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SOUHRN

Brassinosteroidy (BRs) jsou rostlinné steroidni hormony, které mohou mit za urcitych
podminek pozitivni vliv na rast a vyvoj rostlin a byly oznaceny jako v potadi jiz Sestd skupina
rostlinnych hormont. Piirodni brassinolid byl poprvé izolovan z pylu fepky olejky (Brassica
napus L.). V sou€asné dob¢ se vyrab¢ji predevsSim synteticky a jsou tcinné pii velmi malych
koncentracich. V nékolika studiich byl prokazan jejich pozitivni vliv na rust, kveteni, kliceni
a prekondvani stresovych podminek u riiznych druh rostlin.

Dosavadni védecké studie, zabyvajici se vlivem brassinosteroidii na rostliny byly
aplikovany predev§im na zeméd€lské plodiny. Vyzkum v oblasti lesntho semenafstvi a
Skolkatstvi doneddvna témét zcela chybél. V Ceské republice se vyuZitim brassinosteroidi
v lesnictvi zacala v neddvné dob¢ zabyvat i Katedra péstovani lestt Fakulty lesnické
a dievaiské CZU v Praze.

Cilem této diplomové prace je vypracovani literarni reSerSe na téma brassinosteroidy
a shrnout dosavadni vyzkum jejich vlivu na rostliny. Dal$i ¢4st je vénovdna vlivu
brassinosteroidii na kliceni semen borovice lesni (Pinus sylvestris) v béZnych podminkach
av podminkach stresovych.

Vysledky praktické studie ukazuji, Ze brassinosteroidy maji kladny vliv na kliceni
semen borovice v béZznych podminkdch, kdy semena oSetfend v BRs roztoku vykazuji
mnohem vyssi kliivost, neZ semena v kontrolnich vzorcich. Pozitivni vliv se u semen
borovice lesni neprojevil pfi stresu zptisobeném zvySenou teplotou prostiedi. V oblasti lesniho
Skolkafstvi ve stfedoevropskych podminkach nebyl v dosavadnich vyzkumech zjiStén

prokazatelné pozitivni vliv BRs na sadebni material.

Klicova slova: brassinosteroidy, borovice, kli¢eni, semena, stres



ABSTRACT

Brassinosteroids (BRs) are a class of polyhydroxysteroids that have been recognized
as a sixth class of plant hormones. In specific conditions BRs can positively influence the
plant growth and development. The first isolated brassinosteroid was natural Brassinolide
from rapeseed (Brassica napus L.). Recently BRs are extracted primarily synthetically; they
are effective even in very low concentrations. Several studies of different plant species show
positive influence of BRs on growth, flowering, germination and resistance to stress factors.

Existing scientific studies that deal with BRs impact on plants were predominantly
applied on agricultural crops. Until presence, the similar research in forest seed treatment and
forest nursery was almost missing. In the Czech Republic the Department of Silviculture of
the Faculty of Forestry and Wood Sciences of the Czech University of Life Sciences Prague
newly started to deal with the use of BRs in forestry.

The aim of this master thesis is to elaborate literature review on BRs and to summarize
existing research of their impact on plants. Second part of the thesis solves influence of BRs
on Scots pine (Pinus silvestris) seeds germination. Tests are performed in normal and in stress
conditions.

Results of the practical part show that BRs affect positively seed germination in
normal conditions; seeds treated with BRs show higher germination rate than control seeds.
Positive impact was not registered when the seeds were exposed to stress factor — heat. Any
research paper showing significant positive influence on forest seedlings in Central European

conditions was not published yet.

Keywords: brassinosteroids, pine, germination, seeds, stress
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1 Uvod

Trendem dneSni doby je neustdlé zvySovani vyroby a produkce ve vSech oborech
a odvétvich. Nejinak je tomu 1 v zemédé€lstvi a lesnictvi, kde jsou neustdle vyvijeny nové
metody a postupy pro dosazeni vysSich vynost plodin ¢i vySsi produkce dievni hmoty.
Bohuzel jsou tyto snahy né¢kdy na ukor kvality produkti a mohou byt Skodlivé i pro Zivotni
prostiedi.

Problematika je totiZ Casto feSena hnojenim umélymi hnojivy, zvySovanim jejich
davek a koncentraci. Organickd hnojiva jsou pouzivana ¢im dal mén¢, disledkem neustdlého
snizovani stavii hospodaiskych zvifat v chovech. Tim jsou neustdle zhorSovany vlastnosti
pudy a jeji drodnost. V lesnictvi nastésti nejsou tyto zmény tak patrné, jako v zemédélské
vyrobg.

Rostlinnymi steroidy, podporujicimi urcité vlastnosti rostlin za specifickych
podminek, se lesnicky vyzkum zabyval zatim pouze sporadicky. Tyto fytohormony vsSak
muZou pozitivné ovlivnit budouci sméry zejména v lesnim Skolkafstvi. Mohou ovliviiovat
produkci biomasy, jako naptiklad riist kofend, prodlouzZeni stonku a kliceni semen, ale hlavné
mohou (alespont podle studii ze zeméd€lstvi) rostliny chranit pied urcitymi stresovymi
situacemi.

Ochrana pted rliznymi stresy je asi hlavnim divodem pro testovani jedné ze skupin
rostlinnych hormoni, tzv. brassinosteroidii (didle jen BRs). Tyto rostlinné hormony jsou
v rizném mnoZstvi obsazeny ve vSech rostlindch a jejich ¢astech a jsou pro rostliny velmi
prospésné. Existuji studie ukazujici schopnost BRs uchrénit rostlinu pfed stresy, jako je
sucho, zamokieni, vysoké a nizké teploty, zatéZ v podob¢é soli a tézkych kovil, pouziti
pesticidll ¢i napadenf rostlin patogeny.

Tyto fytohormony byly zkoumdny vétSinou zatim jen na zemédélskych plodinach, na
kterych jiz bylo provedeno mnoho vyzkumu s riznymi, at’ uZ kladnymi, nulovymi, nebo
zdpornymi vysledky. V lesnictvi se tato problematika feSila pouze okrajové a v CR vyzkum
uplatnéni BRs v lesnictvi do neddvné doby prakticky chybél.

Brassinosteroidy tedy piedstavuji, at’ uz pro lesnicky provoz, nebo lesnicky vyzkum,
urcitou vyzvu do budoucna. Je zZddouci se jimi ddle a podrobné&ji zabyvat a provést vyzkum
jejich vlivu na veskerou moznou problematiku v lesnictvi, zejména v semendistvi, Skolkatstvi

a zakladanf lesnich porostt.



2 Cile prace

1.

Zjistit potencidl vyuZiti brassinosteroidd v lesnim hospodéistvi, a to zejména
v oblasti semenéistvi, Skolkafstvi a pti zakladani lesnich porostt.

Vypracovat stru¢nou literarni reSerSi tykajici se brassinosteroidl, tato ¢ast bude
vénovana dosavadnim vysledkim vyzkumu od rGznych autort, na rGznych
rostlinéch.

Posoudit ucinky brassinosteroidii na kliceni osiva borovice lesni (Pinus sylvestris)
v optimdlnich podminkéch kultivace a v podminkéch stresu vyvolaného vysokou

teplotou.



3 Rozbor problematiky

3.1 Brassinosteroidy
3.1.1 Uvod

Brassinosteroidy (BRs) jsou rostlinné steroidni hormony, které mohou mit za urcitych
podminek pozitivni vliv na rist a vyvoj rostlin. Brassinosteroidy jsou tfida
polyhydroxysteroidd, které byly zafazeny jako v pofadi jiz Sestd skupina rostlinnych
hormont. Brassinosteroidy byly pojmenovany podle tfepky olejky (Brassica napus L.),
z jejihoZ pylu byly poprvé izolovany (Hradecka et al., 2009).

BRs jsou tucinné jiz ptfi malych koncentracich (10-8 — 10-11 M), pozitivné ovliviuji
rostlinny rust a kveteni, podporuji kliceni a pomahaji rostlinim piekondvat stresové podminky
(Klecdkova, 2012).

Byly objeveny roku 1970, kdyZ John W. Mitchall a jeho kolegové zjistili, Ze extrakt
z pylu fepky olejky (Brassica napus), ma podpturny vliv na elongaci stonku a déleni bunék
rostlin (Mitchall et al., 1970). BRs byly nalezeny i1 v zeleném ¢aji, borovici, fazoli, halkach
kaStanu a Cetnych dalSich rostlindch a jsou pfitomny i1 v medu (Hradeckd et al., 2009).
Brassinosteroidy rozdé&lujeme na pfirodni, které se oznaCuji jako brassinolidy (BL)
a syntetické brassinosteroidy (BRs), které jsou ptipravovany uméle v laboratofi. Pod pojmem
brassinosteroidy vSak byvaji v literatuie casto oznaCovany 1 brassinolidy pfipravené
v laboratofi (Hradecka et al., 2009).

Strukturné jsou piibuzné zvifecim a hmyzim steroidnim hormonlim, jsou tiidou
rostlinnych polyhydroxysteroidl, které jsou vSudypiitomné distribuovany v rostlinné fisi
(Krishna, 2003). I kdyZ bylo v roce 1970 a 1980 dobfe zdokumentovano, které BRs miizou
vyvolat Siroké spektrum bunécnych odpovédi, jako je napiiklad prodlouzeni stonku, rast
pylové lacky, xylemové diferenciace, epinastie listl, kofenti a inhibice (Clouse, Sasse, 1998;
Mandava, 1988), stdle byl nedostatek definitivnich dikazt, které by hrédly kliCcovou roli
vrustu a vyvoji rostlin. Li et al., (1996) a Szekeres et al., (1996) vyvolali velky zdjem
v rozvoji a zkouméani BRs. BRs maji kliCovou roli ve vyvoji rostlin a jsou uznavany jako
fytohormony (Clouse, Sasse, 1998; Li, Chory, 1999; Miissig, Altmann, 1999). Stile ale vime
jen malo o signdlnich drahdch a generegulaci vlastnosti BRs, i kdyZ byly identifikovany
n¢které kritické komponenty signdlnich drah (Clouse, 2002; Peng, Li, 2003).

Pred rokem 1996 bylo zaznamendno nckolik pfedbéZnych studii, které uvadéji, ze

oSetfeni rostlin BRs zvySuje resistenci rostlin na rtizné napéti v oblasti Zivotniho prostfedi



(Ikekawa, Zhao, 1991; Kamuro, Takatsuto, 1991). Takové pozorovani vyvolalo velky zdjem
na rozvoji BR pro vyuZziti v zemédé€lstvi, ale vysledky obvykle provazeji doprovodné
problémy, jako je Spatnd reprodukovatelnost a¢innosti BRs (Krishna, 2003).

