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Anotace

SPRINGROVA 1. Vyznam kryokonzervace semen pro jejich klicivost na prikladu
terestrickych a vodnich rostlin. Hradec Kralové, 2023. Prirodovédecka fakulta
Univerzity Hradec Kralové. Vedouci rigorézni prace RNDr. Romana Prausova, Ph.D.

98 s.

Rigor6zni prace se zabyva studiem vyznamu zamrazeni semen terestrickych a
vodnich rostlin pro uchovani schopnosti kli¢ivosti a sniZzeni nebezpeci kontaminace
pti jejich kultivaci v laboratornich podminkach. Soucasné studie dokladaji vyznam
vCasného a spravného uloZeni semen nebo plodd cévnatych rostlin pro jejich
nasledné aspésné kliceni. Vyznamné zpomaleni fyziologickych procest v semenech
a plodech udrzuje vys$si vitalitu a oddaluje ztratu schopnosti kliceni. Ke
kryokonzervaci se pouzivaji riizné metody zmrazeni pii teplotach -20 °C, -80 °C
nebo v tekutém dusiku pri teploté -180 °C (které se nejcastéji pouziva pri

manipulaci s biologickym materialem v nestabilnich teplotnich podminkach).

Rigor6zni prace je zaméfena na testovani vlivu kryokonzervace u 1 druhu
terestrické rostliny - zvonovce liliolistého (Adenophora liliifolia) a 2 druhti vodnich
rostlin - autotrofniho rdestu dlouholistého (Potamogeton praelongus) a mixotrofni
bublinatky obecné (Utricularia vulgaris) na jejich kliceni. U vSech téchto druhti jsou
jejich semen a zptsoby kultivace. Ty budou pouzity v kombinaci se dvéma zpiisoby
uloZeni semen (pfi teploté mistnosti 21+1°C, kryokonzervaci pfti teploté -80 °C).
Cilem prace je ovérit, zda kryokonzervace zvysi kli¢ivost semen téchto rostlin a zda
bude se stejnou ucinnosti fungovat u terestrickych i vodnich rostlin (s odliSnou trofii

— autotrofie, mixotrofie).

Klicova slova: Adenophora liliifolia, kryokonzervace, Potamogeton praelongus,

Utricularia vulgaris
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This Rigorous thesis studies an impact of freezing of seeds for germination of
terrestrial and aquatic plants, mainly for preservation of their ability to germinate
and for decreasing a risk of contamination during their cultivation under laboratory
conditions. Recent studies show the importance of timely and correct storage of
seeds or fruits at vascular plants for their subsequent successful germination.
Significant decrease of physiological processes in the seeds and fruits is important
for maintaining a higher vitality and delay the loss of germination. There are used
various methods for cryopreservation e. g. 1) freezing at -20 °C, -80 °C or 2) liquid
nitrogen at -180 °C, which is most often used at manipulation with biological
material in unstable thermal conditions. The thesis is focused on a testing the effect
of cryopreservation on a germination of three species — one terrestrial species plant
— Adenophora liliifolia and two aquatic species plants — autotrophic Potamogeton

praelongus and mixotrophic Utricularia vulgaris.

There are known successful germination test methods breaking dormancy of seeds
and appropriate methods of cultivation at all these species. They will be used in
combination with two ways of storage the seeds (at room temperature 21 #1°C,
cryopreservation at -80 °C). The aim of this thesis is to verify whether the
cryopreservation increases the germination of the seeds of these plant species and
whether it works on the same princip both terrestrial and aquatic plants (with a

different trophy — autotrophy, mixotrophy etc.).
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Uvod
Cilem této rigorozni prace bylo zjistit, zda u semen vybranych terestrickych a

vodnich rostlin dochazi ke zméné klicivosti semen, pokud jsou pred testy klicivosti

uloZena v hlubokomrazicim boxu.

