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Abstrakt

Nazev prace: Potencidl vyuziti brassinosteroidii v lesnim semenafrstvi se zietelem na
druhy vyuzitelné k produkci vanocnich stromkad.

Cil prace: Cilem prace bylo posoudit vliv brassinosteroidii na kli¢eni borovice lesni
(Pinus sylvestris L.).

Metodika: V praci byly hodnoceny ucinky synteticky piipraveného analogu 24 —
epibrassinolidu (brassinosteroid 2a, 3a, 17 — tri — hydroxy — 5a — androstan — 6 — one)
ve tfech riznych koncentracich a v kontrole (0 % ucinné latky) na kliCeni semen
borovice lesni (Pinus sylvestris L.). Semena byla vroztocich o pfislusné
koncentraci pouzitého brassinosteroidu macena 48 hodin pifed zapocetim pokusu.
U kontroly méceni probéhlo v destilované vodé. Semena byla dale rozdélena do dvou
teplotnich rezimi, stresovaného a nestresovaného. Ve stresovaném teplotnim reZimu
byla semena vystavena ptechodné teplotam az 42 °C. V nestresovaném rezimu
probihalo kli¢eni po celou dobu pokusu pii teplotich definovanych normou CSN 48
1211. Na kazdou kombinaci koncentra¢ni varianty a kultiva¢niho rezimu bylo pouZito
500 kust semen. Semena byla vyseta po sto kusech do kli¢cnich nadob na vodou
zavlazeny filtracni papir. Nadoby byly umistény do rastové komory. Pln¢ nakli¢ena
semena (klicek je 4x delsi nez samotné semeno) byla pocitana a byla méfena konkrétni
délka klicku kazdého nakliceného semene.

Vysledky: Nejlepsi vysledek ukazala koncentrace H — nejvyssi (0,4 mg. I'Y), a to v obou
rezimech, ve stresovaném 1 optimalnim. Vysoka koncentrace zvysila kli¢ivost
V nestresovaném rezimu 0 16,8 % a pii stresu dokonce o 31 % ve srovnani s kli¢ivosti

semen V kontrolni varianté.

Kli¢ova slova: brassinosteroidy; lesni semenafstvi; vanocni stromky; osivo; kliceni



Abstract

Title: Potential of brassinosteroids for forest seed management with regard to species
utilizable as Christmas trees.

Objectives: The aim of this work is to assess the effect of brassinosteroids on
germination of selected forest tree species with a potential to be used for the production
of Christmas trees.

Method: The synthetically prepared analog 24 — epibrassinolide (brassinosteroid 2a, 3a.,
17 — tri — hydroxy — 5a — androstan — 6 — one) was tested on germination of seeds of
Scots pine (Pinus sylvestris L.). Prior to launch of germination, the seeds were being
soaked for 48 hours at three different concentrations of the tested brassinosteroid (BR —
treatments) and in distilled water only (control), respectively. Seeds of each above-
mentioned treatment were exposed to two alternative regimes: the stressed and
unstressed one, respectively. In the stressed regime, seeds were exposed to a stress
episode with temperatures up to 42 °C. In the unstressed regime the temperatures
followed a pattern prescribed by Czech seed testing rules. Fully germinated seeds (the
length of root radicle at least 4 times longer than the size of seed) were calculated. The

root radicle length of each germinated seed was measured as well.

Results: The best results were recorded in the BR-treatment with the highest

concentration of the tested brassinosteroid (0.4 mg.dm ~%) in both germination regimes.

As contrasted to the control, the high concentration treatment increased germination

capacity in the unstressed and stressed regime by 16.8% and 31%, respectively.

Key words: brassinosteroids; forest seed; Christmas trees; seed; germination
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1 Uvod

Role brassinosteroidi ve funkci rostlinného systému je intenzivné studovéna
v poslednich nékolika letech. Analyza prokazala, Ze schopnost syntetizovat, vnimat
a reagovat na brassinosteroidy je nezbytnd pro normalni rast a vyvoj rostlin. Tato prace
si klade za cil pokusem ovéfit schopnost brassinosteroidil, jakozto neddvno objevenych
rostlinnych hormont, pusobit na kli¢eni semen borovice lesni (Pinus sylvestris L.).
Je zaroven pokladano za potiebné zjistit, do jaké miry jsou brassinosteroidy schopny
potlacit nasledky stresovani semen pii kliceni, konkrétné teplotami vyssimi nez 40 °C.

Laboratorni prace a klicni pokusy byly provadény ve vyzkumné stanici Truba
Fakulty lesnické a dfevaiské Ceské zemé&délské univerzity v Praze, v obdobi od 12. 6.
2015 do 10. 7. 2015. Kazdy sedmy den od zalozeni pokusu probihalo méfeni délek
klickd u vyklicenych semen, ktera se po zméteni délky pro ptehlednost pokusu
nevracela zpét. Klicky se méfily pouze v ptipadé, Ze jejich délka presahla ¢tyifnasobek
délky celého semene. Vysledna data laboratorniho pokusu byla zpracovana pomoci

testu homogenity binomickych rozdéleni.

-11 -



2 LITERARNI RESERSE

2.1 Regulatory rostlinného ristu

2.1.1 Obecné informace o fytohormonech

Latky, které reguluji ristové a vyvojové procesy u rostlin, jsou vSeobecné
nazyvany rastovymi regulatory. Tento obecny ndzev vSak neodliSuje latky ptirozené od
latek synteticky pfipravenych. Pfirozené regulatory ristu lze rozdélit do dvou skupin:
rostlinné hormony (fytohormony) a dalsi latky s regulacni aktivitou (Prochdzka et al.,
1998).

Z vyzkumu zakonitosti rustu a vyvoje rostlin vyplyva, Ze v rostlinnych procesech
fytohormony a jejich interakce hraji vyznamnou roli. Neexistuje ristovy proces, ktery
by byl ovliviiovan (regulovan) pouze jednim fytohormonem. Na zadkladé urcitych
analogii s pusobenim hormonit zivocisnych je pét skupin endogennich ristovych
regulatorii povazovano za ristové hormony. Jsou to auxiny, cytokininy, gibereliny,
kyselina abscisova a etylen (Prochazka et al., 1998).

Hlavnim pfedstavitelem auxint je kyselina indolyl-3-octova (IAA), existuje vSak
fada dalSich sloucenin s auxinovym ucinkem. Tyto latky stimuluji apikalni dominanci,
tvorbu kotfend, prodluzovani a déleni buné€k, diferenciaci bunck, polaritu bunék,
schopnost atrahovat asimilaty vyvijejicimi se plody atd.

Kyselina giberelova (GA) a asi 90 dalsich molekul s giberelinovou strukturou
stimuluje dlouzivy rist, kli¢eni, bunééné déleni a u nékterych rostlin indukuje kveteni,
determinuje pohlavi kvétl a urychluje, poptipadé zvySuje nasazeni plodi atd.

Cytokininy jsou odvozeny od adeninu, ale cytokininové ucinky vykazuji
I aromatické derivaty mocoviny. Stimuluji bunééné déleni, vétveni stonkt, zpomalovani
starnuti, diferenciaci plastidd, rezistenci rostlin vii¢i nepfiznivym podminkdm prostiedi,
iniciaci tvorby semen atd.

Kyselina abscisova (ABA) obdrzela jméno podle jednoho ze svych G€inkd, totiz
opadu (abscize) listi. Dale hraje vyznamnou roli v dormanci, senescenci (starnuti),

v reakci rostlin na stres atd.

-12 -



Etylen je plynny fytohormon hrajici roli pti dozravani plodd, defoliaci, v reakci
rostlin na stres atd. (Psota, Sebanek, 1999).