V soucasné dobé BRs ztistavaji jako slibné slouceniny, u kterych pravdépodobné¢ jesté
nenastalo dostatecné uplatnéni jejich potencidlu. Stejné jako v uloze BRs ve vyvoji rostlin,
jsou zapotiebi konecné genetické a biochemické diikazy, schopnosti BRs modulovat reakce
na stres rostlin pfedtim, neZ budou moci byt BRs obecné pouzity v bézném komercnim
zemedélstvi. Nekteré nové poznatky na zdkladé molekuldrnich a biochemickych postupti
poskytly presvédCivé dikazy v tomto sméru. Ackoli studium tohoto aspektu BRs bylo na
prelomu tisicileti jest¢ v zacdtcich, hodnoceni jiZ v tu dobu pfindSelo dlikazy pro signifikantni

ucinky BRs na toleranci rostlin ke stresu (Krishna, 2003).

3.1.2 Chemické sloZeni brassinosteroidu

Brasssinosteroidy (brassinolidy) jsou polyhydroxylovany derivét 5a - cholestan, a sice
(22R, 23R, 24S5)- 2a, 30, 22, 23 - tetrahydroxy - 24 — methyl — B - homo - 7 - oxa - 5a -
cholestan -6 — on. Tim maji zdkladni strukturu podobnou Zivo¢isnym hormonim odvozenych
od cholesterolu, jako jsou androgeny, estrogeny a kortikoidy obratlovcii, ekdyson hmyzu a
korysi (Fujioka, 1999).

Rozdily v aktivité¢ mezi riznymi brassinosteroidy vychézeji z rozdilia mezi C-2 a C-3
v A kruhu, pfitomnosti laktonu, ketonu ¢i oxo-skupiny C-6 v B kruhu. Déle zavisi na
prostorovém rozloZeni hydroxylovych skupin na postrannim fetézci, pfitomnosti nebo

nepiitomnosti metylové nebo etylové skupiny na C-24. (Mandava, 1988).
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Obr. €. 1 — Chemicka struktura brassinolidu (Rao et al., 2002)

3.1.3 Piirozeny vyskyt brassinosteroidii

Brassinosteroidy byly nalezeny ve vSech druzich rostlin (jednod€loZnych
1 dvoudéloznych), u kterych byl proveden podrobnéjsi vyzkum, a jsou také obsazeny ve vSech
rostlinnych orgdnech. Vyskyt BRs v kotfenech byl potvrzen teprve neddavno (Kim et al., 2000).

V rostlindch jsou BsR pfitomny ve velmi malych koncentracich, jejich obsah se méni
v zéavislosti na druhu rostliny, typu orgénu a stafi rostlinné tkdn€. Mlada pletiva zpravidla
obsahuji vySSi mnozstvi BRs neZ zrala pletiva. NejbohatSi na BRs jsou semena a pyl rostlin.
Dosud nejvétsi koncentrace byla zaznamendana v pylu cypftisSe (Cupressus arizonica) a dalSim
zajimavym mistem vyskytu jsou hmyzi hdlky kastanovniku (Castanea sativa) nebo hélky
v kvétech u Distylium racemosum a barvinku (Catharanthus roseus), (Bajguz, Tretyn, 2003).

Tti zakladni biologicky aktivni brassinosteroidy jsou brassinolid, 24-epibrassinolid a
28-homobrassinolid (Rao et al., 2002). Casto pouZivany 24-epibrassinolid je syntetickou

formou pfirodniho brassinolidu a pfipravuje se z brassicasterolu (Arteca, 1996).

Mezi BR je u rostlin nejvice rozsifen castasteron, brassinolid a typhasterolem.

11



3.1.4 Pienos signalu

Signdlni drdhy brassinosteroidii nevyuZivaji cytoplazmatické sterolové receptory, jak
jako je tomu u zivocichl a Cloveka, ale jejich receptor je umistén v plazmatické membrang,
funguje na bunééném povrchu a pfevadi extraceluldrni signdly do buniky (Li, Cory, 1997).

Hlavnim BRs receptorem je serin/treonin kinasa BRII, kterd je lokalizovana
v plazmatické membrané a je exprimovédna ve vSech organech mladych rostlin housenicku

(Arabidopsis thaliana), (Friedrichsen et al., 2000).

3.1.5 Vliv brassinosteroidii na rostliny

Brassinosteroidy ovliviiuji riistové i reprodukéni procesy, stimuluji riist i déleni bungk,
rust mladych vegetativnich pletiv (epikotylu, hypokotylu, koleoptile), indukuji kveteni, zrani
plodii, kli¢eni semen, tvorbu a rast kofenu, rast pylovych lacek, podileji se na diferenciaci
systému vodivych pletiv, hraji spolu s dalSimi fytohormony zdsadni roli pfi senescenci,
aktivuji protonové pumpy v bunécnych membrandch, ovliviiuji fotosyntézu, asimilaci uhliku a
fixaci dusiku, podporuji produkci etylenu, chrdni rostlinu proti abiotickym i biotickym
stresiim a podileji se i na dalSich procesech v rostliné¢ (Miissig, 2005).

Vyvojové a riistové aktivity jsou hlavné spojeny s ATP (adenosintrifosfat) aktivitou,
syntézou l-aminocyklopropan-1-karboxylové kyseliny, zménou v orientaci mikrotubulii a
modifikaci bunécnych stén (Ono et al., 2000). Brassinosteroidy vyznamné podporuji kli¢eni
semen. Maji schopnost antagonizovat inhibi¢ni G¢inky kyseliny abscisové na kli¢eni semen

(X1, Yu, 2010).

3.1.6 Antistresové ucinky brassinosteroidi na rostliny

3.1.6.1 Uvod

Brassinosteroidy zvySuji odolnost rostlin vici biotickym 1 abiotickym strestim.
Schopnosti BR pro zvySeni odolnosti rostlin vi¢i environmentdlnim tlakim byly
prozkoumény v laboratofi, sklenikovych a polnich podminkdch. Ve vétSin€ téchto studii byly
zkoumdny aspekty rastu rostlin, jako je vegetativni a reprodukéni rist, kliceni, zakofenovani,
vyvoj plodl, listd a dalsi (Krishna, 2003). VSe bylo sledovdano u BRs oSetfenych a
neoSetfenych rostlin za standardnich i stresovych podminek. Vysledky téchto Setfeni jsou

shrnuty v nékolika zahrani¢nich pracich (Clouse, Sasse, 1998; Kamuro, Takatsuto, 1999;
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Khripach et al., 1999, 2000, 1988; Mandava, Sasse, 1999). O mechanizmech téchto G¢inkt je
zatim zndmo pouze malo. Mechanizmem, ktery se muze podilet na odolnosti k riznym typtim
stresu, je napiiklad zvySend aktivita antioxidantll a jejich vysoky obsah pii odpovédi na
vysoké a nizké teploty, zasoleni, sucho, zranovani a na oxidativni stres, a mtZze hrat hlavni
roli pti ziskdvani odolnosti rostlin na rizné stresy z okoli (Mazorra et al., 2002). Byla také
zjiSténa vyssi exprese na teplotni Sok proteinii nebo ATP (Dhaubhadel et al., 2002; Rao et al.,
2002).

3.1.6.2 Teplotni stres

Vzhledem k tomu, Ze ke zméndm teplot miiZze v piirodé dojit mnohem rychleji nez
k ostatnim strestim, teplotni stres byl zkoumén v mnoha studiich. Kli¢ni rostliny kukufice jsou
velmi citlivé na chlad béhem kliceni a v ¢asnych stadiich ristu (Krishna, 2003). Lécba BRs
podporuje obnovu rustu sazenic kukufice po mrazové expozici, BRs také podporovaly
ozelenovani listl kukufice, a to zejména pii nizZsi teploté za svétla (On et al., 1991). Podobné
sazenice okurek vyklicené ze semen smdcenych v BR roztoku mély vétsi rist ve srovnani
s kontrolami (bez oSetfeni BRs), za teploty 5 °C po dobu 3 dnti. Obsah chlorofylu byl
udrzovan u BR oSetfenych sazenic v chladném prostfedi a zvySuje se dale pfi zotavovani
z chladu (Katsumi, 1991). Plodivost byla vyssi u rostlin rajéat oSetfenych BR za chladnych
podminek. Tento rozdil mezi oSetfenymi a neoSetfenymi rostlinami byl méné patrny za
optimélnich rtstovych podminek (Kamuro, Takatsuto, 1991). V podpofe ristu byly dcinky
BR v ryZi zfejmé za nizkych teplotnich podminek, ale ne za optimélnich podminek pro rast
(Kamuro, Takatsuto, 1991).

Utinky zvysené teploty v BRs oSetiené a neoSetiené pienici, byly zkoumény na trovni
celkové syntézy proteint a listovych bunck v ultrastrukturdch (Krishna, 2003). Proteinova
syntéza byla udrzovdna v BR oSetfenych listech na 43 °C, na drovni srovnatelné s 23 °C.
V neoSetienych listech se snizila 2,5krat za teploty 43 °C ve srovnani se vzorky pii teploté
kontrolni (Kulaeva et al., 1991). Béhem teplotniho stresu u rostlin, malé proteiny tepelného
Soku produkuji vysoce Zadané cytoplazmatické komplexy, oznaCované jako granule
teplotniho Soku (HSGs). Predpoklada se, ze HSGs predstavuji ochranu pti skladovani (Nove
et al., 1989). Kulaeva et al., 1991, uvedl, ze HSGs jsou v bunikach listi pSenice agregovany do
malych shlukt. Primérny pocet HSGs ve shlucich a primérnd velikost shlukii byla vyssi

u list oSetfenych BR oproti neoSetfenym listim.
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3.1.6.3 Stres zasolenim

Vliv BRs na ultrastruktury bun¢k listii jecmene byl pfezkouman na zdklad¢ solného
stresu. Listové segmenty byly preinkubovany bud® BRs roztokem, nebo vodou a pak
inkubovény v roztoku 0,5M NaCl (chloridu sodného) v pfitomnosti nebo neptitomnosti BRs.
BRs nem¢ly Zadny vliv na ultrastruktury listovych bunék za normdlnich podminek, ale
poskozeni vyvolané soli, namahani jader a chloroplastli bylo vyznamné snizeno zapracovanim
BRs (Kulaeva et al., 1991). Je zajimavé, Ze kliCivost semen blahovi¢niku pobtezniho
(Eucalyptus camaldulensis) v piitomnosti 150mM soli, byla zvySena, ale kdyZ sazenice
pestované hydroponicky v soli Cerpaly BRs prostfednictvim kofent, byly zplsobeny veétsi
Skody (Sasse, 1999). V jiné studii semena ryZe macend ve vodé nebo 150mM NaCl
v pfitomnosti nebo nepfitomnosti BRs byla testovdna na kliceni a rtst osiva. KdyZ byl solny
roztok doplnén BRs, inhibi¢ni G¢inek soli na kliceni byl zna¢né snizen. Podpora ristu BR za

stresovych podminek soli byla spojena se zvySenymi hladinami nukleovych kyselin

a rozpustnych proteinti (Uradha, Rao, 2001).