Jednotlivé varianty testl kli¢ivosti v laboratornich podminkach byly naplanovany
na zakladé jiz znadmych udaji o i€inném zplisobu preruseni dormance. Pro tispésné
kliceni byla semena vystavena riznym faktoriim jako je expozice svétla, teplota,
zplsob skladovani, oSetieni, kli¢ici roztok imitujici pfirozené prostredi, ve kterém
druh ptirozené Kkli¢i. Ve variantach testili klicivosti byla pouZita semena, ktera byla
predtim uloZena na sucho pfi pokojové teploté 21+1°C nebo skladovana

kryokonzervaci pti teploté -80 °C.

Kryokonzervace je ispésna metoda, kterd umoziuje dlouhodobé skladovani semen
pii nizké teploté. Pfi tomto zplisobu uloZeni nedochéazi k fyziologickym zménam
v semenech. Soucasti rigorézni prace je také reserse zdrojli zamérenych na zajmové
ohroZené druhy: bublinatka obecnad (Utricularia vulgaris), rdest dlouholisty
(Potamogeton praelongus), zvonovec liliolisty (Adenophora liliifolia), jejich

v

morfologické znaky, areal rozsieni véetné CR a jejich ekologické naroky.



1 Teoreticka cast

1.1 Kli¢eni semen

Kliceni zahrnuje procesy, které zacinaji vychytavanim vody suchym semenem a
konc¢i prodlouZenim embryonalni osy (Bewley 1997). Kliceni semen je
mechanismus, pfi kterém dochazi k riznym morfologickym a fyziologickym
zménam vedoucim ke kliceni embrya. Semeno ma schopnost kli¢it za normalnich

fyzikalnich podminek Zivotniho prostiedi (Baskin et Baskin 1998, 2004).

1.1.1 Fyziologie kli¢eni

Kliceni semen zavisi predevSim na fyzikalnich procesech bobtnani. Semena rostlin
zacCinaji klicit po prijmu potrebného mnozstvi vody (Kincl et Krpes 2000, Campbell
et Reece 2008). Prijem vody je trifazovy proces s rychlym poc¢ate¢nim vychytavanim
(faze 1), nasleduje plosna faze (faze II) a dale faze zvySeni ptijmu vody (faze III). Osa
embrya se prodluZuje, a tim protina kryci vrstvy semene (Schopfer et Plachy 1984,

Finch-Savage et Leubner-Metzger 2006).

K riistu semene dochazi diky vstrebani vody a prolomeni obalu (Campbell et Reece
2008). Bunécné vakuoly a bunécné koloidy prijimaji vodu pomoci rozpinatelnych
pletiv. Diky nim pribyvaji na svém objemu (Kincl et Krpe§ 2000). Tento proces je
nazyvan bubreni semen, pii kterém vznika bubrivy tlak a zvétSuje se objem semene
(Ttma et TGmova 1998, Kincl et Krpes 2000,). Embryo je obklopeno dvéma krycimi
vrstvami, triploidnim endospermem (vyZivujici Zivé bunky) a diploidni testou
(vrstva semena, pirevazné mrtvé buiiky). U nékolika druht rostlin je endosperm
zcela znicen béhem vyvoje semen a Ziviny jsou premistény do zasobnich déloh

(Watkins et Cantlife 1983).

Velmi dilezitymi spoustéci jsou metabolické zmény v embryu, které umoznuji
pokracovani v riistu (Campbell et Reece 2008). Svoji ¢innosti $tépi slozité zasobni
latky (proteiny, Skrob, tuky) na jednodussi latky, které jsou predevsim potrebné pro
rist pletiv (Kincl et Kolkova 1984). Viditelnym znakem zdatilého Kkliceni je
penetrace radikuly skrz semenné obaly (Bewley 1997) a vyraSeni vyhonkl na

povrch plidy (Fenner et Thompson 2005).
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1.2 Faktory ovliviujici klic¢eni
Kliceni semen zavisi na celém souboru podminek, které jsou pro kliceni zcela
nepostradatelné (Kincl et Krpes 2000). Semena potiebuji k vykliceni specifické
vnéjsi podminky jako je voda, svétlo, kyslik, teplota a chemické vlivy (Sebanek 1998,
Tlma et Timova 1998, Kincl et Krpes 2000).