Mimo tyto fytohormony existuje Vv rostlinach mnozstvi latek s ristové regulacni
aktivitou, které mezi hormony fazeny nejsou. Jsou to zejména brassinosteroidy,
polyaminy, kyselina jasmonovd, oligosachariny a velka skupina fenolickych latek
(vizobr.1a2).

Rostlinné hormony se lis§i od hormonu zivo¢isnych v mnoha aspektech. Rostliny
nemaji specifické zldzy s vnitini sekreci, které by hormony vytvarely, a vétSina
fytohormontl je syntetizovdna na vice mistech v rostliné. Koncentracni zavislost i¢inku
fytohormontl neni tak ziejmd jako u hormoni ZzivocisSnych a muize se pohybovat od
stimulace K inhibici rustové reakce. Fytohormony jsou vyrazné méné specifické nez
hormony zivocisné: kazdy z fytohormont ovliviiuje nékolik ¢asto odlisnych procest
a naopak, tyz proces byva ovlivnén vétsSim poctem raznych latek (Prochdzka et al.,

1998).

-13 -



2.1.2 Prehled nejdulezitéjsich endogennich rustovych regulatort

SKUPINA | NEJDULEZITEJSI LATKY VZOREC ZKR.
auxiny indolyl-3-octova @Ur CHaCOOH rick
kyselina u
fenyloctova
kyselina O’CHZ‘C‘”“_ PAA
éytokininy zeatin ,CH20H
v NH -CHz=CH=C__
(4"-hydroxy- P T CH,
-6-izopentenyl- KN /ll la
: : N
aminopurin) H CHy
izopentenyladenin NH_CH’_CHWC\CHJ
(6-izopentenyl- 1 j‘ IPA
aminopurin) N ﬁ
gibereliny 9
giberelin A4 co GAy
HO joH
0\ OO0H
) . |
giberelin Az @ S0H GA,
00H
abscisova _ HyC_-CH
kyselina abscisova H CH,
kyselina 3 é:§tH/c§CH—COOH ABA
etylen etylen HaC==CH, -

obr. 1 Prehled nejdiilezitéjsich endogennich riistovych reguldatorii (Prochazka et al., 1998).
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-3-metoxy- H
skoFicos)/(z) kyselina

ferulova e
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L0 OH
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SKUPINA | NEJDULEZITEJSI LATKY VZOREC ZKR.
polyaminy | putrescin NHz(CHz)(NH, Put
spermidin NH3(CHZ)3NHICH, ), NH, Spd
spermin NH2(CH,)3NHICHz), NHICH,),NH, | Sp
jasmonova| i 9 P
kyselina RIS JA
5 : kyselina COOH
brassino- | brassinolid OH
steroidy HO- gl
Cd o
HO™ ™8 5
-hydroxybenzoova
fenolické | {0 ctlina HO-Q—COOH PHBA
latky (p-kumarové
4-hydroxy- Ll CA
skoFicova) kyselind® —O_CH"CH COOH  lhica)
FA

obr. 2 Prehled nejdiilezitéjsich endogennich riistovych reguldtoru (Prochazka et al., 1998).
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2.2 Brassinosteroidy

2.2.1 Historie objevu, charakteristika a pfirozeny vyskyt brassinosteroid

Brassinosteroidy jsou steroidni rostlinné hormony, zndmé od roku 1988. Aktivuji
dlouzivy rast a stimuluji bunécné déleni. Jsou dosud malo prozkoumané (Hradecka,
2009). Jsou skupinou rostlinnych polyhydroxy — steroidd, které byly uznany jako novy
druh hormond, které hraji zasadni roli ve vyvoji rostlin (Bajguz, 2011).

Role brassinosteroidii ve funkci rostlinného systému je intenzivné studovana
Vv poslednich n€kolika letech. Analyza prokdzala, ze schopnost syntetizovat, vnimat
a reagovat na brassinosteroidy je nezbytna pro normalni rist a vyvoj rostlin (Haubrick
et al., 2006).

Brassinosteroidy byly pojmenovany podle fepky (Brassica napus L.), zjejihoz
pylu byla jedna z nich — brassin — prvné izolovana. Dnes je jich znamo jiz na 70.
Piirodni se oznacuji jako brassinolidy (BL). Syntetické a jejich derivaty jako
brassinosteroidy (BRs). Pod pojmem brassinosteroidy byvaji ozna¢ovany i brassinolidy
pifipravené v laboratofi (Hradecka et al., 2009). Velky pokrok byl dosazen v jejich
izolaci, charakterizaci a mozném mechanismu ucinku (Hayat et al., 2003).

Problematika vyuziti brassinosteroidii je v soufasné dobé feSena zejména
vV zeméd¢lstvi. Z vyzkumu vyplynulo, Ze brassinosteroidy mély pozitivni (dynamicky)
vliv na prodlouzeni stonku, vcetné podpory epikotylu, hypokotylu, koleoptile
a mezokotylu u dvoudéloznych rostlin. Dale bylo prokdzano, Ze brassinosteroidy maji
pozitivni vliv na kli¢eni semen (Novakova et al., 2015).

Brassinolid se v pfirodnich materidlech vyskytuje v nepatrnych mnozstvich. V pylu
fepky je obsazen v koncentraci asi 0.1 ppm, v halkach kaStanu 0.001 ppb a v Cinském
zeli 0.0003 ppb (Hradecka et al., 2009). Brassinolid byl nalezen i v mnoha dalSich
rostlinnych materidlech, jako jsou napftiklad rostliny a semena fazole, je pfitomen
v fedkvickach, v zeleném ¢aji, halkach kastanu, slunecnici, ryzi, ¢aji, pylu borovice
aolSe, je pfitomen ve vcelimmedu apod. Obsah brassinolidu ve vSech téchto
materidlech je vSak velmi nizky, jeho isolace je pracna a ndkladna. Protoze se
brassinolid v pfirodnim materidlu vyskytuje ve velmi nizkych koncentracich
(pod 0,1 ppm), isolace z prirodniho materialu pro praktické pouziti nepiichazi v tivahu.
Byly proto provedeny pokusy pfipravit brassinolid synteticky. Pfestoze dosud bylo

publikovano nékolik syntetickych zpisobu ptipravy brassinolidu, vSechny maji jednu
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nevyhodu — jejich pfiprava je velice dlouha a nakladna. Proto byla syntetizovana fada
analogii brassinolidu — brassinosteroidt, tj. latek, které maji ucinky podobné
brassinolidu, ale které jsou podstatné dostupné&jsi (Kohout, 1995).

Brassinolid a jeho analoga jsou regulatory rustu rostlin, které podporuji rust
velkého mnozstvi rostlin. U rostlin dochazi jak ke zvySeni poctu nasazenych kvéta, tak
ke zvyseni suché a mokré hmotnosti zelené hmoty, zvétSeni po¢tu a zvySeni velikosti
semen ¢i plodl. Zvlasté vyznamny je antistresovy ucinek, ktery se projevuje zvySenim
odolnosti vii¢i piisobeni herbicidu, chloridu sodného, chladu, suchu, nedostatku zivin
apod. (Kohout, 2004). V rostlinach se vsak nevyskytuje pouze brassinolid. Do dnes$ni
doby je znamo vice nez 30 prirozenych brassinosteroidili, z nichz nékteré byly dokonce

nejdiive syntetizovany a teprve potom nalezeny v rostlinach (Kohout, 1995).

2.2.2 Vliv brassinosteroidl na rostliny

2.2.2.1 Vliv brassinosteroidt na rust rostlin a diferenciaci pletiv

Mnohé studie prokéazaly roli brassinosteroidii jak samostatné, tak 1 v interakci
S ostatnimi rostlinnymi hormony v procesech, jako je bunétné prodlouzeni a klic¢eni
semen. Na rozdil od téchto studii je jen mdlo zndmo o tom, jak je vnimani
brassinosteroidli spojeno s konkrétni fyziologickou reakci, jako je odolnost viici stresu.