3.1.6.4 Stres suchem

Expozice rostlin cukrové fepy suchem vede ke snizeni hmotnosti hlavniho kofenu
v poméru k zdvaZnosti stresu. Lécba BR plné¢ kompenzovala sniZeni biomasy zpiisobené
mirnym suchem (Krishna, 2003). ZvysSeni rastu kofenti u BR oSetienych rostlin, oproti
neoSetfenym rostlindm, bylo pozorovéano pouze za stresovych podminek (Krishna, 2003).

Zvyseni biomasy koreluje s naristem kyselé aktivity u mladych listi (Schillinget, et
al., 1991). Osetiuje se bud’ osivo, nebo se provadi postiik na list, aby na tolerantni a citlivé
odridy pSenice k suchu mély BRs stimula¢ni dopad na riist za stresovych podminek. Ackoli
jemné rozdily v BRs tucincich na dvé odridy pSenice byly zaznamendny, celkové k suchu
tolerantni odrady vykazovaly vyssi odpovéd’ na pouziti BRs za vlhkych stresovych podminek
(Krishna, 2003). ZvySend absorpce vody, membranov4 stabilita a zvySeni koncentraci oxidu
uhlicitého a dusiku u asimila¢nich vazeb v BRs oSetfenych rostlinich pod tlakem byly
korelovany s toleranci k suchu indukovanou BRs (Sairams, 1994). Ve studii s rostlinami
okurek bylo také prokdzdno, Ze 1écba BRs zlepSuje odolnost proti vysychdni a
vysokoteplotnimu stresu. Obsah volnych aminokyselin a amida v listech osetfenych rostlin

byl vyssi ve srovnéni s neosetienymi rostlinami (Pustovoitova et al., 2001).
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3.1.6.5 Patogenni stres

Potencidl BRs ke zvySeni odolnosti rostlin proti houbovym patogennim infekcim byl
zkoumdn v né¢kolika studiich (Khripach et al., 1999, 2000). Je tfeba poznamenat, Ze
v nékterych Setfenich se ukdzaly byt BRs ucinnéjsi v jejich ochrannych ucincich nez
standardni fungicidy. Bramborové rostliny oSetfené BRs roztokem mély mensi vyskyt infekce
Phytophthora infestans. Zvyseni odolnosti u BR oSetfenych hliz brambor bylo spojeno se
zvySovanim obsahu kyseliny abscisové (ABA), ethylenu a s pfitomnosti fenolickych a
terpenoidnich latek (Krishna, 2003). BRs podpotena rezistence k indukovanému onemocnéni
byla zaznamendna také u jeCmene a rostlin okurek. U rostlin okurek za zvySené aktivity
peroxiddzy a polyphenoloxidase enzymu, které se podileji na metabolismu polyfenolii, byl
stanoven faktor pfispivajici k BRs indukované odolnosti vii¢i chorobam (Krishna, 2003).

Byla provedena studie s cilem zjistit, zda exogenni aplikace epibrassinolidu (EBR) m4
vliv na expresi symptomu choroby v rostlindch rajcete, ockovanych pteslenatkou bélocernou
(Verticillium dahliae). Sazenice rajcat péstované po dobu 14 dnua v pfitomnosti 1M EBR byly
kotfenem naockovany V. dahliae a hodnoceny symptomy onemocnéni 28 dnl po inokulaci.
EBR oSetfené rostliny bud’ nevykazovaly Zadné ptiznaky onemocnéni, nebo mély nejnizsi
stupeit onemocnéni, a to vzhledem k tomu, Ze vétSina z neoSetfenych rostlin ukdzala mirné az
zavazné priznaky. Kriatkodobé expozice sazenic (24 hodin) pted ockovanim V. dahliae
nesniZily symptomy nemoci (Krishna, Dobinson, nepublikované vysledky).

Obecné lze uvést, Ze BR maji potencidl také jako fungicidy, nebot’ BRs aplikované ve
vhodné koncentraci v ur€itych vyvojovych stadiich rostliny mohou stimulovat rast plisni a
progresi onemocnéni. To znamend, Ze koncentrace BR a nacasovéani a zplsob pouziti BRs
jsou dulezité tvahy v pfipad¢, Ze maji byt BR vyvinuty a pouZity jako fungicidy (Krishna,
2003).

3.1.6.6 Ostatni stresy

Brassinosteroidy jsou uvadény jako ucinné pii snizovani poSkozeni pesticidy
a herbicidy a pfi kontrole vyvoje hmyzu (Cutler, 1991). Zd4 se, Ze v téchto smérech bylo
provedeno madlo studii. Je proto Zddouci dal$i zkoumdni BR tdcinkti, neZ bude mozné fici, Ze
maji BRs potencidl jako ochrana rostlin nebo insekticid.

Ze studii popsanych vyse vyplyvd, ze ucinky brassinosteroidii na rtst a vynos rostlin

jsou vice ziejmé za stresovych podminek v porovnani s optimdlnimi riistovymi podminkami.
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Nicméné tato pifedbézna Setfeni potfebuji jeSt€ intenzivni zkoumani (Krishna, 2003). Role
BRs ve vyvoji rostlin byla potvrzena pomoci genetickych, molekularnich a biochemickych
pristupt. Je také potfeba systematické a dukladné Setfeni pomoci ucelenych postupt
k potvrzeni BRs ucinkt za stresovych podminek (Krishna, 2003). Bylo jiZ provedeno n¢kolik
studii v oblasti BRs a nadchézejici data zacinaji poskytovat letmy pohled na molekuldrni
zmény zdkladnich toleranci ke stresu. Pfed posouzenim téchto studii byly pfezkoumany
nepiimé dikazy vlivu BRs na signélni dréhy, které vdazou BRs piipravky na stresové reakce

rostlin (Krishna, 2003).

3.1.7 Interakce brassinosteroidii s jinymi rostlinnymi hormony

vvvvvv

s jinymi rostlinnymi hormony (Khripach et al., 1999; Mandava, 1988). Naptiklad, interakce
BRs a auxinu produkuje synergické ucinky s gibberellinem (GA). Kyselina abscisovd (ABA)
je antagonista k reakci na BRs , nékteré rozdily v genové regulaci podle téchto dvou hormont
byly jiZ zaznamendny (Abraham et al., 2003; Wilen et al., 1995). Neddvné molekuldrni studie
silné podporuji nazor, Ze existuje interakce mezi BRs a jinymi rostlinnymi hormony, navic
paralelni signdlni drdhy hormontl reguluji expresi gent spolecnych cilti (Krishna, 2003).
Interakce mezi BR a auxiny, GA, ABA, ethylenem a kyselinou jasmonovou (JA), zahrnuje
zmény v hormonech biosyntetickych genti nebo v signaliza¢nich meziproduktech (Bouquin et
al., 2001; Friedrichsen et al., 2002; Goda et al., 2002; Li et al., 2003; Mussig et al., 2000,
2002; Yi et al., 1999). Pfi stanoveni molekuldrni zmény spojené s BRs toleranci indukované
stresem je tieba pfipomenout, Ze ne vSechny zmény v genové expresi budou predstavovat
primarni odpovédi. Je pravdépodobné, zZe nékteré zmény budou od BRs interakce s jinymi
hormony (Krishna, 2003). Vzhledem k tomu, Ze role ABA je nejvyznamné&jsi v chladovém,
solném a suchém napéti (Zhu, 2002) a JA a ethylen v obrannych reakcich rostlin (Liechti,
Farmer, 2002, Wang et al., 2002), je jiz dobie zdokumentovdno zapojeni téchto hormont

v toleranci rostlin ke stresum.
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3.1.8 Vliv brassinosteroidu na obranné rostlinné reakce

Systematické poskozeni signalizace u rostlin vede k expresi obrannych genii odezvy,
tim je zplsobeno, Ze u rostlin po napadeni hmyzem se také vyskytuje odpovéd na nékteré
patogeny (Krishna, 2003). Systemin je specificky rodinny peptid lilkovitych s 18
aminokyselinami, ktery je uvoliovdn z mista rdny, coZ vyvoldva fetézec signalizaCnich
udalosti, které vedou k expresi genil odezvy a obrany (Krishna, 2003). Dochazi k signalizaci
systeminu, kterd nastane pies zvysenou syntézu kyseliny jasmonové (JA), (Ryan, 2000).

Zajimavé nedavné zjisteéni je, Ze receptor SR160 systeminu v rajceti a také LRR-RLK,
je identicky s putativnim BR receptorem tBRIl (Montoya et al., 2002; Scheer, Ryan, 2002),
z ¢cehoz vyplyva, Ze BRs a systemin pouZivaji stejny receptor pro signalizaci u rajcat
(Szekeres, 2003). Zbyva stanovit, jaké jsou dva ligandy v interakci se stejnymi receptory a
jaka je signalizace, kterd vede k aktivaci riznych bunécnych odezev a reguluje je (Krishna,
2003). Z toho, co v soucasné dobé vime o BR a systeminu signdlnich drah, je obtizné
predpokladat, jak se ob€ drdhy mohou propojit. Dalsi vyzkum by mél odhalit nové a spravné

mechanismy, které rostliny brani proti environmentalnimu stresu.

3.1.9 Budouci sméry ve vyzkumu brassinosteroidi

Na zdklad¢ reSerSniho rozboru literatury Krishna (2003) formuloval nésledujici
budouci sméry ve vyzkumu BRs.

Vysledky minulych, neddvnych studii ukazuji, Ze BRs maji schopnost podporovat
toleranci proti Sirokému spektru biotickych a abiotickych stresit v rostlindch, ale
mechanismus, kterym BRs indukuji toleranci ke stresu, ziistdivd do znac¢né miry
neprozkouman. Neddvnéd pozorovani molekuldrnich zmén, doprovazejicich teplotni odolnost
vuci stresu naznacuji, Ze komplexni transkripcni a translacni preprogramovani se vyskytuje
v reakci na BRs a stres.