Vhodnost semen pro kli¢eni kromé vnéjsich podminek urcuji také vnitini podminky.
Nejsou-li splnény vnitini podminky, semena neklici, popripadé mohou klicit velmi

pomalu a obtiZné, i kdyZ vnéjsi podminky jsou ptiznivé (Praskova 2013).

1.2.1 Vnéjsi podminky Kliceni
Voda

Zivotni strategie rostlin zavisi na ispésném kli¢eni semen v prostiedi s dostatkem
2017). Semena obsahuji obvykle 7-16 % vody. Jestlize podil vody v semeni klesne
pod normu, dochazi nejcastéji k dhynu klicku (Kincl et Krpes 2000). I kdyZ semena
obsahuji minimum vody, jsou schopna si udrzet svoji vitalitu. Semena se vzajemné
odlisuji témito specifickymi hodnotami vody (Fenner et Thompson 2005). Studie
ukazuji, Ze semena konkrétnich druhli musi pred vyklicenim dosahovat
minimalniho obsahu vody, napt. séjové boby 50 %, cukrova fepa 31 %, kukurice
30,5 % a ryze 26,5 % (Hunter et Erickson 1952). Voda méa u Kkli¢icich rostlin
vyznamnou roli jako transportni prostiedek. Plisobenim vody v semeni dochazi k
aktivaci metabolizmu, pfenosu mineralnich a organickych latek do mist intenzivni

biosyntézy (Tima et Tiimova 1998, Kincl et Krpes 2000).

Kyslik

Kyslik je dalsi nepostradatelny faktor pro kliceni (Ttima et TGmova 1998, Prochazka
2003). Semena nékolika vodnich druht potiebuji pro své kliceni dostatek kysliku.
Nedostatek Kkysliku mize rovnéz vést k preruseni dormance u semen, Kktera
potfebujici stratifikaci chladem (Come et al. 1991). Ve vodnim prostfedim je
dtlezita koncentrace rozpusténého kysliku, ktera zalezi na hloubce, teploté vody a
¢innosti organismi (Sculthorpe 1967). Vodni a bazinné druhy mohou vyklicit bez

pritomnosti kysliku. Plyny pozitivné ovliviuji klicivost semen, predevsim vyssi
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koncentrace oxidu dusného, ktery pravdépodobné rusi nékteré druhy dormance
(Sarath et al. 2006). Snizené mnozstvi kysliku anebo zvySené mnoZstvi oxidu
uhli¢itého inhibuje kli¢ivost u mnoha druhf rostlin. Cim jsou semena uloZena vice k
povrchu, tim maji vétsi dosaZitelnost potiebného mnozstvi kysliku. Semena a ptidni
organismy dychaji, tudiZ dochazi ke spotiebé vzduSného kysliku. Nedostatek kysliku
je kompenzovan zvySenim anaerobniho metabolismu, ktery zplsobuje akumulaci
toxickych latek v okoli semen (Benvenuti et Macchia 1995, Corbineau et Céme

1995).

Teplota

Pro Kkli¢eni rozliSujeme kardindlni teplotni body, tj. hodnoty minima, optima,
maxima (Tima et Timova 1998, Kincl at Krpes 2000, Prochazka 2003). Rostliny v
nasich podminkdch mivaji teplotni minimum 1-10 °C, optimum 25-28 °C a
maximum kolem 37 °C. Nékteré druhy rostlin musi zpocatku promrznout, pricemz
dochazi k poruseni endospermu. Rostlina diky tomu miize zacit klicit (Tlma et

Timova 1998).