(Haubrick et al., 2006).

2.2.2.2 Vliv brassinosteroidt na koreny

Ve srovnani s jinymi ¢astmi rostliny, vykazuji kofeny mnohem niz§i mnoZstvi
brassinosteroida (Kim et al., 2000).

Kofeny vyzaduji aktivni brassinosteroidy v mnohem mensi mife nez ostatni ¢asti
rostliny. Brassinosteroidy jsou dulezité regulacni latky v kofenech a plati, ze
brassinosteroidy nahodnou tvorbu kofent inhibuji. Rast kofent se vyrazné odviji od

koncentrace pouzitého brassinosteroidu (Miissig et al., 2003).

2.2.2.3 Vliv brassinosteroidt na kvéty a na kli¢eni semen

Brasisinosteroidy pravdépodobné podporuji rast pylové lacky pii prorastani
bliznou (Miissig, 2005).

Obsah brassinosteroidd v pylu je oproti jinym ¢astem rostliny velmi vysoky, coz
naznacuje, Ze brassinosteroidy mohou mit vyznamnou roli pii regulaci reprodukce.
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Velmi vysoké koncentrace brassinosteroidi byly nalezeny také v semenech. Pyl
anezrald semena jsou nejbohatsi zdroje s rozsahy 1-100 ng.g! &erstvé hmotnosti,
zatimco ostatni Gasti rostliny a listy maji obvykle nizsi mnozstvi 0.01-0,1 ng.g~* derstvé
hmotnosti (Bajguz, Tretyn, 2003).

Aplikace brassinolidu zlepsila kliceni fefichy ¢i eukalyptu
(Eucalyptus camaldulensis). Brassinolid, 24-epibrassinolid a 28-homobrassinolid
podpotily kli¢eni semen podzemnice olejné (Arachis hypogaea). Obdobné vysledky
byly ziskany pii oSetieni semen fepky, rajcete, tabaku, a dalSich (Rao et al., 2002).

2.2.2.4 Vliv brassinosteroidd na vynos

Brassinosteroidy napft. zvysuji vynosy fedkvicek o 84 %, fazole a pepie o 35 %,
rajskych jabli¢ek az o 40 % apod. Pfiznivy vliv brassinosteroidi byl prokazan i pii
pestovani okurek, pSenice, ryze, jeémene, brambor, hoicice, lesnich stromkt a dalSich
rostlin. Koncentrace brassinolidu v roztocich pouzivanych pro oSetfovani rostlin je
1077 a7 10* mol/l. Né&které brassinosteroidy, napf. 24-epibrassinolid, byly aplikovany

na kultury psenice, je¢mene, brambor a ryze i ve velkém metitku (Kohout, 2004).

2.2.2.5 Vliv brassinosteroidu na starnuti (senescenci)

Brassinosteroidy hraji dilezitou roli pfi regulaci procesu starnuti rostlin. Naptiklad
studium zrani oplodi rajcete jedlého (Lycopersicon lycopersicum (L.) ptineslo poznatek,
ze po oSetieni 24 — epibrassinolidem nebo 28 — homobrassinolidem, dojde ke zvySeni
produkce lykopenu, sacharida a ethylenu, kdezto obsah kyseliny abscisové klesa, tzn.,
urychluje se zrani plodu. OSetieni ryze seté (Oryza sativa L.) brassinosteroidy urychlilo

zrani a vyrazné zvysilo obsah skrobu v zrnu (Vlasankova, 2012).

2.3 Kliceni semen
Kliceni jako fyziologicky proces zacina piijmem vody do semene, popiipadé
obilky, tj. inhibici a kon¢i poc¢atkem prodluzovani (zvétsovani) kotinku (radikuly). Do
kliceni je tedy zahrnovana fada procesit od hydrolyzy Skrobu, bilkovin a dalSich
zasobnich latek pfes subcelularni strukturdlni zmény, déleni bunéck, respiraci,

makromolekularni syntézy az po zvétSovani bunék. Kombinace vSech téchto zmén vede
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k pfemén¢ dehydratovaného embrya se siln¢ utlumenym metabolismem v embryo, které
ma mohutny metabolismus promitajici se do jeho rdstu, a néasledné¢ do ristu celé
rostliny. Kliceni ve fyziologickém smyslu slova jiz tedy nezahrnuje pocatecni rist kli¢ni
rostliny (Psota et al. 1999)

Kli¢eni je obnoveni metabolické aktivity semen vedouci k prodluzovani bunék
radikuly a hypokotylu. Semena v endogenni dormanci mohou kli¢it az po jejim
odeznéni. Semeniim bez endogenni dormance postaci ke kliceni zbobtnani ve vodé,
jsou-li pii tom splnény dalsi vnéjsi podminky (teplota, obsah kysliku a u nékterych
druhti intenzita svétla). Pfijmem vody do koloidniho systému semen béhem bobtnani je
narusen klid semen (dormance), souvisejici s odvodnénim cytoplazmy. Bobtnat mohou
i mrtva semena, neschopna kli¢it. U semen szivym embryem dochdzi k aktivaci
dychani a stupniovani enzymatické a hormonalni aktivity. Ta je nezbytna k mobilizaci
latek uloZenych v rezervnich organech semen (v endospermu, délohach, popiipadé
I V perispermu) a vyuzivanych pro vyzivu kli¢iciho embrya. To vse se déje jeste pred
tim, nez dojde k viditelnému kliceni, tj. k rGstu radikuly embrya skrz prasklou testu
semene. Kofinek roste zprvu jen prodluzovanim bunék vytvofenych v embryu

(Prochazka et al., 1998).

2.3.1 Obecna stavba semene (obilky)

Semeno je mnohobunéény rozmnozovaci Utvar, ktery vznikl (vyviji se) na matetské
rostliné z oplozeného vajicka. Jeho velikost je velmi rozmanitd. Semena mohou mit
rozli€ny tvar, napiiklad kulovity, vejcovity, ledvinovity, vélcovity, vietenovity aj.

Podrobnéjsi popis jednotlivych ¢asti semene ukazuje obr. 3.

PIn¢€ vyvinuté semeno tvori:

— osemeni (testa) — Vytvaii se z obald vajicka nebo jen z jejich Casti

— zivné pletivo pod osemenim (perisperm) — vznikd pfeménou pletivového jadra
vajicka

— Zivné pletivo vnitini (endosperm) — vyviji se z centrdlniho jadra zarodecného
vaku

— zarodek (embryo) — je umisténo centrdlné nebo bocn¢ a vznikd z oplozené

vajecné bunky
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endosperm

buiiky endospermu se §krobem
v bilkovinné matrici
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hyalinni tkan
testa (osemeni)

cylindrické buiiky
pfi¢né buiky
hypodermis
epidermis

buné¢na vrstva klicku
Stitek na klicku
rudimentarni kli¢ek
primarni kofinky
stitek kofinki
klobouéek kofinki

obr. 3 Obecnd stavba semene (obilky), (Mahdalova; 2012)