Lze ptredpoklddat, Ze schopnost tolerance BRs proti Sirokému spektru namdéhani,
vyplyva predevsim ze spojeni s jinymi hormony. Schopnost BRs se podili na obranné reakci
rostlin, coz v n€kolika kombinacich znamend, Ze fizeni signalizace stresové odpovédi je
i nadédle velmi pravdépodobné. Srovnani celogenomovych expresnich profili BRs oSetfenych
rostlin, vystavenych rGznym podnétim v oblasti Zivotniho prostiedi, by mélo umoZnit
identifikaci toho, co lze oznacit jako "obecna reakce na stres" (geny aktivovany v reakci na

ruzné stresy) a "specifické stresové reakce" (geny regulovany v reakci na konkrétni stres nebo
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souvisejici namahdni). V takovém piipad¢€ je mozné, Ze nové zit€zové geny, jakoZ i nové
reguldtory stresovych reakci, jsou identifikovany. Objasnéni funkce téchto genli mize vrhnout
svétlo nejen na to, jak BRs zprosttedkovavaji zvySeni odolnosti vici stresu, ale bude také
zlepSeno nase soucasné chapani molekuldrnich mechanismt tolerance vici stresu.

Znacny ukol do budoucna spocivd v identifikaci signalnich drah, které vedou k BRs
zprostiedkované reakci na stres a v chdpani kombinace mezi signalizaci BRs a dalSimi
hormony. Drtivd skupina genetickych mutantli, s hormony deficientnimi a hormony
necitlivymi, stejné¢ jako transgenni rostliny a biosyntetické geny, by mohly byt vyuzity pfi
odpovédi na vySe uvedené otazky. Jakmile budeme mechanismus BR 1épe chapat, budeme
mit evidentné nové prilezitosti pro zemédélské biotechnologie. Vedle rozkryti rezZimu BR
ucinku musime znat také dalsi aspekty, jako je piijem, doprava a stabilita BR, stejné jako
vyvoj BR analogli s vysokou aktivitou. Tyto aspekty by mély byt i naddle prozkoumany
s védomim, Ze jedine¢né mechanismy mutZou vést k implementaci s predvidatelnymi dcinky
pouziti BRs v této oblasti, coZz umoZznuje plny potencidl vyuZziti BRs v budoucnu (Krishna,

2003).

3.2 Studie Katedry péstovani lesti

3.2.1 Uvod

V Ceské republice se na vyzkumu syntézy brassinosteroidti podili Laboratof riistovych
reguldtor v Olomouci a Ustav organické chemie a biochemie AV CR. Ovéfovaci pokusy

probihaji mimo jiné i na Ceské zemédélské univerzité v Praze (Kle¢ikova 2012).

Vyuzitim brassinosteroidii v lesnim semendistvi, Skolkafstvi a zakldddni lesa se
v poslednich n¢kolika letech zabyva také Katedra péstovani lesa Fakulty lesnické a dfevaiské
na Ceské zemé&délské univerzité v Praze. K tomuto vyzkumu slouzi katedfe specializované
pracovi$té vyzkumnd $kolkaiskd stanice Truba nedaleko Kostelce nad Cernymi lesy. Na
tomto pracovisti se zabyva skupina doktorandd, pod vedenim Ing. Ivana Kunese, Ph.D., mimo
jiné také brassinosteroidy a maji zde k dispozici kvalitné vybavenou laboratof k rtiznym

pokusiim.
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3.2.2 Vliv na sazenice lesnich dfevin

Efekt aplikace roztoku brassinosteroidii (BRs) na sazenice lesnich dfevin mulze byt
rozdilny v zdvislosti na dfeviné a sledovaném parametru. Z pohledu statistického
vyhodnoceni byl v pfipad¢ borovice lesni potvrzen pozitivni vliv zvySujici se koncentrace
BRs na snizeni mortality, efekt na pfirst byl spiSe negativni. U smrku ztepilého (Picea abies)
nebyl zjiStén statisticky prikazny pozitivni vliv aplikace roztoku BRs na sniZeni mortality

(Novakova et al., 2015).

3.2.3 Vliv na kli¢eni semen lesnich drevin

Brassinosteroidy vyznamné podporuji kliceni semen. Maji schopnost antagonizovat
inhibi¢ni ucCinky kyseliny abscisové na kli¢eni semen (Xi, Yu, 2010).

Stres suchem vyrazn¢ sniZzil kli¢ivost a kli¢eni smrku ztepilého (Picea abies), borovice
lesni (Pinus sylvestris) a douglasky tisolisté (Pseudotsuga mensiesii). Lécba aplikaci BRs byla
velmi G¢innd v boji proti suchu, stresovym u¢inkiim na semena smrku ztepilého a borovice
lesni. Dub letni (Quercus robur) nebyl podroben stresu suchem, ale za optimdlniho
kultivacniho rezimu kli¢eni se kontroly a BRs oSetfené Zaludy neliSily. Za optimalniho
pestebniho rezimu, byly ucinky BRs 1é¢by pozitivni pouze v piipad¢ smrku ztepilého (Kune§

etal., 2015).

3.2.4 Vliv na sazenice ve Skolkach a pri zakladani lesa

Vlivem BRs na sazenice lesnich dievin se zabyval Jakub Polacek (Poldcek 2014) ve

své bakaldtské praci a dospél k témto vysledklim.

3.2.4.1 Prumér korenového kréku

V piipadé priméru kotenového krcku dosahovaly sazenice oSetfené brassinosteroidy
na jare roku 2012, kdy probihalo prvni méfeni, signifikantné vysSich hodnot o 1,07 mm neZ
sazenice kontrolni. Na podzim téhoZ roku se ale rozdil u sazenic oSetfenych i1 kontrolnich
snizil, oSetfené sazenice stile vykazovaly signifikantné vyssi hodnotu, ale uz jen o 0,50 mm.

Pfi findlnim méfeni za rok 2013 dosahovaly vysSich hodnot sazenice kontrolni, a to

0 0,38 mm.
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3.2.4.2 Vyska sazenic

Vv,

V piipad¢ vySky sazenic vykazovaly od pocatku meéfeni vysSi vysky sazenice
kontrolni (neoSetfené). Na jafe roku 2012 to bylo o 1,09 cm, na podzim roku 2012 se rozdil
kontrolnich sazenic zvysil na 2,06 cm a posledni méfeni za rok 2013 ukézalo, Ze kontrolni
sazenice vykazuji vyS$s$i hodnoty o 5,27 cm. U vSech tii terminu méfeni byl mezi hodnotami

brassinosteroidy oSetfené a kontrolni varianty nalezen statisticky vyznamny rozdil.

3.2.4.3 Objem biomasy

Objemu biomasy ukazuje, Ze nejmensi rozdil v obou variantach sazenic byl pravé zde.
Podzemni ¢asti sazenic byly zméfeny se stejnymi vysledky, ovSem nadzemni ¢ésti sazenic

Vv,

vykazovaly o 8,75 cm’ vy3§i hodnoty sazenice kontroln.

3.2.4.4 Mortalita

Mortalita (Gmrtnost) sazenic byla za celé sledované obdobi vyssi u sazenic oSetfenych
brassinosteroidy. V roce 2012 byla mortalita oSetienych sazenic vySS$i o 12,8 %, nez
u kontrolnich sazenic a v ndsledujicim roce 2013 se jest¢ zvysila na 13,8 %. Mortalita byla
otestovdna Hayterovym testem a v obou sledovanych piipadech byl mezi kontrolni

a oSetfenou variantou potvrzen statisticky signifikantni rozdil.

3.2.4.5 Zhodnoceni

V hodnotich priméru kofenového krcku sazenic buku lesntho jsou v prvnich dvou
terminech méfeni jen nepatrné rozdily mezi oSetfenou a neoSetfenou variantou. Statisticky
vyznamny rozdil mezi variantami byl nalezen v méteni provedeném na jafe 2012 a na podzim
2013. U podzimniho méteni 2013 vykazovala brassinosteroidy oSetiend varianta vySs$i prumér
kotrenového krcku o 0,44 mm.

V piipad¢ vysky vykazovaly od pocatku méteni vyssi hodnoty sazenice oSetfené. U prvniho
meéfeni na jafe 2012 byly oSetfené sazenice signifikantné vyssi nez kontrolni varianta. Stejny

pfipad nastal na podzim roku 2012 i na podzim roku 2013, kdy v obou ptipadech byly

namétené tdaje signifikantné vyssi u brassinosteroidy oSetfené varianty.
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Hodnoty mortality ukazuji, Ze vyS$i procento umrtnosti sazenic béhem sledovaného
obdobi bylo u kontrolnich (neoSetfenych) sazenic. Tento tdaj byl potvrzen Hayterovym

testem jako signifikantni v roce 2012.

3.3 Lesni semenarstvi

3.3.1 Hodnoceni kvality lesniho osiva

Lesni semenéfstvi je obor lesnické Cinnosti, jehoZ cilem je zajistit geneticky vysoce
hodnotné a kvalitni osivo pro obnovu nebo zaklddani lesnich porostti (http://obnova-
lesa.euweb.cz).

Lesnim osivem jsou semena a plody lesnich dievin, které je mozné pouZzit k vysevu
v lesnich Skolkach nebo k siji ptimo v lese.

Dle webu (http://obnova-lesa.euweb.cz), jsou posuzoviny zejména tyto parametry
lesniho osiva.

Kvalitu osiva lesnich dfevin vyjadiujeme pivodem, Cistotou, kli¢ivosti, pfipadné
Zivotnosti nebo procentem fezu jednotlivych oddila osiva.

Pivod osiva (provenience) je zdkladem celého hodnoceni osiva. Semena neznamého
puvodu nesmime vysévat! Kazd4 zasilka, oddil semen z uznanych porostli, musi byt doloZena
listem o pivodu se vSemi potfebnymi udaji, podle kterych miZeme hodnotit piivod osiva a
jeho vlastnosti.

Kli¢ivost semen je ukazatel jakosti ureny poctem cistych vykliCenych semen
v prumérném vzorku za stanovenou dobu, vyjadifeny v procentech. K zjistovani kli¢ivosti se
pouzivaji rizné typy kli¢idel (Jakobsenovo, kli¢idlo SLH apod.), které musime pted zkouskou
dezinfikovat 0,4 % roztokem formalinu. Dnes jsou vSak klasické metody stanoveni kli¢ivosti

nahrazovany biochemickymi a rentgenologickymi.
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Obr. €. 2 — Malé provozni klic¢idlo. 1 — kli¢idlo, 2 — schéma rozmisténi zkousenych semen na

klicidle (Bezecny et al., 1992).

