 buiiky, u starych stromil o 4 dny
pozdé&ji s prirastem 0,44 buiky za den. Vavrcik et al. (2013) uvadi, ze mladé stromy
doséahly produkce v €ervenci s dennim pfirtistem 0,79 buiiky. Primérny celkovy pocet
bunék byl po vyrovnani pomoci Gompertzovy funkce u mladych stromd 59, u stromi

starych 35, tj. 0 42 % méné. Rozdil v poctu bunck mezi mladymi a starymi stromy
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zaznamenala také Li et al. (2012), kde mladé stromy tvorily o 50 % vice bun€k, Rossi et
al. (2008) o 30-60 %, dale také Hozova (2012) a Vichrova et al. (2013), které ovSem
neudéavaji miru rozdilu. Autofi se také shoduji na tom, Ze vyvin probihal ve stejném
trendu, ale lisil se v naCasovani jednotlivych fazi a také tempo produkce bunék bylo vyssi
u stromt mladych (Li et al., 2012; Rossi et al., 2008; Vieira et al., 2009; Vichrova et al.,
2013; Hozova, 2012). Divodd, pro¢ mladé stromy tvofi vice bunék, mize byt hned
nekolik. Prvnim z nich je podle Lysého & Jirt (1961) fakt, Ze kulminace tloustkového
rustu u smrku ztepilého se dostavuje v 50 letech a mladé stromy, které byly predmétem
analyzy, se nachazi v 48 letém porostu. Dal$im divodem muze byt to, Ze star$i stromy
maji, o proti mladym, vétsi obvod kmene, tim padem musi mit i vétsi pocet bunék po jeho
obvodu a nemohou tak vytvofit stejny pocet vrstev novych bunék jako stromy mladé, i
kdyz celkovy objem nové vytvofeného xylému miize byt stejny u mladych i starych
stromd. Rozdil mtize byt dan také odliSnym mikroklimatem porosti, protoze maji
odli$nou prostorovou strukturu. Mladsi porost je mnohem vice zapojen a udrzi si tak vyssi
vlhkost vzduchu a i teplota zde muze byt o n€kolik stupnu nizsi, ale na druhou stranu se
pfi pfichodu srdzek muze VeEtsi podil zachytit intercepei a jen malo vody se infiltruje do
pudy. Dalsi divod mize byt ten, Ze mladé stromy jsou vice adaptabilni na podminky
prostiedi a klimatu, takze napt. v ¢ervnu, kdy se primérna denni teplota pohybovala
kolem 18 °C a zaroven bylo nedostatek srazek (kolem 30 mm), staré stromy nedokazaly
vyprodukovat vét§si mnozstvi bun€k. Znacné rozdily v celkovém poctu bunék byly
pozorovany 1 mezi jedinci stejného véku. Tyto rozdily mohly byt zpisobeny odliSnou
vitalitou jedinct, zdravotnim stavem, genovym fondem, postavenim v porostu (plocha

osvétlené koruny), konkurenci okolnich dievin atd.
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo porovnat dynamiku radidlniho rtstu xylému mezi dvéma
porosty odlisného veku.

Kambium v dormantnim stavu obsahovalo 4-6 bunék bez vyznamného rozdilu mezi
mladymi a starymi stromy. Kambium zacalo byt aktivni u mladych stromii pocatkem
dubna, u starych stromti o 11 dni pozdé&ji. Kambialni aktivita trvala cca 5 mésict a u
stromi starych byla o 20 dni krat$i. Pocet kambidlnich bunék byl béhem vegetacniho
obdobi velice variabilni, avSak mladé stromy obsahovaly v priméru vice bun¢k nez
stromy staré. Tyto udaje se viceméné shoduji s jinymi studiemi zaméefenymi na tohle
téma.

Trend diferenciace tracheid xylému byl u obou vékovych kategorii stejny, ale u
stromt starych byl pocatek jednotlivych fazi diferenciace opozdén o 11-14 dni oproti
stromiim mladym a také tempo produkce bylo vys$si u mladych stromt. Prvni xylémova
buika ve fazi radialniho rozsifovani byla spatfena na konci dubna, o 16 dni pozdéji se
prvné objevily buiiky ve fazi dozravani a koncem mésice kvétna jsme pozorovali prvni
pln¢ zralé¢ bunky xylému. Po vyrovnani hodnot pomoci Gompertzovy funkce byl
primérny celkovy pfirdst u mladych stromi 59 bun¢k a u stromt starych to bylo 0 42 %
méné (tedy pouze 34 bunck).

Tento vyzkum je prozatim stale ve vyvoji, protoze nemtizeme vyvodit zavéry a hned
navrhnout praktické opatfeni pouze z jednoletého pozorovani, kvuli kazdorocné se
meénicim vngj§im faktorim ovlivigjicich rast. V budoucnu by mohlo pozorovani
dynamiky radidlniho ristu jednoho druhu dfeviny na urcitém stanovisti Vv prubchu
nékolika desetileti vést ke zméné a nacasovani péstebnich opatieni, které¢ by dokéazaly
zkvalitnit vytvaiejici se dfevni hmotu a dokazaly by zvysit stabilitu i odolnost daného
porostu. Poznatky zjisténé z pozorovani radidlniho ristu téchto jedinci v rdmci
vegetatniho obdobi by mohly vést k tipravé nacasovani konkrétnich péstebnich i
hospodaiskych opatteni a uprave tézebnich technologii. Pozorovani sekundarniho riistu
ruznych ekotypl jednoho druhu dieviny na urcitych stanovistich by mohlo pozménit

hranice oblasti provenienci pro pfenos reprodukéniho materialu.
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8 SUMMARY

Analysis of xylem formation in the stands of different ages was realized in research
area in Rajec-Némcice in Drahany Highlands. The main objective was to compare the
growth dynamics between young and old trees during the growing season 2014. Samples
were taken at weekly intervals by means of Trephor tool. For these samples (microcores)
were made the micro-incisions with using the method impregnation microcores paraffin
and slicing on rotary microtome. The micro-incisions were stained using double staining
method and they were covered with glass cover using Euparal. On these microscopic
preparations, we counted cambial cells and cells each phase of development always in
three radial lines. The data of total number of cells were fit with Gompertz function. The

results were compared with studies with the same focus.

As the results showed variations were observed between young and old trees.
Cambial activity of young trees started in early April, in the case of old trees it was about
11 days later. Cambial activity of old trees was 20 days shorter than in case of young trees
and the number of cambial cells of old trees was smaller than young trees.

Trend of xylem cell development was the same for both age groups, but in old trees
the beginning of differentiation was shifted by 11-14 days later. First xylem cell in phase
radial expansion was seen in the end of April. Production rate of cells was higher in young
trees. Total number of cells of newly formed annual ring was in young trees 59 cells and

in old trees 34 cells.
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