2.3.2 Moiznosti hormonalni regulace kli¢eni

Pokusy s ovlivnénim kli¢eni semen jejich zbobtnanim v roztocich auxinovych
fytohormonil byly konany v oblasti zemé&d¢€lskych osiv jiz v Ctyficatych a padesatych
letech minulého stoleti. Uzivalo se vétSinou kyselin indol-3-maselné nebo naftyloctove,
Casto v kombinaci s kyselinou nikotinovou. Vysledky byly velmi kolisavé (podle
provenience a stafi osiva, klimatickych a ptidnich podminek, druhu a intenzity vyzivy

rostlin a dalsich vlivii prostiedi). Uspéchy byly zaznamenany v nékterych pokusech

zejména u kofenové zeleniny a byly vysvétlovany zdsahem auxinli do embryonalnich
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korelaci (upfednostnéni riistu radikuly v neprospéch plumuly). Zaznamenané stimula¢ni
ucinky se obecné (i obilnin) daly Casto vysvétlit i pouhym vylouzenim inhibi¢nich latek
pii pfedsetbovém maceni semen (obilek) v ptisluSnych stimulacnich roztocich. Ptipadné
stimula¢ni G¢inky byly také ¢asto ziejmé jen v prvnich etapach ristu kli¢eni rostliny.
Také aplikace giberelinid a cytokinind na osiva mize v nékterych ptipadech plisobit
pozitivné na kli¢eni, coz zpravidla souvisi s i€¢inkem téchto fytohormonti na ruSeni
endogenni dormance semen. Zbobtnani osiv v roztocich giberelinii je vsak spojeno
s nebezpeCim, Ze od pocatku muze dojit k nezadouci poruse korelace mezi plumulou
a radikulou ve prospéch plumuly a mize tak dojit k nevhodnému pocate¢nimu zesileni

prodluzovaciho ristu lodyznich internodii (Psota, Sebanek; 1999).

2.3.3 Typy kli¢nich rostlin

Kli¢eni zacind vzdy rGstem kofinku. Ten po urcitou dobu nejprve brzdi rust
nadzemnich c¢asti kli¢ni rostliny (plumuly). U dvoudéloZnych rostlin je kliceni bud’
nadzemni (epigeické), nebo podzemni (hypogeické). V prvém ptipadé jsou délohy
vyneseny rostoucim hypokotylem nad povrch pidy a predstavuji prvni asimilacni
organy (napf. len, tykev, buk). Ve druhém ptipadé =zistavaji délohy pod zemi
a pfedstavuji zasobarnu Zivin pro zaatek rlstu klicni rostliny. Hypokotyl je tu velmi
kratky a vlastni kli¢ici lodyzka je v podstaté clankem naddéloznim, epikotylem (napf.
hrach, bob, dub, mandlon), (Prochazka et al., 1998). V piipadé borovice lesni (Pinus

sylvestris) se jedna o kli¢eni epigeické.

2.3.4 Biochemické zmény p¥i kliceni

U suchych semen v dobé klidu je aktivita zivotnich procest nepatrna. S pfijmem
vody do semene dochazi k pronikavému zvyseni intenzity dychani. Proto vétSina semen
potiebuje ke kli¢eni dostatek kysliku. V prvnich etapach ptfevazuje u vSech semen
anareobni typ dychéni. U vétSiny semen je po 24 — 36 hodinach od zacatku klieni
komplex procest dychani predstavovan aerobné.

Mezi nejcastéjSi zdsobni latky patfi Skrob. Na jeho Stépeni se podili enzymy
glykolyzy. Dals$imi zasobnimi latkami jsou bilkoviny, které obsahuji zna¢né mnozstvi

glutaminu, argininu a asparaginu (Prochéazka et al., 1998).
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2.3.5 Klicivost semen

Kli¢ivost semen je ukazatel jakosti urCeny poctem cistych vykliCenych semen
Vv primérném vzorku za stanovenou dobu, vyjadieny v procentech Zjistuje se
laboratorni zkouskou béhem stanovené doby na lizku (napf. na filtraénim papife, vat¢,
pisku apod.). K zjistovani kli¢ivosti se také pouzivaji rizné typy kli¢idel (Jakobsenovo,
kli¢idlo, SLH apod.), které musime pied zkouskou dezinfikovat (napi. 0,4% roztokem
formalinu). Dnes jsou vSak klasické metody stanoveni kli¢ivosti nahrazovany
biochemickymi a rentgenologickymi.

V uréenych dnech se stanovuje energie kliceni. Energie (rychlost) kli¢eni semen je
ukazatel jakosti uréeny pomérem poctu vykli¢enych semen v primérném vzorku na
zacatku a na konci stanovené doby. Vyjadiuje se v procentech.

Semena ztraceji i v optimalnich podminkach po uréité dob& zivotnost, coz je
spojovano s degradaci DNA. K optimalnim podminkdam skladovani patii kromé snizeni
obsahu vody v semenech piedevs§im snizeni teploty. Vysoka teplota a vlhkost béhem
skladovani mohou ptsobit velmi Skodlivé, nebot” kromé ztrat vzniklych ,,prodychanim*
zasob semene hrozi nebezpeci, ze teplo uvolnéné pii dychéni semen poskodi probuzeny
zarodek.

Zivotnost semen ma v zavislosti na druhu rostlin odlinou dobu trvani. Nékteré
druhy maji semena Zivotna jen né€kolik tydni (vrba, topol, kdvovnik), u jinych mohou
byt zivotna i1 déle nez 100 let (napf. leknin, lotos). Ke ztraté klic¢ivosti béhem doby
skladovani semen dochazi diive u semen, kterad byla sklizena nedostatecné vyzrala nebo

byla skladovana za nevhodnych podminek (Prochazka et al., 1998).

2.3.5.1 Zkousky kli¢ivosti

Semena riznych druhii vyzaduji pro objektivni stanoveni rtizné typy substrati,
napiiklad na povrchu filtratniho papiru nebo mezi vlhéenym filtracnim papirem,
v rolickach, skladanych ,,harmonikach®, na pisku, cihlové drti atd. Nekteré druhy muse;ji
byt zkouSeny ve tmé nebo s regulovanou délkou doby osvétleni. Druhova odlisnost je

také u teploty.
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Hodnota energie kli¢eni je zalozena na spocitani vyklicenych semen v prvych
dnech po nasazeni; ¢im vétsi je pocet vyklicenych semen, tim vyssi vitalitu osiva lze

predpokladat (Houba, 2007).

vewvs

2.3.6 Vnéjsi podminky kliceni

2.3.6.1 Voda

Voda je nezbytnd pro zbobtnani semen, jez predchazi jejich kliceni. Testa
(osemeni) je pro vodu nejvice prostupnd kolem pupku semene. Ve vodé Casto tvori
nejprve zahyby. Rychlost absorbce vody je nejveétsi hned poté, co semena piisla do
styku svodou. Pfijem vody v této prvni etapé nezavisi na zivotnich pochodech
a zvysuje se se vzestupem teploty (pii rustu o 10 °C 1,6 az 2krat) Zavislost piijmu vody
na osmotickém tlaku roztoku, v némz semena bobtnaji, je nepiima.

Nejvetsi aroven hydratace je v embryu. Jakmile v ném stoupne obsah vody nad
60 %, zacnou se v semeni aktivovat metabolické systémy, a tim zapocne i pfiprava na
objemovy rist embryonalnich bunék. Pfijem vody do embrya pak souvisi také
s transportem organickych slou¢enin ze zéasobnich ¢asti semen. Kdyz pak kofinek
prorazi  osemeni, dojde k dalS§imu zvySeni rychlosti piijmu  vody

(Prochazka et al., 1998).

2.3.6.2 Kyslik
Energie nezbytna ke kli¢eni se ziskava pii oxidacni fosforylaci. Kyslik je proto

nezbytnou podminkou kli¢eni (Prochéazka et al., 1998).

2.3.6.3 Teplota

Vétsina semen kli¢i v laboratornich podminkach pfi konstantni teploté. Semena
nékterych druhli vSak nejsou schopna klicit bez kolisani teplot, které je v piirodé
obvyklé. Optimum a maximum kli¢eni lezi obvykle o néco niZ nez optimum
a maximum rustu.