Energie kli¢eni semen, ukazatel jakosti uréeny pomérem poctu vyklicenych semen
v prumérném vzorku na zacatku a na konci stanovené doby. Vyjadiuje se v procentech.

Sypavost je ukazatel jakosti semenné suroviny uréeny pomérem hmotnosti Cistych
semen vypadlych a vylusténych z primérného vzorku §iSek nebo Sistic k celkové hmotnosti
primérného vzorku.

Prumérny vzorek osiva jsou semena (plody) odebrand ve stanovené hmotnosti tak,

aby vystihovala primérnou jakost osiva oddilu.

3.3.2 Historie lesniho semenarstvi

Semendisky zdvod Tyni§té nad Orlici (LCR) popisuje historii lesntho semenafstvi
v CR nésledovng.

Lesni semendistvi vzniklo v souvislosti s rozvojem holose¢ného zpiisobu hospodateni
a se zavadénim smrkovych a borovych monokultur. Semena se sice sbirala jiz v 16. stoleti, ale
ne pro lesnické tcely, spiSe pro ucely vypéstovani okrasnych dfevin pro parky a sadovnické
ucely

Koncem 18. stoleti, kdy dochdzelo k systematickému a pldnovitému myceni lesii
(holose¢nému zpiisobu hospodafeni) a bylo tfeba tyto vykdcené plochy zalesnit, se zvysil
zdjem o lesni osivo, pfedevSim smrku a borovice. PoZzadavky na osivo se zvySovaly, osivo

bylo pozadovano kazdoro¢n¢. Pokud byly kdceny ptivodni smrkové a borové porosty, Sisky se
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sbiraly a luStily domacky, jen pro vlastni potiebu. Smrk a borovice byly zavddény i do mist,
kde pivodné nerostly, tj. do oblasti listnatych dievin, takZe potfeba lesniho osiva rostla.
Dosavadni zptusoby sbéru a lusténi byly jiZ nedostaCujici. Proto koncem 18. stoleti zacaly
vznikat prvni semendiské zdvody, které zaznamenaly nejvetsi rozvoj v poloviné 19. stoleti.
Nejstarsi lustirna byla zaloZena Conradem Applem v némeckém Darstadtu v roce 1789. Na
naSem Uzemi byl prvni semendisky zdvod (PoSumavskd luStirna) zaloZen vroce 1910
E. Rechtsem v Ceskych Bud&jovicich. Lustirna vznikla rekonstrukci mistniho pivovaru a
méla kapacitu cca 500 tun SiSek za rok. V letech 194648 vznikl semendisky zdvod
v Janovicich u Rymarova, a to rekonstrukci starého pivovaru.

V dobé¢, kdy vznikala vétsi potfeba osiva, §lo jen o jeho ziskdni a majitelim lustiren
Cisté jen o zisk. Nejlevnéjsi surovinu ziskali v dobé bohatych urod, coz vedlo k tomu, Ze se
SiSky sbiraly vSude tam, kde to Slo bez obtizi, tedy i v porostech nekvalitnich, netvarnych,
malo odolnych. V pfipadé nedrody v jedné zemi byly SiSky nakupovany v zahrani¢i z
nezndmych podminek a porosti. Z tohoto semena vznikajici porosty byly ¢asto netvarné,
pomalu rostly, byly mélo odolné biotickym a abiotickym cCinitelim. Teprve v této dob¢ se
zacala vénovat pozornost ptivodu osiva.

V naSich podminkéch se tyto snahy o zavedeni znalosti ptivodu osiva, tj. aby sbér
semen lesnich dievin byl provddén jen zkvalitnich porostd, datuji k roku 1927, kdy
Dr. Ing. G. Vincent z Vyzkumného tustavu pro péstovani lest a lesnickou biologii v Brné
vypracoval konkrétni smérnice. Platnost jen pro stitni lesy, kterych bylo v té dobé pouze
15 %, zpiisobila, Ze se vSeobecné pftili§ neujaly.

Prvni obdobi lesniho semendistvi bylo tedy zaméfeno pievdZzné na technologii
zpracovani SiSek. Pozd¢ji se zaCala vénovat vetsi pozornost kvalité osiva a piistupovalo se
k vyhledavani vhodnéjsich zptsobli oSetiovani osiva po sbéru, hlavné jeho skladovéani. Zacala
se zjistovat i vnitfni kvalita osiva, energie kli¢eni, absolutni hmotnost, kli¢ivost apod.

V dalsi etapé lesniho semendfstvi se zacal preferovat geneticky zdklad osiva,
reprezentovany uznanymi porosty, pozdéji se pristupuje ke Slechténi dievin.

Hlavnim tkolem lesniho semendistvi se postupné stalo zajisténi dostatecného
mnoZzstvi osiva co nejvyssi genetické hodnoty vSech pozadovanych druht dievin pro
kaZzdorocni vysevy. Semenné roky se neopakuji kazdoro¢né€, napt. u nasi hlavni dieviny —
smrku — se semenné roky opakuji po 10 letech 1971, 1980, 1992. Obdobné u hlavnich
listnatych dfevin BK, DB se trody opakuji po 2-5 letech. U téchto semen s vysokym

vvvvvv

pfirozenou Zivotnost podrZi pouze pul roku.
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3.3.3 Soucasnost

Investorem nového zdvodu byl podnik Stitni lesy, primyslové vyrobny Chrudim.
Dnem 1. 1. 1971 byl rozhodnutim podnikového feditele Statnich lesti, primyslové vyrobny
Chrudim, zfizen Semenéisky zdvod v Tynisti nad Orlici jako organizacni jednotka tohoto
podniku. Pii reorganizaci v roce 1974 byl pticlenén k Vychodoceskym statnim lesim jako
samostatny zdvod. V soucasné dob¢ funguje Semendisky zdvod jako ucelovy zdvod Lest

Ceské republiky, s. p., poskytujici sluzby viem majiteltim lesa.

3.3.4 CSN 481211

Ceskd technickd norma: Lesni semendfstvi — Sbér, kvalita a zkousky kvality
semenného materidlu lesnich dievin.

Tato norma se zabyva semendaistvim lesnich dfevin a pro tuto prici je z jejtho obsahu
stéZejni pfedevs§im zkouska kli¢ivosti (stanoveni energie kliceni a kli¢ivosti).

o Zkouska Kklicivosti: zjistuje se pocet Cistych semen, kterd za pfiznivych podminek
aza urCitou dobu vykli¢ci a pravdépodobné se vyvinou v normdlni a zdravé
semenacky.

o Zacatek zkousky klicivosti: je den, kdy se semena ulozi na vlhky substrat na kli¢idle
nebo do odpovidajicich nddob. Za jeden den se pfi zkouSce kliCivosti povazuje Casovy
interval 24 hodin.

e Energie kliceni semen: pocet normdln¢ vyklicenych semen zjisténych pii prvnim
pocitani v ur¢itou, normou stanovenou dobu, vyjddienych v procentech poctu
zaklicenych Cistych semen.

o Kili¢ivost semen: pocet semen normdln¢ vykliCenych za normou stanovenou dobu,
vyjadieny v procentech poctu zakli¢enych Cistych semen.

» Vykli¢ené semeno: délka klicku je minimdlné 4krat delsi, neZ je velikost semene.

Zkouska klicivosti osiva borovice lesni (Pinus sylvestris)
» Semena zakli¢ovat: na povrchu filtra¢niho papiru.

» Teplota ve °C: inkubace pfi stiidavé teploté (16 hodin ve tmé pfi teploté 2042 °C

a 8 hodin na svétle pii teploté 302 °C), nebo inkubace pii stalé teploté 20+2 °C.

» Energie kliceni: je pocitana 7. den od pocatku kultivace.

Y

Klicivost: je stanovovana pii ukonceni zkousky, coZ je 21. den od poc¢atku kultivace.
» Primeérna kli¢ivost semen: 85 %
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3.4 Kliéeni semen

Kliceni semene je proces, pii kterém ze semene, zarodku rostliny, vyrusta klicek.

Vv,

Semena vysSich rostlin se tvoii v plodech rostlin po spojeni sami¢i a sam¢i pohlavni
buiiky. VSechna pln¢ rozvinutd semena obsahuji zdrodek a u vétSiny rostlinnych druht
1zasoby vyzivnych latek uloZenych v osemeni. Rostliny mohou tvofit 1 semena, kterd
postradaji zarodek a jsou sterilni (www.fao.org). Sterilni osivo nikdy nekli¢i. Nékterd semena
kli¢i ihned a pozdé&ji jejich kliCivost siln¢ klesa. VétSina semen vSak prochdzi pred klicenim
obdobim klidu. Béhem této doby osivo bezpecné piekond nepiiznivé podminky. Za

pfiznivych podminek, osivo za¢ne kliCit a vyviji se v rostlinu.

Kli¢ivost klesa s postupem casu a muze byt jeSt¢ omezena dlouhou dobou nebo
nevhodnym zpusobem skladovadni. Ke zjisténi kli¢ivosti se provadi orientani zkousky

kli¢ivosti.

faktory patii teplota, voda, kyslik a nékdy i svétlo nebo tma (Raven, 2009). Semena riznych
rostlin vyZaduji rGzné podminky pro uspé$né kliceni osiva. Podminky klieni jsou casto

odpovédi na béZné podminky prostiedi.

. Vlhkost — Zrald semena jsou Casto extrémné suchd a musi pfijmout znacné
mnozstvi vody v poméru k hmotnosti suchého osiva pied zahdjenim kliceni a rustu.
Absorpce vody semen vede k bobtndni. Béhem kliceni jsou pro rast délozni rostliny

pouzity zasobni latky ulozené v osemeni.

. Kyslik — je nezbytny pro metabolismus kli¢icich semen (Siegel, Rosen, 1962).
Kyslik se pouzivd u aerobniho dychéni, které je hlavnim zdrojem energie, dokud

sazenici nenarostou listy (Raven, 2009).

. Teplota — ovliviiuje bunécny metabolismus a rist. Semena z rtiznych druhii
rostlin mohou kli€it v Sirokém rozsahu teplot. Mnoho semen kli¢i pfi teplotich mirné
nad pokojovou teplotou (16 az 24 °C), zatimco jiné kli¢i jen mdlo stupiiti nad 0 °C.
Nékterd semena vyZzaduji pisobeni nizkych teplot ke stratifikaci — pifekondni obdobi

s,

klidu. Jin4 zase kli¢i pouze po prekondni vysokych teplot béhem lesniho pozéru.
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. Svétlo nebo tma — miiZe mit zdsadni vliv na klicenf a je typem fyziologického
klidu. VétSina semen neni ovlivnéna svétlem a tmou, ale mnoha, vcetn€ semen lesnich
rostlin nebudou kli¢it, pokud nebude dostatek svétla pro rast mladé rostliny (Raven,

2009).