Semena nékterych druhi vyzaduji pro kliceni stalou teplotu, jind semena naopak
vyZaduji stridani teplot (Atkins et al. 1987). Dormance semen byva preruSena v
zimnim obdobi studenou stratifikaci, poté mohou semena v obdobi jara zacit Klicit

v teplotnim optimu za prijatelnych svétlenych podminek (Baskin et Baskin 1998).
Svétlo

Semena reaguji na pritomnost svétla tim, Ze dokaZzi regulovat kli¢eni v prijatelnou
dobu (Fenner et Thompson 2005). Svétlo neni podminkou pro kliceni, i kdyZ néktera
semena mohou rychleji kli¢it na svétle neZ ve tmé. Proto se rostliny ¢leni podle
reakci na svétlo (Prochazka 2003), a to na druhy reagujici zaporné (svétlo kliceni
inhibuje), a reagujici kladné (svétlo kliceni stimuluje) a fotoblasticky (adaptacni
vyznam). Pro kli¢eni semen je diilezité zachyceni svétla v podobé fytochromu. Mezi
hlavni patfi fytochrom A, fytochrom B. Fytochrom A reaguje od UV po infracervené
zareni. Fytochrom B reaguje na infraCervené zareni (Shinomura 1997). Aktivni
forma fytochroma zahaji kliceni, inaktivni forma kliceni inhibuje (Baskin et Baskin

2014).
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Chemické a fyzikalni vlivy

U nékterych druhti rostlin byly provadény pokusy zamérené na zasahy, které by
mohly ovlivnit kli¢ivost. Pozitivni UCinek byl zjiStén, kdyZz bylo semeno pired
zahajenim testu Kklicivosti ozareno laserem, radioaktivnim zarenim (Prochazka
2003). U druhu Potamogeton praelongus bylo k oSetfeni semen pouZito UVA zateni
(Prausova et al. 2013). Toto zareni ma vice energie neZ viditelné svétlo, ale je méné
energetické nez UVB zareni. Test plisobeni UVA na semena tohoto druhu po dobu
30 minut ukazal, Ze nazZky mohou preZit v terestrickych podminkach, kde vyschnou
a jsou vystaveny UVA zafeni. To miiZe aktivovat jejich kli¢eni, které nastane po

zvySeni vlhkosti (Prausova et al. 2013).

Pozitivni Ucinek na kliceni semen ma i etylen. V laboratornich testech Kklicivosti se
vyuziva synteticky vyrabény regulator rlistu Ethephon (2 - chlorethylfosfonova
kyselina) (Durrant et Masch 1991). Ve vodném prostiedi je Ethephon rozloZen na
etylen, fosfat a chloridové ionty (Roberts 1998). U¢inek etylenu na preruseni
dormance a aktivovani kliceni semen je znam napft. u druhu Amaranthus retroflexus,
stejné jako pozitivni ucinek kyseliny giberelové (Kepczynski et Sznigir 2012).
Dormantni semena mohou byt uvolnéna z dormance téZ studenou stratifikaci, dale
dozravanim v suchych podminkach nebo piisobenim dalSich chemickych latek
(Bewley et Black 1994). Uvolniovani z dormance zahrnuje zmény koncentraci
kyseliny abscisové (ABA), giberelinli (GA) a etylenu, a zmény citlivosti na tyto
hormony (Kepczynski et a Kepczynska 1997, Matilla 2000, Hilhorst 2007).

1.2.2 Vnitini podminky kliceni

Vnitini podminky Kkliceni jsou urceny chemickym sloZenim, propustnosti obald,
hydrata¢ni schopnosti a jeji velikosti (Copeland et McDonald 2001). Ziva semena
rostlin, kterd maji vyhovujici podminky pro kliceni, nemusi obvykle vyKklicit.
Divodem nevykliceni miZe byt nepropustnost osemeni pro vodu, vyskyt
palisddového sklerenchymu v osemeni, ktery brani priiniku vody testou, dale téz
nedostatecna permeabilita pro 0z a COz, kdy ve vnéjsi vrstvé semene (endosperm,

nucelus, testa) neprobiha dostate¢na vyména plynti (Prochazka 2003).
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1.3 Dormance

Dormance semen predstavuje urcité brzdné mechanismy Kkliceni pritomné v
embryu nebo semennych obalech (Hess 1983). Za dormanci semen oznacujeme
stav, kdy zralé zdravé semeno ziistava v klidu, i kdyz jsou prijatelné podminky pro
jeho Kliceni a rlist (Vleeshouwers et al. 1995, Baskin et Baskin 2004). Dormantni
stav semene také souvisi s vy$$Sim obsahem kyseliny abscisové (ABA), coZ je latka

inhibi¢niho charakteru (Bewley 1997, Tiima et Tiimova 1998).