Teplota kli¢eni semen se uplatiiuje 1 pii chladové stratifikaci, pii niz dochazi
K odbourani  inhibi¢nich  latek  podilejicich se na  dormanci  semen
(Prochazka et al., 1998).
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2.3.7 Vnitini podminky kliceni
Neéktera semena nekli¢i, 1 kdyZ jsou u nich splnény vSechny vnéj$i podminky ke

kli¢eni pottebné (Prochéazka et al., 1998).

2.3.7.1 Nepropustnost povrchovych vrstev pro vodu

Rozhodujici piekdzkou kli¢eni je vrstva palisddového sklerenchymu, jez
znemozinuje prostupnost vody testou. U tvrdych semen je mozno navodit bobtnani
naruSenim palisddového sklerenchymu. Miize se to dit chemicky (napf. kyselinou
sirovou) nebo mechanicky piskem ¢i rozbitym sklem (skarifikace). V pfirozenych

podminkach muze jit o naruSeni ¢innosti mikroorganismi (Prochazka et al., 1998).

2.3.7.2 Nepropustnost povrchovych vrstev pro plyny

V nékterych ptipadech jsou vnéjsi vrstvy semene (endosperm, nucellus nebo testa)
¢i plodu (perikarp) neprostupné pro kyslik a oxid uhlicity, takze embryo neni schopno
rust. Osemeni nepriichodné pro plyny mé napft. jasan (Fraxinus). U semen nékterych
druhil je nutno dokonce odloupnout celé osemeni, aby se umoznila vymeéna plynd, a tim

i kli¢eni (Prochézka et al., 1998).

2.3.7.3 Mechanicka pevnost testy

SniZeni této mechanické pevnosti je moZno dosdhnout stfidavym vysuSovanim

a zavlazovanim semen (Prochazka et al., 1998).

2.3.7.4 Nevyvinutost embrya

Ne&kdy semena nekli¢i po odlouceni od matefské rostliny i za pfiznivych vnéjsSich
podminek, protoZe nemaji jest¢ dobfe vyvinuté embryo. Z naSich stromi se to tyka
napt. jasanu. Po dobu dodatecného vyvinu embrya nesméji semena zaschnout

(Prochazka et al., 1998).

2.3.7.5 Vysoky obsah inhibi¢nich latek v semenech a plodech a hormonalni

regulace kliceni

Inhibi¢ni latky byvaji kromé duznatych plodi (napf. rajcat) obsazeny i v plodech
suchych, kde mohou zpomalovat kli¢eni. Tyto inhibi¢ni latky je pfitom mozZno vyplavit
vodou nebo je adsorbovat na aktivni uhli. Jedno a totéZ osivo miize pak ukazat rizné

hodnoty kli¢ivosti, podle toho, jaké mnoZstvi je na 1izku kli¢idla rozprostieno.
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Je-li rozprostieno husté, kli¢eni je nizsi, protoze se hromadi inhibi¢ni latky vyluhované

vodou (Prochézka et al., 1998).

2.4 Stresové faktory a eliminace jejich ucink(i pomoci brassinosteroidt

2.4.1 Obecna problematika stresu

Rostliny jsou v pribéhu svého zivota vystaveny velmi proménlivym podminkam
vnéjSiho prostiedi. Ty mohou nejen zpomalovat jejich zivotni funkce, ale také
poskozovat jednotlivé organy a v krajnim ptipadé vést 1 k jejich uhynuti. Nepiiznivé
vlivy vnéjsiho prostredi zadvazné ohrozujici rostlinu oznacujeme jako stresové faktory
(stresory). Termin stres je obvykle (i kdyz nejednotné) pouzivam pro souhrnné oznaceni
stavu, ve kterém se rostlina nachézi pod vlivem stresord. Nejde pfitom nikdy o né&jaky
ustaleny a snadno definovatelny stav, ale spiSe o dynamicky komplex mnoha reakeci.

Pfi negativnim plsobeni stresord dochazi ke spusténi fetézce, ktery byva
oznacovan jako stresova reakce. Bezprostfedné po zacatku plsobeni stresového faktoru
dochazi k naruseni bunéénych struktur a funkci (poplachova faze). Pokud intenzita
pisobeni stresoru nepifekracuje letalni troven, dochazi zahy k mobilizaci
kompenzacnich mechanismil (fdze rezistence). Ne vzdy vSak toto zvySeni ma trvaly
charakter. Pti dlouhodobém a intenzivnim plsobeni stresového faktoru muize byt
vystiidano dal$im poklesem (faze vycCerpani).

Plsobeni stresorti (napt. nizké teploty) vSak mulZe na druhé strané¢ podminovat
pribéh dulezitych morfogenetickych procest, napt. kli¢eni ¢i tvorby kvétnich organt,

a tim zvysit reproduk¢ni schopnosti 1 kompetitivni uspésnost (Prochézka et al., 1998).
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2.4.2 Prehled druht stresu vyskytujicich se u rostlin
—nadmémé uéinky vétru
— FYZIKALNI - nadmémé zafeni (UV, viditelné)

— extrémni teploty (horko, chlad, mraz)

ABIOTICKE FAKTORY-
—nedostatek vody (sucho)

— nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)

—— CHEMICKE =} nedostatek zivin v pidé
— nadbytek ionti soli a vodiku v pidé

— toxické kovy a organické latky v pads

— toxické plyny ve vzduchu

herbivorni Zivo¢ichové (spasani, poranéni)
BIOTICKE FAKTORY patogenni mikroorganismy (viry, mikrobi, houby)

vzajemné ovliviiovani (alelopatie, parazitismus)

vevs

2.4.3 Formy stresu u klicicich semen a jejich eliminace pomoci aplikace
brassinosteroidu

2.4.3.1 Nahlé zmény teplot

Vzhledem k tomu, Ze se zmény teploty mohou vyskytnout Castéji neZ jiné stres
zpusobujici faktory v ptirode, stres vyvolany zménou teploty se stal v dnesni dobé cilem
mnoha studii. Napftiklad kli¢ni rostliny kukufice jsou vysoce citlivé na chlad a stres
béhem kliceni a rané faze riistu. Aplikace brassinosteroidu podporovala oZiveni ristu
semenackl kukufice. Podobné, semenacky okurek kli¢ici ze semen namocené v roztoku
brassinosteroidu béhem inhibice meély rychlejsi rdst ve srovnani s rostlinami

neoSetienymi (Krishna, 2003).

2.4.3.2 Sucho a zamokreni substratu

Aplikace brassinosteroidl zlepSuje odolnost proti vysychani a namahani vysokymi
teplotami. Expozice rostlin cukrové fepy na suchém stanovisti vedla ke sniZeni

hmotnosti kofenu. Aplikace brassinosteroidu na list plné¢ kompenzovala sniZzeni biomasy
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zptisobené suchem. ZlepSeni stavu nastalo v disledku vyssi absorpce vody a zvySeni

membranové stability (Krishna, 2003).

2.4.3.3 Patogeny

Potencial brassinosteroidiit zvysit odolnost rostlin proti infekci houbovym
patogenem byl zkouman v nékolika studiich. V nékterych piipadech se aplikace
brassinosteroidi ukazala byt U€innéjsi nez aplikace standartnich fungicidi. Napiiklad
rostliny bramboru postiikané roztokem brassinosteroidu mély mensi vyskyt plisné
Phytophthora infestans. V posledni dobé bylo prokazano, ze 1é¢ba brassinolidem,
biologicky nejvice aktivnim brassinosteroidem, vyvolava v rostlindch tabaku odpor
proti viru tabakové mozaiky, bakterialnimu patogenu Pseudomonas syringae

a houbovému patogenu Oidium, sp. (Krishna, 2003).