. Odstranéni, nebo naruseni osemeni — skarifikace napodobuje piirodni
procesy, které oslabuji, poSkozuji, nebo odstraiuji osemeni pred klicenim. V pfirodé,

nckterd semena vyZzaduji zvlastni podminky ke kli¢eni. N&kterd musi projit travicim

traktem zvitete, aby bylo oslabeno osementi, které jinak brani kli¢eni (Raven, 2009).

Obr. ¢. 3 — Kliceni rostlin (www]1).
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4 Metodika

4.1 Vliv brassinosteroidii na kliceni semen borovice lesni (Pinus sylvestris)
4.1.1 Uvod

Predmétem této diplomové préce je zrekapitulovat dosavadni studie vénované vyuZziti
brassinosteroidl v lesnim semenaistvi, Skolkafstvi a zalesiiovani, které provadi tym Katedry
péstovani lest.

Dle dosavadnich studii, vypracovanych katedrou, maji BRs prokazatelné pozitivni vliv
hlavné na kli¢ivost semen (Kunes et al. 2015). Pozitivni vliv na semenacky a sazenice je bud’
nulovy, nebo zanedbatelny, nékdy vsak i zaporny. Proto je vénovana pozornost v této praci
zejména klic¢ivosti osiva.

Tato diplomova prace se zabyvd pfedevSim klicivosti semen borovice lesni (Pinus
sylvestris), za riznych podminek kultivace. NakliCovani semen je provddéno v pfitomnosti
ruznych koncentraci BRs roztoku za béZnych a stresovych podminek. Semena byla stresovana
zvySovanim teploty na 42 °C. V této Casti prace jsou pouzity hodnoty pokusu provadéného

Katedrou péstovani lesa v laboratofi vyzkumné stanice Truba za pouZiti klimakomory.

4.1.2 Informace o pouzitém osivu

Osivo, které je pro pokus pouZzito, bylo ziskano ze Semenarského zavodu Tynisté nad
Orlict, ktery patif statnimu podniku Lesy Ceské republiky. Informace z pritvodniho listu jsou
uvedeny niZe:

» Drevina: Borovice lesni (Pinus sylvestris)

Lesni oblast: 18 Severoceska piskové plogina a Cesky rdj
Puvod: I Neautochtonni
Vyskové pasmo (LVS): 3 dubobukovy (401-550 m/m)
Kategorie OECD: Kvalifikovany
Cislo uznané jednotky: CZ-3-3-BO-55-18-3-P
Cistota: 99,9 %
Klicivost: 84 %
Energie: 41 %
Pocet kli¢. semen/kg: 111 739 ks

YV V.V V V V V V V V

Semena svézi: 0 %
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4.1.3 Pouzita klimakomora

Pro tento pokus byla pouZita klimakomora znaCky Pol-eko, typ KK 700, polské
vyroby. Tato komora je schopna udrZovat teplotu v rozmezi —10 az +60 °C, lze libovolné
regulovat intenzitu osvétleni, ventilaci a ¢astecné také vlhkost (tato funkce nebyla pro pokus
vyuzita). Pozadované parametry prostfedi v klimakomote se nastavi pied zacatkem pokusu a
potom jiZ pii provozu probihaji automaticky, bez zdsahu obsluhy.

Pro tento konkrétni pokus na kliceni semen borovice lesni (Pinus sylvestris) byl pouZzit
program na kli¢eni, ktery odpovidd norm&é CSN 48 1211. Bylo nastaveno stiidani dvou
rezimi béhem dne (den = 24 hodin) a to 8 hodin svétlo pii teploté 30 °C a 16 hodin tma pii
teploté 20 °C.

Pro stresovani osiva byl pouzit specidlni program zvySovani teploty aZ na 42 °C, ktery
byl simulovat redln¢ namé&feny prib¢eh teplot na povrchu ptidy za slune¢ného dne (viz kapitola

4.1.4.2.).

Tab. ¢&. 1 — Udaje o klimakomote (www.pol-eko.com.pl)

Kapacita komory (1) 625
Rozsah provoznich teplot (°C) -10...460
Regulace teploty (°C) 0,1
Teplotni stabilita (°C) +0,3
RozloZeni teploty (°C) +0,8
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Obr. ¢. 4 — Klimakomora Pol-eko, typ KK 700 (fofo: Pol-eko)

4.1.4 Metodicky postup pokusu

Semena borovice lesni (Pinus sylvestris) byla rozdélena na 10 vzorkl (variant), pocet
v kazdém vzorku je 500 semen. U péti variant byly vytvofeny béZzné podminky kultivace
(teplota béZn¢ zaznamendvana pod zdsypkou na nechranéném zdhon¢ v pidnim substritu)
a zbyvajicich pét variant bylo vystaveno stresu v podob¢ zvysené teploty na 42 °C.

Cely pokus byl ttikrit zopakovan.

4.1.4.1 Varianty (koncentrace roztoku BRs)

Vychozi koncentrace = 10 mg na 1 1 H,O

M2 = 0,02 mg/l (stiedni koncentrace upravend, byla zvolena z dlivodu konzistentnosti
s predchozimi experimenty)

H (high) = 0,4 mg/1 (nizké koncentrace)
29



M (medium) = 0,04 mg/1 (stfedni koncentrace)
L (low) = 0,004 mg/1 (vysoka koncentrace)

K (kontrola) = kontrolni vzorek bez pouziti BR

M2S = 0,02 mg/l, vystaveno stresu
HS = 0,4 mg/l, vystaveno stresu
MS = 0,04 mg/l, vystaveno stresu
LS = 0,004 mg/l, vystaveno stresu

KS = kontrolni vzorek bez pouZziti BR, vystaveno stresu

4.1.4.2 Rezimy (podminky kultivace)

OPTIMALNI: semena vystavena podminkam dle normy CSN 48 1211, inkubace pfi
sttidavé teploté (16 hodin ve tmé pfi teploté 20+2 °C a 8 hodin na svétle pii teploté 30+2 °C.
STRESOVANY: semena vystavena jednomu stresovému cyklu zvySovanim teploty

dle niZe uvedeného programu.

Program pro teplotni stres, 7 segmentt

1. 30°C 1 hodina
2. 37°C 1 hodina
3. 40°C 1 hodina
4. 42°C 1 hodina
5. 40°C 1 hodina
6. 37°C 1 hodina
7. 30°C 1 hodina

Celkova délky programu 10 hodin. V ramci kazdého segmentu je
udrzovdna piislusnd konstantni teplota, mezi jednotlivymi segmenty jsou
fazeny prechodové useky o délce 30 minut, pii kterych dochdzi k rovnomérné

zmén¢ nastavenych podminek (teploty).
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4.1.4.3 Postup pokusu

Cely pokus probihal ve sterilnim prostifedi. Veskery pouzity materidl (filtracni papir,
krabicky, voda, néstroje, v€etn¢ klimakomory) byl sterilizovan a semena byla pfed pouZitim

desinfikovana roztokem sava (1 : 5).

desinfekce pfed macerovanim po dobu 5-10 minut (savo, koncentarace 1 : 5)
macerovani v brassinostereidech po dobu 48 hodin

v prvnim tydnu kultivace stresovéani zvySenou teplotou

el

kazdy tyden pocitani vyklicenych semen

Cely pokus byl ttikrat zopakovén.

4.1.4.4 Méreni kli¢ki a pocitani semen

Celkova doba trvani pokusu, od zaloZeni po ukonceni trvala pét tydnt (35 dnt). VZdy
po sedmi dnech byla pocitdna vykli¢end semena (7., 14., 21., 28., a 35. den). Prvni tyden od
zaloZeni po prvni pocitani vyklicenych semen se do doby zkousky kli¢ivosti nepocitd, takze
pokus trval 28 dni. Dle CSN 48 1211 je doba pro zkousku kligivosti borovice lesni (Pinus
sylvestris) 21 dni, ale v tomto pokusu je doba prodlouZena na 28 dnii, kvili porovnatelnosti
vysledkt s jinymi dievinami.

Za vyklicené semeno je povazovdno semeno, jehoz délka klicku je Ctyfndsobkem
délky semene a méfi se v milimetrech. Pfi ukoneni pokusu jsou ale za vykliCend semena
povazovana vSechna semena, kterd maji kli¢ek (i krat$i nez ¢tyfndsobek délky semene).

Sedmy den od zaloZeni pokusu byla stresovand semena (M2S, HS, M2, LS, KS)
vystavena zvySené teplot¢ (jeden 8hodinovy cyklus s maximalni teplotou 42 °C, viz kap.

4.1.4.2).
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5 Vysledky

Pokus s klicenim semen borovice lesni (Pinus sylvestris) byl ttikrdt zopakovan
(zaloZeni pokusu 30. 7. 2014, 16. 10. 2014 a 20. 11. 2014).

Na kazdé pocitani vyklicenych semen byla vytvorena tabulka, do které byly pritbézné
zaznamenavany pocty vyklicenych semen v jednotlivych tydnech pocitdni u konkrétnich
koncentraci BRs roztoku a kontrolnich vzorkl (bez oSetieni BRs). Dalsi rozdéleni vzorku je
na vzorky nestresované (za béZnych podminek kultivace) a vzorky stresované (zvySovani
teploty az na 42 °C).

Nakonec byla vytvofena tabulka s primérnymi hodnotami vSech tii pokusi, tyto
hodnoty by mély byt pro nds nejvice vypovidajici.

Kazda tabulka je doplnéna grafem celkového poctu vyklicenych semen za pokus

a prubéznym grafem vyvoje poctu nakliCenych semen z jednotlivych pocitani.

5.1 Pokus¢.1

Tab. €. 2 — Pocty vyklicenych semen pokusu €.

—

Pinus sylvestris, zalozeno 30. 7. 2014

datum pocitani M2 (H M L K|{M2S |HS |[MS |LS |KS |soucet

6.8. 0 14| 0 10| 0 0| 10 0ol 0| O 34
13.8. 38| 101 17 7512 6| 10 o 2|17 268
18.8. 23 55|33 2110 0o O 0| 0|17 302
26.8. 0 8| 6 0|0 0o O o 0| 7 21
3.9. 1 ol 1 7|1 0o O 8| 1| 3 22
Celkem 62| 178 | 57| 1133 6| 20 8| 3|44 647

6. 8. — stresovy cyklus

Prvni pokus byl zalozen 30. 7. 2014. Pocet vykli¢enych semen byl pocitdn poprvé
6. 8., dale pak 13. 8., 18. 8., 26. 8. Posledni poc¢itdni bylo provedeno 3. 9. 2014 (viz tab. ¢. 2)
a celkove v pokusu vyklic¢ilo 647 semen z 5000, coz je kli¢ivost 13 %. Tato kliCivost je mén¢
neZ polovicni oproti pokustim €. 2 a 3.