U semen muZeme rozlisit dva typy dormanci jako je primarni a sekundarni
dormance. Primarni dormance (vrozena) probiha u semen, ktera nevykli¢i okamzité
po dozrani na materské rostliné. Tato dormance je fizena inhibi¢nimi vlivy ABA pii
zrani semen na matefské rostliné (Finch-Savage et Leubner-Metzger 2006).
Sekundarni (vyvoland) dormance vznikad reakci na neptiznivé Zivotni podminky.
Semena s touto dormanci mohou preckavat v klidu kratkodobé, do obdobi zlepseni

podminek nebo dlouhodobé po nékolik sezén (Harper 1977, Fenner 1985).

Dormance je adaptace rostlin na preZiti v ménicich se podminkach (Harper 1977).
K dormanci semene mohou byt riizné priciny, naptiklad kratkd doba slunec¢niho
zareni, pokles teploty (Campoy et al. 2011). Aby doslo k preruseni dormance, musi
prijit podnét z prostredi. Mezi tyto podnéty radime predevsSim teplotu, ptisobeni

dusi¢nant, svétla a dokonce i sloZek koure (Bewley et al. 2013).

Nejnovéjsi vysvétleni dormance predlozili Baskin et Baskin (2004), Finch-Savage et
Leubner-Metzger (2006), ktefi dormanci semen definuji jako potfebné podminky,
tedy faktory prostredi dulezité pro kliceni semen, které by uvolnily semeno z
dormance. Da se Fici, Ze dormance podle vSeho souvisi s klimatickymi zménami,
které probihaji béhem historie Zemé (Bewley et al. 2013). Proto se blokovani klicen{
vyvinulo u riznych druhd vcetné jejich adaptaci na prostiedi umoziujicich
kliceni za vhodnych podminek (Hilhorst 1995, Vleeshouwers et al. 1995, Bewley
1997, Baskin et Baskin 2004, Fenner et Thompson 2005).

Semena jsou schopna pretrvat vdormanci rok i vice let. Néktera dormantni semena
mohou byt vitalni a schopna Kkli¢it od nékolika dnd po desetileti, dokonce i déle.
Tento fakt zalezi na druhu a prirodnich podminkach (Campbeel et Reece 2008).

Proto je mnoho blokt kliceni, které vznikly jako adaptace na riiznd prirodni
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stanovisté a klima, ve kterych piisobi (Bewley et al. 2013). Dormance miiZe
nékterym druhim zarucit preziti ptirodnich katastrof (Finkelstein 2008). V ptidé se
hromadi velké zasoby nevyklicenych semen, ktera se mohou nakupit béhem
nékolika let. Proto se ve vegetaci okamZité objevi po suchu, zaplavach a poZaru,

pripadné dalSim naruSenim (Campbeel et Reece 2008).

Dormance semen uzce souvisi s jejich anatomii (Atwater et Vivrette 1987).
Nikolaeva (2004) vytvorila klasifikatni systém dormance, ktery je urcovan
morfologickymi a fyziologickymi vlastnostmi semen. Baskin et Baskin (1998, 2004)
na zakladé vytvoreného systému navrhli komplexnéjsi klasifika¢ni systém, ktery
zahrnuje nékolik tfid dormanci: fyziologickou, morfologickou, morfofyziologickou,

fyzikalni a kombinovanou, chemickou a mechanickou.

Z toho se nékteré tridy dormance dale déli na nizsi drovné (Baskin et Baskin 1998,
2004). Vyse uvedeny Klasifika¢ni systém dormance ukazuje na velkou rozmanitost
morfologickych a fyziologickych vlastnosti v reakci na riazna prostiedi

(Vleeshouwers et al. 1995, Baskin et Baskin 2004, Donohue 2005).