2.4.3.4 Stres zasolenim

Pti pokusu zabyvajicim se odolnosti semen vici stresu zasolenim byla semena ryze
namocena ve vodé¢ a vroztoku NaCl, a to bud v pfitomnosti ¢i nepiitomnosti
brassinosteroidii. Testovano bylo kliceni a rhst semen. Kde byl doplnén roztok
brassinosteroidu, tam byl zna¢né snizen inhibi¢ni ti¢inek soli na kli¢eni semen. Podpora
rustu semen ve slanych podminkéch je spojena se zvySenim hladiny nukleovych kyselin

a rozpustnych proteinil (Krishna, 2003).

2.5 Lesni semenarstvi

2.5.1 Sbér a oznaceni semenného materialu

2.5.1.1 Sbér

Semenny materidl se sbird ve stavu morfologické zralosti pfiblizné od terminu,
uvedeném pro jednotlivé dfeviny, a to za vhodnych klimatickych podminek. Pfesny
termin sbéru zavisi na prub&hu pocasi v daném roce a mize se v jednotlivych letech lisit
i o n&kolik tydnii. Sbér pied terminem stanovenym normou CSN 48 1211 (pfedéasny

sbér) doporuduje laboratof na zakladé zkousek zralosti semenné suroviny (CSN 48

1211).
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2.5.1.2 _Oznaceni
Jednotlivé oddily semenného materialu prikazné oznacené privodnim listem podle
platnych pravnich ptfedpistt musi byt v pribehu sbéru, dopravy, zpracovani a skladovani

drzeny oddélené (CSN 48 1211).

2.5.2 Kvalita semenného materialu

2.5.2.1 Posouzeni kvality semenného materialu

Kvalita oddili semenného materialu se posuzuje podle Cistoty, absolutni hmotnosti,
energie kli¢eni, kli¢ivosti nebo zivotnosti, obsahu vody a poctu kli¢ivych nebo zivych
semen v 1 kg; u semenné suroviny také podle sypavosti.

Zkousky kvality oddili semenného materidlu lesnich dievin uvedenych dle
platnych pravnich piedpisti provadi akreditovana laboratof podle platnych pravnich
predpisti (Evropska smérnice o obchodovani s reprodukénim materialem lesnich dievin

1999/105/EC), (CSN 48 1211).
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3 Cil prace

Hlavnim cilem piedkladané bakalaiské prace bylo posoudit, zda testovany
brassinosteroid mize zvysit kli¢ivost semen borovice lesni (Pinus sylvestris), a to jak ve
standardnich podminkach, tak pfi teplotnim stresu.

O brassinosteroidech je znamo, ze u nékterych druhi rostlin jsou schopny pii stresu
teplem zmirnit nasledky stresu a zvysit kli¢ivost. Diilezité je ovéfit tuto vlastnost pro
vybrany lesnicky druh a soucasné zjistit, jaka koncentrace roztoku brassinosteroidu ma

nejpozitivnéjsi ucinek.
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4 Material a metodika

4.1 Pracovisté

Laboratorni prace a kli¢ni pokusy byly provadény ve vyzkumné stanici Truba

Fakulty lesnické a dievaiské Ceské zemddélské univerzity v Praze.

4.2 Metodika

4.2.1 Materialy pouzité k laboratornimu pokusu

4.2.1.1 Pouzity brassinosteroid

K nasemu pokusu byl pouzit brassinosteroid s oznac¢enim 2a, 3a, 17p-tri-hydroxy-

Sa-androstan-6-one, ktery je synteticky pfipraven jako analog 24-epibrassinolidu.

4.2.1.2 Pouzity semenny materidl

K uskute¢néni pokusu bylo pouzito semenného materidlu ze semenaiského zavodu
Tynisté nad Orlici, patiici k Lesim Ceské republiky, s. p. osivo borovice lesni
(Pinus sylvestris L.) bylo dovezeno ve vakuovém baleni 0 hmotnosti 0,5 kg. Osivo
borovice lesni pochazi z pfirodni lesni oblasti 18 — Severoceska piskovcova ploSina

v

a Cesky raj. Podrobng;jsi informace jsou patrné z obr. 5.

4.2.1.3 Pouzité pomucky

— pinzeta

— kli¢ni misky

—mérka délky klickt

— desinfekéni roztok chlornanu sodného

— kli¢ni komora KK 700 (POL — EKO Aparatura)
— stiicka

— gumové rukavice
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Vyskové pasmo
Kategorie OECD:

Privodni listek k Prdvodnimu listu &. 73-2006-
PVL
K privodnimu listu &. 3201/3/6/2014
Cislo oddilu 5105/4/2006
Vystavil: Méstsky ufad Ceska Lipa
Dne 14. 04. 2006
Dodavatel 42196451/71 LCR SZ Tyniété nad Orlici
Odbératel: 20460709/1 CZU v Praze
Dfevina: 1301 BO borovice lesni
Pinus sylvestris L.
Lesni oblast: 18 Severot. pisk. plog. a Cesky rdj
Pavod: N Neznamy

(LVS): 2 bukodubowy (351 - 400 m/m)
Selektovany

Cislo uznané jednotky:

CZ-2-2B-BO - 3023-18-2-L

MnoZstvi semen (plodu) 0,500 kg

Vysledek zkousky jakosti: 134 2006 11.07.2006
Cistota: 98,50% Kli¢ivost: 95 %
Abs. hmotnost: 6,370 g Energie: 80 %
Pot. klit. semen/ kg 149992 ks Semena své7i: 2%

Forma a pocet baleni: 1
UloZeni: R256

Dne: 03. 06. 2014
Vystavil: Ema Kavuldkova

obr. 5 Pritvodni listek k Pritvodnimu listu 0siva

4.2.2 Laboratorni pokus

4.2.2.1 Macleni semen v roztocich brassinosteroidu

Maceni semen v roztocich brassinosteroidu probihalo po dobu 48 hodin pied

zapocetim samotného pokusu.

Koncentrace brassinosteroidll byly nasledovné: u roztoku s nizkou koncentraci (L)
0,004 mg.1!, se stiedni koncentraci (M) 0,04 mgl? u vysoké koncentrace

(H) 0,4 mg.1L. Dale jedna varka (500 ks) semen byla méacena v destilované vodé. Tato

semena pozd¢ji méla slouzit jako srovndvaci ukazatel s ostatnimi semeny.
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Pfed samotnym macenim byla semena dezinfikovana roztokem destilované vody
aroztoku chlornanu sodného v objemovém poméru 1:5 po dobu deseti minut.

Podrobné znazornéni jednotlivych variant a koncentraci ukazuje schéma (tab. 1)

Dievina s kod koncentrace BRs pocet
varianty [mg.17Y] semen

Pinus sylvestris L.  nestresovany wW 0 500

L 0,004 500

M 0,04 500

H 0,4 500

stresovany WS 0 500

LS 0,004 500

MS 0,04 500

HS 0,4 500

tab. 1 Prehled rezimii a koncentraci pokusu (BRs — brassinosteroid)

4.2.2.2 Postup

Pokus byl zaloZen 12. 6. 2015 se semeny borovice lesni (Pinus sylvestris).

Pii zalozeni pokusu bylo do cCtyficeti testovacich vani¢ek vlozeno celkem
4 000 semen. Od kazdé¢ koncentrace bylo rozdéleno do péti testovacich vanicek po sto
semenech. To samé bylo provedeno jesté jednou z divodu potfeby vytvofit takzvany
stresovy rezim, ktery by pozd&ji ukazal, jak se kli¢ici semena budou chovat
V neptiznivych podminkdch. Semena byla vklddana pomoci sterilizované pinzety do
nepouzitych vanicek na pteloZzeny filtraéni papir, odpovidajici svym rozmérem
rozmérim vanicky. Pinzety, které byly nezbytné pro vysev semen a manipulaci pfi
méteni délky klicku, byly dezinfikovany ve sterilizacnim pfistroji parou o teploté

121 °C po dobu 15 az 20 minut.
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4.2.2.3 Vyhodnoceni kliceni semen

Kazdy tyden od zalozeni pokusu probihalo méfeni délky klickli u téch semen,
u kterych délka klicku dosahovala alespon ¢tyinasobku délky semene (obr. 6). Tak vse
probihalo az do dne 10. 7. 2015, kdy byl pokus ukoncen.