Dle zjisténych udajii nejvice semen vyklicilo v tietim tydnu, tedy pfi tfetim pocitani od
pocatku pokusu, coZ je rozdilné od pokusii €. 2 a 3. V tfetim tydnu vykli¢ilo 46,7 % semen

z celkového poctu vyklicenych semen, druhy tyden 41,4 % a dalsi tydny podstatné nizsi
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pocet. Stresovana semena dosahovala pouze 18 % kliCivosti z celkového poctu vyklicenych
semen.

U nestresovanych semen je jednozna¢né zaznamenan vliv BRs na kliceni, protoze
z kontrolniho vzorku (bez pouziti BRs) vykli¢ila pouze tfi semena. Nejvyssich hodnot bylo
dosaZeno u koncentraci H (178 semen) a L (113 semen). U koncentraci MC a M je mén¢ neZ
polovi¢ni pocet semen.

Stresovand semena vykazuji zcela opa¢né hodnoty. U kontrolniho vzorku (bez pouZziti
BRs) vyklicil nejvétsi pocet semen, a to 44. Ze semen oSetifenych BRs roztokem vykazoval

nejlepsich vysledkli vzorek HS (20 semen), kli¢ivost dalSich variant byla zanedbatelna.

pokus¢. 1

180
160
140
120
100

80

pocet semen (ks)

40 A

M2 H M L K M2S HS MS LS KS
koncentrace roztoku BRs

Graf ¢. 1 — Celkovy pocet vyklicenych semen pokusu €. 1

Graf ¢islo 1 zndzorfiuje razantni rozdil v poctu vykli¢enych semen v podminkach bez
stresu a se stresem. Ze stresovanych semen vykli¢ilo nejvice v kontrolnim vzorku bez oSetfeni
BRs, coZ je neobvykly vysledek, podle kterého maji BRs nagativni vliv na klieni semen

Vv,

borovice pii vyzsich teplotach.
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pokus¢. 1
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Graf €. 2 — Pocet vykli¢enych semen v jednotlivych tydnech pokusu €. 1

Graf ¢islo 2 zndzoriiuje, Ze nejvetsi pocet semen vyklicil v druhém tydnu kultivace

a dalsi vétsi pocet semen v tydnu tfetim.

5.2 Pokus ¢. 2
Tab. €. 3 — PoCty vykli¢enych semen pokusu €. 2

Pinus sylvestris, zaloZzeno 16. 10. 2014

datum pocitani M2 |H M L |[K (M2S |HS |MS |LS |KS |soucet

23.10. 140| 177| 175|61|54| 182| 110| 93| 36|36 1064
30.10. 82| 51| 65|20|16| 110 22| 30|33|21 450
5.11. 3 9 3(13| 3 5| 13 5(13| 3 70
12.11. 0 0 o 0| O 0 2 0| 1| 0 3
19.11. 18| 23| 19|21 11 19| 45| 25| 21|18 220
celkem 225| 237| 24394 |73| 297 | 147 | 128 | 83|78 1807

22. 10. — stresovy cyklus

Druhy pokus byl zalozen 16. 10. 2014, pocet vykli¢enych semen byl pocitan poprvé
23. 10., dédle pak 30. 10., 5. 11., 12. 11. Posledni pocitdni bylo provedeno 19. 11. 2014 (viz
tab. €. 3). Celkové v pokusu vykli¢ilo 1807 semen z 5000, coz je kli€ivost 36 %.

Z vysledki vyplyva, Ze nejvice semen vykliCilo v prvnim tydnu, tedy pfi prvnim

pocitdni od pocitku pokusu, a to 58,9 %, a méné neZ polovicni pocet v druhém tydnu
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(24,9 %). Pocet vykliCenych stresovanych semen dosahoval 68 % zcelkového poctu
vykli¢enych semen, coZ je zcela rozdilny vysledek oproti pokusu €. 1. Zajimavosti je, Ze
v poslednim tydnu vyklicilo jest¢ 12,2 % semen, nebot’ u pokusu €. 1 jiz posledni tyden
vyklic¢ilo pouze zanedbatelné mnozstvi semen.

U nestresovanych vzorkil jsou srovnatelné vysledky u koncentraci M2, H a M, a to
v priméru 235 vykli¢enych semen. Kontrolni vzorek byl zde vSak na nizké trovni, a to pouze
73 semen.

Ze stresovanych vzorkd vykli¢ilo nejvice semen ve vzorku s koncentraci MCS (297

semen), dale pak byly vzorky HS a MS. Kontrolni vzorek vykazoval pocet nizsi (78 semen).

pokus €. 2

300
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210 -+
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M2 H M L K M2S  HS MS LS KS
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Graf ¢. 3 — Celkovy pocet vyklicenych semen pokusu €. 2
Graf Cislo 3 zobrazuje vcelku vyrovnany pocet vyklicenych semen v pokusu €. 2.

Semen oSetfenych BRs vykli¢il mnohem vyZ$i pocet neZ semen neoSetfenych v kontrolnich

vzorcich, a to jak za stresu, tak i bez n¢ho.
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pokus €. 2
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Graf €. 4 — Pocet vykli¢enych semen v jednotlivych tydnech pokusu €. 2

Z grafu ¢islo 4 je ztejmé, Ze nejveétsi poCet semen vykli¢il v prvnim tydnu pokusu, déle

pak v druhém tydnu, v dal$ich tydnech jiZ vykli¢il pouze minimalni pocet semen.

5.3 Pokus¢.3
Tab. ¢. 4 — Pocty vyklicenych semen pokusu €. 3

Pinus sylvestris, zalozeno 20. 11. 2014

datum pocitani M2 |H M |L K M2S (HS|MS (LS |KS |soucet

27.11. 122 238 | 207 | 169| 113 o O 9| 100| 2 960
4.12. 40| 48| 58| 72| 39 o O 0Ol 88| 0 345
11.12. 1 3 2 3 1 o O 0 310 13
18.12. 0 0 1 0 0 o O 0 310 4
25.12. 0 0 0 0 0 o O 0 0| 0 0
celkem 163 | 289 | 268 | 244 | 153 o 0 9194 2 1322

3. 12. stresovy cyklus

Posledni pokus byl zalozen 20. 11. 2014. Pocet vyklicenych semen byl pocitan poprvé
27. 11., dédle pak 4. 12., 11. 12., 18. 12. Posledni poc¢itani bylo provedeno 25. 12. 2014 (viz
tab. €. 4). Celkové v pokusu vykli¢ilo 1322 semen z 5000, coz je kli¢ivost 26,4 %.

Z vysledki vyplyva, Ze nejvice semen vykli€ilo v prvnim tydnu (jako u pokusu €. 2),

tedy pii prvnim pocitani od poc¢atku pokusu, a to 72,6 %. V druhém tydnu vyklicilo 26,1 %
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a dalsf tydny vykli€il pouze zanedbatelny nebo nulovy pocet semen. Kli¢eni u vétSiny semen
tedy probchlo v prvnich dvou tydnech. Pocet vyklienych stresovanych semen dosahoval
18 % z celkového poctu vyklicenych semen, coZ je shodny vysledek s pokusem ¢. 1.
Nestresované vzorky vykazuji vcelku vyrovnanych vysledkl, koncentrace H 289
semen, M 268 a L 244. Kontrolni vzorek m4 pocet 153 semen.
U stresovanych vzorkll bylo dosazeno abnormdlnich vysledki, které 1ze jen téZko objasnit.
V pfipad€ varianty LS bylo zaznamendno 194 ks vykliCenych semen. Kli¢ivost semen
v ostatnich variantdch je zanedbatelnd (MS 9 semen, ostatni kliCivost nulovd). V kontrolnim

vzorku KS vykli¢ila pouze dvé semena.

pokus €. 3
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Graf ¢. 5 — Celkovy pocet vykli¢enych semen pokusu €. 3
Graf ¢islo 5 zobrazuje, Ze za stresovych podminek vykli¢il maly pocet semen ve vSech

koncentracich, krom& koncentrace LS. V nestresovém prostiedi vykli¢ilo od 150 do 200

semen ve vSech koncentracich i v kontrolnim vzorku.
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Graf ¢. 6 — Pocet vykli¢enych semen v jednotlivych tydnech pokusu ¢. 3

Graf cCislo 6 opét zobrazuje razantni pocet vyklicenych semen v prvnim, dédle pak

v druhém tydnu. V dalSich tydnech byly poc¢ty nulové, nebo téméf nulové.

5.4 Primér z pokusu ¢. 1az3

Tab. ¢. 5 — Prumérné pocCty vykli¢enych semen pokusu €. 1 az 3

pocitani M2 |[H M L K |[M2S HS [MS (LS [KS |[soucet

7.den 87| 143| 127 80| 56 60| 40| 34| 45| 13 685
14. den 53 67| 140| 167 19 39| 11 10| 41| 13 560
21.den 9 22 13 12| 1 2 4 2 5( 7 77
28. den 0 3 2 ol O 0 1 0 1] 2 9
35.den 6 8 7 9| 4 6| 15 11 71 7 80
celkem 155| 243| 289 268| 80 107 | 71 57| 99| 42 1411

V tabulce ¢. 5 jsou uvedeny souhrnné vysledky (priméry) za vSechna opakovani
pokusu.

Primérné vyklicilo 1411 semen z celkového poctu 5000, coz je kli¢ivost 28,2 %.
Nejvyssi pocet semen vykli¢il v prvnim a druhém tydnu, tedy pfi pocitani prvni a ¢trnacty den
od zaloZeni pokusu. Prvni tyden (vztaZeno k celkovému poctu vykli¢enych semen) vykliCilo
48,6 %, druhy tyden 39,7 %, tieti tyden vSak uZ pouze 5,5 %, Ctvrty tyden zanedbatelnych
0,6 % a paty tyden (diky abnormdlnim vysledkiim pokusu €. 2) 5,7 %.
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pramér pokusu €. 1 az 3
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Graf ¢. 7 — Primérny celkovy pocet vykli¢enych semen pokusu €. 1 az 3

Graf ¢islo 7 zobrazuje primérné hodnoty z pokust 1 az 3 a je z ného ziejmé, Ze za
béZznych podminek kultivace vykliCil podstatné vyS$i pocet semen nez za podminek
stresovych, bez ohledu na koncentraci BRs roztoku. Kontrolni vzorek u semen bez stresu

vypovida o pozitivnim vlivu BRs na kli¢eni semen borovice lesni.

o b4 o A4 w
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Graf ¢. 8 — Priimérny pocet vykli¢enych semen v jednotlivych tydnech pokusu ¢. 1 az 3

Graf ¢islo 8 zobrazuje primérné hodnoty z pokust 1 az 3, v jednotlivych tydnech
kultivace. NejvysS§i pocet semen vykli¢il v prvnim a druhém tydnu, bez ohledu na
koncentrace. V dalS$ich tydnech pocet vykli¢enych semen jiz rapidné klesl k poctim do

20 kusa.
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6 Diskuze

Zatimco doposud publikované zahranicni studie v oblasti zeméd¢lstvi (Krishna, 2003;
Miissig, 2005) popisuji prokazateln¢ pozitivni vliv na rist a vyvoj zemédé€lskych plodin,
v oblasti lesnictvi nejsou vysledky tak jednoznacné. V nékterych pokusech mély BRs
dokonce i negativni vliv na lesni sazenice.

Mandava (1988), Rao et al., (2002), a Bajguz (2007) ve svych vyzkumech zminuji

pozitivni vliv BRs na stimulaci prodluzovéni stonku u mnoha pievdzné zeméedélskych rostlin.

6.1 Vliv na sazenice lesnich dFevin

Utinkiim aplikace BRs na dieviny se ve svych pracich vénovali Li et al., (2008), ktef{
testovali vliv BRs na sazenice trnovniku akétu (Robinia pseudoacacia L.), které byly pied
vysadbou namaceny v roztoku s BRs v koncentraci 0-0,4 mgl™"'. Tato studie uddvé, Ze
u sazenic doslo jak k vyraznému zvyseni ristu, tak k jejich vySs$i odolnosti proti stresum.
Nejlepsi vysledky byly dosazeny pfti pouZiti roztoku s BRs o koncentraci 0,2 mg.l’l.

Zajimavych vysledki dosdhli také Mandava, Thompson (1983), ktetfi uvadéji, Ze
aplikace brassinosteroidi u druhu Phaseolus vulgaris zptisobila prodlouzeni, zakiiveni a otok
pii davce nizsi nez 0,01 mg a prasknuti stonku v mnoZzstvi vyssim nez 0,1 mg.

Polacek (2014) uvadi, Ze v hodnotach priméru kotfenového krcku sazenic buku lesniho
jsou u méfeni jen nepatrné rozdily mezi oSetfenou a neoSetfenou variantou. V piipadé vysky
vykazovaly signifikantné¢ vyssi hodnoty sazenice oSetiené. Hodnoty mortality ukazuji, Ze
vys§i procento umrtnosti sazenic béhem sledovaného obdobi bylo u kontrolnich
(neoSetfenych) sazenic. Dle Polacka (2014) maji tedy BRs pozitivni vliv na pfirist sazenic
buku lesniho, ale Novédkova et al. (2015) uvadéji, ze efekt aplikace roztoku brassinosteroida
(BRs) na sazenice lesnich dfevin miiZe byt rozdilny v zdvislosti na dfeviné a sledovaném
parametru. Z pohledu statistického vyhodnoceni byl v pifipad¢ borovice lesni potvrzen
pozitivni vliv zvySujici se koncentrace BRs na sniZzeni mortality, efekt na pfirst byl spiSe
negativni. U smrku ztepilého (Picea abies) nebyl zjiStén statisticky prukazny pozitivni vliv
aplikace roztoku BRs na sniZeni mortality.

Vlivem BRs na mortalitu sazenic v podminkach riznych lesnich Skolek se zabyvali
také Novdkov4 et al. (2015), kteti tvrdi nésledujici: V lesni Skolce Cikov byla mortalita smrku
nejniz$i u varianty K (kontrola) — (2,0 %), nejvyS$i u varianty S (stiedni) — (5,7 %).
V Kléasterci nad Ohii byla prikazné nejnizsi mortalita zjiSténa u varianty N (nizkd, 1,3 %)

oproti K (kontrola, 4,4 %) a S (stiedni, 3,7 %). Mezi mortalitou SM u jednotlivych
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testovanych variant v lesni Skolce TiSice nebyl zjiStén Zadny statisticky prukazny rozdil;
mortalita byla celkové nizka (max. 1,02 %).

Déle Novakova et al. (2015) uvadéji, Ze u borovice lesni (Pinus sylvestris) v lesni
Skolce Tisice byla prikazné odliSnd u vSech testovanych variant. Nejnizsi byla u varianty

V (vysokd) a déle byla zaznamendana zvySujici se mortalita v z4vislosti na poklesu ddvky BRs.

6.2 Vliv na kli¢ivost semen

Kunes et al., (2015) uvadéji, Ze stres suchem vyrazné snizil klic¢ivost a klic¢eni smrku
ztepilého (Picea abies), borovice lesni (Pinus sylvestris) a douglasky tisolisté (Pseudotsuga
mensiesii), ale pfi aplikaci BRs bylo dosazeno vyssi kli¢ivosti pfi stresovych ucincich sucha
na semena smrku ztepilého a borovice lesni.

Potvrdit 1ze vyzkumy Xi, Zu, (2010), ktefi uvadi, Ze brassinosteroidy vyznamné
podporuji klieni semen. V pokusu této prace bylo zjiSténo, ze BRs maji prokazatelné
pozitivni vliv na klieni semen borovice lesni (Pinus sylvestris). Zatimco semena neoSetiend
BRs méla kli¢ivost pouze 16 %, semena oSetfena BRs roztokem méla klicivost 47,8 %.

Semenarsky zdvod Tynisté nad Orlici uvadi u osiva pouzitého v tomto pokusu
klic¢ivost 84 %, ale kliCivost zjiSténa v pokusech této prace (semena oSetiena BRs roztokem)
je pouze 47,8 %, za béznych podminek kultivace. Kli¢ivost kontrolniho vzorku byla pouhych
16 %. Za stresovych podminek (zvysend teplota) byla kliCivost 16,7 % u semen oSetienych
BRs a 8,4 % u vzorku kontrolniho.

Energie kliCeni byla stanovena semendiskym zdvodem na 41 %, ale v této préci
(semena oSetfend BRs roztokem) vySla v béZnych podminkach kultivace na 21,86 % a u
kontrolntho vzorku byla pouhych 11,2 %. Za stresovych podminek byla energie kliceni
8,95 % u semen oSetienych BRs a 2,6 % u vzorku kontrolniho. I pies celkovou nizkou
kli¢ivost nezavisle na variantach lze zaznamenat mirné pozitivni vliv BRs, a to jak u variant
kultivovanych za standardnich podminek, tak u variant vystavenych teplotnimu stresu.

Li et al. (2004) uvadi, Ze rychlost kliceni a energie kli¢eni u Ailanthus altissima
vzrostla o 17,6 % a 18,8 % a primérna rychlost kliceni (tj. doba kli¢eni) semen byla zkracena
0 1,4 dne za pouziti optimalni koncentrace BRs (0,4 mg.I"") ve srovnéni s kontrolou.

Nekteré diléi vysledky sice naznacuji pozitivni vliv BRs na kliceni semen lesnich
drevin, ale vzhledem k relativné malému efektu by pfipadné zavedeni do praxe bylo zatim
ziejme predcasné. Je tfeba dalSiho podrobného zkoumani vlivu BRs na kliceni semen riznych

lesnich dfevin, pro zvySeni reprodukovatelnosti vysledki.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo posoudit potencidl vyuZiti brassinosteroidii v lesnim
semenafstvi, Skolkafstvi a pii zaklddani lesa. Brassinosteroidy jsou rostlinné hormony, které
se ptirozen¢ vyskytuji v rostlindch a mohou mit, za urcitych podminek, pozitivni vliv na rast a
vyvoj vSech druhil rostlin. Dnes se vyrabi synteticky a jsou uc¢inné jiz pfi velmi nizkych
koncentracich. V zeméd¢€lstvi je zndma jiZ celd fada vysledkl vyzkumu, ale v oblasti lesnictvi
vSak zatim nebylo provedeno dostatecné mnoZzstvi vyzkumi, v oblasti BRs.

V préci bylo, kromé strucné literarni reSerse o brassinosteroidech, zhodnoceno nékolik
konkrétnich vyzkumii a studii o vlivu brassinisteroidli na semena lesnich dievin a lesni
sazenice. Posuzovan byl vliv BRs na kli¢eni semen, mortalitu sazenic, rist biomasy a také
vliv na toleranci vigci stresu.

Pfi celkovém zhodnoceni dosavadnich vysledk vyzkumu v oblasti lesnictvi nelze
jednoznacné tvrdit, Ze maji BRs prokazateln¢ pozitivni vliv na lesni osivo a sazenice lesnich
dfevin. Brassinosteroidy mohou, za urcitych podminek, zptsobovat zvySeni piiriistu biomasy
(zvétSeni nadzemni ¢asti, kofent, kofenového kréku), didle mohou sniZovat mortalitu sazenic a
také mohou zvySovat kli¢ivost a energii kliCeni semen. Za urCitych podminek je vSak vliv
BRs nulovy, nékdy dokonce zdporny, kdy vzorky osetiené BRs roztokem vykazuji horsi
vysledky nez vzorky kontrolni.

Néplni praktické c¢éasti této prace byl pokus, jehoZ cilem bylo zhodnotit vliv
brassinosteroidii na kliceni semen borovice lesni (Pinus sylvestris), a to jak v béZnych
podminkach kultivace, tak v podminkéch stresovych. Cely pokus probihal v klimakomofte,
kde byla semena vystavena stresu zvySovanim teploty na 42 °C. Z vysledki vyplyvd, Ze
semena oSetfend rtiznymi koncentracemi BRs roztoku vykazovala znatelné vyssi kliCivost,
neZ semena v kontrolnich vzorcich (bez pouZziti BRs) za béZnych podminek kultivace. Semena
vystavend stresu v podob¢ zvySené teploty méla pii pouziti BRs také vyssi klicivost, ale ne
tak markantni jako u semen v béznych podminkéach kultivace.

Zavérem lze tedy fici, Ze jisty potencidl vyuziti brassinosteroidil v lesnim hospodatstvi
je, ale vysledky dosavadnich studii ukazuji, Ze zavedeni BRs do béZné praxe nema v soucasné

dobé¢ efektivni vyznam.
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