Dne 10. 7. 2015 byly zméteny délky vSech vykli¢enych semen bez ohledu na to,
zda dosahovaly délky ctyfnasobku délky semene. U kazdé varianty byla sledovéana

uspesnost kliceni.

obr. 6 Piné naklicené semeno (méritko v centimetrech s milimetrovou presnosti), (Suraweera, 2015)

Délky jednotlivych klicki byly po zméfeni zapisovany kazdy sedmy den do

nového zapisového listu (obr. 7).
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Datum zaloZeni: Datum méfeni: Jméno:
Druh: Pinus sylvestris L.
Kod varianty | Délky méfenych klickd

nestresovany rezZim

w1
w2
W3

H3
H4
H5

stresovany rezZim

Wws1
WS2
WS3

HS3
HS4
HS5

obr. 7 Vzor zdpisového listu délek kiickii

4.2.2.4 RUstové podminky semen

Semena byla po celou dobu pokusu umisténa Vv kli¢cni komofe KK 700 (POL —
EKO Aparatura). Teplota se v klicni komofe pohybovala vV mezich stanovenych
normou CSN 48 1211 (inkubace pii stfidavé teploté — 16 hodin ve tmé pii teplotd
20 £ 2 °C a 8 hodin na svétle pfi teploté 30 + 2 °C). V kli¢ni komote o péti patrech byly

pokazdé vlozeny do patra nadoby se semeny od obou rezimu a od jednotlivych variant.

4.2.2.5 Vyuziti stresového faktoru ke zkoumani ucinnosti brassinosteroidu

Pti pokusu byla polovina semen v péti variantach stresovana teplem pro porovnani,
jak brassinosteroid bude pomahat sementim pfi kli¢eni v neptiznivych podminkach.
Stresovani probihalo v rdmci programu HIC v prvnim tydnu kultivace pti teplotach

maximalné¢ 42 °C. Podrobné&jSi znazornéni procesu stresovani je zndzornéno na

obrazku 8 a 9.
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Stoupajici teplota ‘:> Stoupajici teplota |:> Stoupajici teplota
30Cc-37¢C 37°C - 40°C 40°C - 42°C l@

00.00 01.00 01.30 02.30 03.00 04.00
04.30
Teplotni maximum|
42 °C
05.30
10.00 09.00 08.30 07.30 07.00 06.00
Klesajici teplota <:| Klesajici teplota <:’ Klesajici teplota <§
37 C-307¢C 40Cc-37¢C 42°C-407C
obr. 8 Grafické zndazornéni stresového procesu (Suraweera, 2015)
‘ Teplota [°C]
B2 oo
40-
3?’....“.......““..“
30 eeeenen
. L ) (N ) S S ——
Cas [h] = 1 2 3 a 5 6 7

obr. 9 Grafické zndzornéni stresového procesu (Suraweera, 2015)
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5 Vysledky

Vysledna data laboratorniho pokusu byla zpracovana pomoci testu homogenity

binomickych rozdéleni (Agresti et al., 2008).

5.1 Vysledné ukazatele testu homogenity binomickych rozdéleni

5.1.1 Vyhodnoceni kliceni semen v optimalnich podminkach

Z tab. 2 je patrné, ze pti srovnani varianty W x L a W x M nachazime mezi t€émito
variantami na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05 vyznamny rozdil (p = 0,0163, resp. 0,0379)
V uc¢innosti brassinosteroidu na pocet vykli¢enych semen.

Vyznamny rozdil lze konstatovat i pti porovnani varianty W a H (p = 0,0000). Zde
byl pozorovany rozdil u kliceni semen v optimalnich podminkach nejvétsi, mezi t€émito
variantami ¢inil 16,8 % ve prospéch varianty H.

Porovnani koncentraci M a H ma hodnotu p 0,0036, tudiz se mezi nimi nachazi
statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

Jediny ptipad, kde na hladiné¢ vyznamnosti o = 0,05 nelze hovofit o vyznamném
rozdilu (p = 0,9919), se tyka porovnani ucinnosti koncentraci L a M. Zde se ucinnost

pouzitého brassinosteroidu liSila pouze o 0,8 % ve prospéch varianty L.

Porovnavana dvojice procedur pii

test. stat. value critical value p-value
opakovaném porovnavani

w L 4,1836 3,6332 0,0163
w M 3,7778 3,6332 0,0379
w H 8,6525 3,6332 0
L M 0,4036 3,6332 0,9919
L H 4,4238 3,6332 0,0095
M H 4,8292 3,6332 0,0036

Legenda: W — voda; L — nizk4 koncentrace; M — stéedni koncentrace; H — vysoka koncentrace

tab. 2 Prehled porovndavanych koncentraci pomoci testu homogenity; nestresovany rezim
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5.1.2 Vyhodnoceni kliceni semen ve stresovych podminkach

Pti posouzeni ucinku brassinostreoidu v jednotlivych koncentracich v pfitomnosti
stresového faktoru (obr. 10) vychézi najevo, Ze porovnani variant WS a LS vykazuje na
hladiné vyznamnosti a = 0,05 vyznamny rozdil (p = 0,000). Zde byl pozorovany rozdil
nejvetsi, mezi témito variantami ¢inil 31 % ve prospéch varianty HS.

Po srovnani koncentraci WS x MS a WS x HS, kde se rovnéZz p-hodnota rovna
nule, se zde opét projevuje na hladiné vyznamnosti o = 0,05 vyznamny rozdil. To samé
pak plati i pfi srovnani koncentraci LS X MS, kde je p-hodnota nizsi nez 0,05: opét zde
nemiizeme hovofit o vyznamném rozdilu. Srovnani varianty MS a HS poukazuje na
vyznamny rozdil mezi pocty vykli¢enych semen téchto koncentraci.

Jediny pfipad, kde na hladiné vyznamnosti a = 0,05 nelze hovofit o vyznamném
rozdilu (p = 0,4881), se tykd porovnani uc¢innosti koncentraci LS a HS. Zde se G¢innost

pouzitého brassinosteroidu lisila o 4,2 % ve prospéch varianty HS.

Porovnavana dvojice procedur pii

test. stat value  critical value p-value
opakovaném porovnavani

WS LS 12,4246 3,6332 0
WS MS 7,2487 3,6332 0
WS HS 14,6061 3,6332 0
LS MS 4,953 3,6332 0,0026
LS HS 2,0052 3,6332 0,4881
MS HS 6,9888 3,6332 0

Legenda (vSe jsou stresované varianty): WS — voda; LS — nizka koncentrace; MS — stfedni

koncentrace; HS — vysoka koncentrace

tab. 3 Prehled porovndvanych koncentraci pomoci testu homogenity; stresovany rezim
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5.2 Porovnani procentualni kli¢ivosti semen

Obrazek 10 ukazuje pozitivni vliv brassinosteroidu na kli¢eni semen. Pti kliceni
semen ve stresovém prostiedi ukazuje brassinosteroid (koncentrace LS a HS), kromé

koncentrace MS, svou schopnost zmensit dopad stresového faktoru a zlepsit klic¢ivost

I V neptiznivych podminkach oproti semeniim mac¢enym pouze v destilované vodé.
80
a0

70
6
5
4
3
2
1
’ W L M H IS MS HS

Varianty: modra (optimalni kliéni podminky), ¢ervena (stresované kli¢ni podminky)

Kligivost [%]
] ] ] =]

=1

o

W5

obr. 10 Porovndni procentudlni klic¢ivosti semen u stresovanych a nestresovanych reZimii pokusu
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5.3 Energie kliceni

Energie kli¢eni byla stanovena sedmy den kli¢eni semen dle normy CSN 48 1211
poétem zakli¢enych Cistych semen vyjadienym v procentech. Grafické znazornéni

energie kli¢ivosti semen jednotlivych variant pokusu u obou rezimil je znazornéno na

obr. 11.
12
10
— 8
&
5
L)
= 6
—_—
2
-_-lﬂ
5 4
| I I I
o ]
w WS L LS M MS H HS

Varianty: modra (optimalni kli¢ni podminky), ¢ervena (stresované kli¢ni podminky)

obr. 11 Grafické procentudlni zndzornéni energie kliceni semen mérenych sedmy den od zalozeni

pokusu

Z obr. 11 vyplyva, Ze kontrolni varianta WS a varianta L vykazuje nejvyssi energii
kliceni. K hodnotdam dosahovanym kontrolni variantou se blizi 1 varianta LS (nizka
koncentrace, stresovany rezim; 0,004 mg.I™%).

Pouzity brassinosteroid tedy energii kliceni vyraznéji podpofil pouze v nizkych
koncentracich. Nejnizsi energie kliceni byla zaznamenana u varianty MS, ktera

vykazala hodnotu pouze 1 %.
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6 Diskuse

Hong et al. (2005) uvadéji, ze na to, aby aplikace brassinosteroidi v lesnim
hospodatstvi mohla byt mozna, neni stale dostatek zkuSenosti s ucinky brassinosteroidu
na lesnich dfevindch. V Evropé doneddvna dosud neexistoval v podstat¢ Zzadny
intenzivni vyzkum se zamérenim na uvedenou problematiku (Novakova et al., 2014).

Cilem této studie bylo ovéfit vliv exogenni aplikace tfi riznych koncentraci
synteticky pfipraveného brassinosteroidu na kliceni semen borovice lesni
(Pinus sylvestris).

Vyznamnou ulohu hraly brassinosteroidy naptiklad v termotoleranci rajcete
(Lycopersicon esculentum). Singh a Shono, (2005) poznamenali, ze studované rostliny
rajcete po oSetieni brassinosteroidy prezily smrtici teplotu 45 °C. Zjistili, Ze aplikace
brassinosteroidu navodila bazélni termotoleranci rostliny rajcete.

Predkladand prace naznaCuje podobny vysledek. Brassinosteroidy prokazatelné
zlepsily klic¢eni semen borovice lesni (Pinus sylvestris) u stresovaného rezimu pokusu,
kde maximalni teplota dosahla 42 °C po dobu jedné hodiny. Nejvétsi vliv na kliceni
semen méla koncentrace H, v optimalnim i stresovaném rezimu. Pfi vypoétu energie
kliceni sedmy den od zalozeni pokusu je naopak nutno konstatovat, Ze se nejvice
projevila varianta WS a L, potazmo 1 LS, kterda za touto dvojici mirné zaostavala.
Nejhorsi vysledek energie kliceni semen podala varianta MS.

Pro dalsi vyzkum zdstava nékolik otazek. Naptiklad, pro¢ stresovanad varianta
MS vykazovala vyrazn¢ mensi uspéch v kliceni nez varianta LS (v porovnani o 10,8 %),
ktera meéla 10x men$i koncentraci brassinosteroidu? Mirny néznak tohoto trendu
u koncentrace M se projevil i u nestresované varianty pokusu (zde vsak pouze o 0,8 %).
Miuzeme ocekévat obdobné plsobeni brassinosteroidii i u dalSich lesnich dfevin?
Budou brassinosteroidy u semen lesnich dfevin podporovat kliceni i pii plsobeni jinych
stresovych faktorti (napf. sucha)?

Vzhledem k tomu, Ze brassinosteroidy jsou v soucasné dobé oblasti, ktera jesté
neni zcela prozkoumaéna, bude zapotrebi jesté dalSich vyzkumi, které stanovi prednosti
jednotlivych koncentraci brassinosteroidi v ndvaznosti na kliceni semen jednotlivych

druhu lesnich stromu.
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7 Zavér

Hlavnim cilem pfedklddané bakaldiské prace bylo posoudit, zda testovany
brassinosteroid mize zvysit kli¢ivost semen borovice lesni (Pinus sylvestris), a to jak ve
standardnich podminkach, tak pii teplotnim stresu.

Bylo zjisténo, ze kli¢eni borovych semen bylo nejpfiznivéji ovlivnéno ve varianté
snejvyssi koncentraci brassinosteroidu (0,4 mg.I™?), ktera zvysila kli¢ivost semen
U nestresovaného rezimu pokusu 0 16,8 % a pii stresovaném rezimu dokonce o 31 % ve
srovnani s kli¢ivosti semen, ktera byla pouze macena v destilované vodé¢. Nejlepsi
vysledek tedy jednoznacné ukézala koncentrace H — nejvyssi (0,4 mg.1™) a to v obou
prostfedich; stresovaném 1 optimalnim. Tato skute¢nost je na hladiné vyznamnosti

a = 0,05 statisticky vysoce priikazna.
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9 Seznam priloh

obr. 1 Varianta WS1 (kontrolni varianta, 0 % brassinosteroidu, stresovany rezim)
obr. 2 Varianta MS|1 (stredni koncentrace, stresovany rezim)

obr. 3 Varianta M3 (stiedni koncentrace, optimdlni rezim)

obr. 4 Varianta LS1 (nizka koncentrace, stresovany rezim)

obr. 5 Varianta L2 (nizkd koncentrace, optimalni rezim)

obr. 6 Varianta MS1 (stredni koncentrace, stresovany rezim)

obr. 7 Varianta M1 (stiedni koncentrace, optimdlni rezim)

obr. 8 Varianta LS1 (nizka koncentrace, stresovany rezim)

obr. 9 Varianta HS1 (vysokd koncentrace, stresovany rezim)

obr. 10 Varianta H1 (vysokd koncentrace, optimalni rezim)

obr. 11 Varianta WS1 (kontrolni varianta, 0 % brassinosteroidu, stresovany rezim)

obr. 12 Varianta HS1(vysoka koncentrace, stresovany rezim)
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10 Prilohy

10.1 Tydenni kontrola; méreni vysledka

10.1.1 Stav semen po jednom tydnu kliceni

Obr. 1 Varianta WS1 (kontrolni varianta, 0 % brassinosteroidu, stresovany rezim)

Obr. 2 Varianta MS1(stredni koncentrace, stresovany rezim)
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7

10.1.2 Stav semen po dvou tydnech kliceni

Obr. 3 Varianta M3 (stiredni koncentrace, optimdlni rezim)

Obr. 4 Varianta LS1 (nizkd koncentrace, stresovany rezim)
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Obr. 5 Varianta L2 (nizka koncentrace, optimdlni rezim)

Obr. 6 Varianta MS1 (stiedni koncentrace, stresovany rezim)
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Obr. 7 Varianta M1 (stiredni koncentrace, optimdlni rezim)

10.1.3 Stav semen po tiech tydnech kliceni

Obr. 8 Varianta LS1 (nizkd koncentrace, stresovany rezim)
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Obr. 9 Varianta HS1 (vysokd koncentrace, stresovany rezim)

Obr. 10 Varianta H1 (vysokd koncentrace, optimdlni rezim)
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10.1.4 Stav semen po ctyrech tydnech kliceni

Obr. 11 Varianta WS1 (kontrolni varianta, 0 % brassinosteroidu, stresovany rezim)

Obr. 12 Varianta HS1(vysokd koncentrace, stresovany rezim)

-50 -