Morfologické rozdily ve zralych semenech jsou dany velikostnim pomérem embrya
k semenu a relativnim mnoZstvim endospermu, ktery béhem vyvoje semene zanika.
Dale je vyznamné zapojeni Zivin do radikuly (Martin 1946, Baskin et Baskin, 1998,
2004, Forbis et al. 2002). Martin (1946) na zakladé vnitini morfologie zralych

semen definoval typy zralych semen s odliSnym pomérem embrya k endospermu.

1.3.1 Morfologicka dormance

U mnoha druht rostlin s morfologickou dormanci rozliSujeme diferencované
embryo, radikulu s déloZznimi listky. V semeni se nachazi embryo, které neni
dostatecné vyvinuté. Aby doSlo k vykliceni, je zapotiebi, aby embryo dostate¢né
vyrostlo. Jiné druhy semen s morfologickou dormanci maji nediferencované
embryo, coZ je masové rozptyleni bunék. U tohoto typu semen nedochazi ke kliceni,
dokud se diferenciace a riist iplné nedokonci. Zralému semeni je zabranéno vyklicit

kviili morfologické charakteristice embrya (Baskin et Baskin 1998).

Embrya semen s morfologickou dormanci nepotiebuji specifické podminky ani
oSetreni, aby doslo k preruseni dormance a vykliceni. Dormance je tedy doba mezi

inkubaci Cerstvého semene a vznikem radikuly (Baskin et Baskin 2004).
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Morfologickd dormance se vyskytuje predevSim u semen s linearnim a

rudimentalnim embryem (Baskin et Baskin 1998).

Semena nékterych tropickych druhti s morfologickou dormanci vykli¢i za vhodnych
podminek za 1-3 mésice (Hayat 1963). Pri prijatelnych podminkach zac¢ne zralé
semeno rist v dobé nékolika dnti az tydni. Nasledné semena vykli¢i v pribéhu 30

dni (Baskin et Baskin 2004).

1.3.2 Morfofyziologicka dormance

Cerstvé vyzrald semena majici morfologickou dormanci, jsou schopna si sou¢asné
vyvinout fyziologickou dormanci. Tato dormance je tedy kombinaci morfologické a
fyziologické dormance (Baskin et Baskin 1998). Semena s morfofyziologickou
dormanci maji nedostatecné vyvinutd embrya. Semena v tomto typu dormance
vyzaduji oSetteni, aby dosSlo k preruseni dormance. Piikladem oSetfeni semen mize
byt kombinace teplé anebo studené stratifikace, ktera mtliZe byt nahrazena aplikaci

kyseliny giberelové (Baskin et Baskin 2004).

Morfofyziologickd dormance se objevuje u semen, ktera maji primitivni nebo
linedrni embrya. Nékteré Celedi rostlin maji nedostatecné vyvinuta embrya, proto
nelze presnéji urcit, zdali se jedna o morfologickou nebo fyziologickou dormanci.
Preruseni dormance embrya se odviji od specifickych podminek prostredi, které
souvisi s druhem rostliny (Baskin et Baskin 1998). V zavislosti na druhu dochazi k
preruseni dormance stratifikaci pri teploté 15 °C (Baskin 1990b) nebo chladovou
stratifikaci pri teploté 0-10 °C (Baskin et Baskin 1984), prip. teplou stratifikaci
(Nikolaeva 1977). Morfofyziologickd dormance (MFD) byla roz¢lenéna na nékolik
typi (Baskin et Baskin 1998, 2004).

¢ Nehluboka jednoducha dormance

Tento typ MFD byl poprvé popsan u cCeledi Apiaceae (Baskin et Baskin 1990a).
Dozravajici semena pozdniho jara kli¢i nasledujici podzim, pokud je preruSena
fyziologickd a morfologickd dormance. Pri nizkych teplotach (5,15/6 a 20/10 °C)
nedochazi k preruseni dormance, naopak je tomu pri vyssich teplotach v 1été, kdy je
dormance prerusena pri teploté 25/15, 30/15 a 35/20 °C. Morfologicka dormance
nemtze byt prerusena drive nez fyziologicka dormance, proto embryo nezacina rist

diive neZ v dobé podzimu. Semena pro své kliceni potrebuji prijatelnou teplotu,
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napft. 25/15 °C, vlhky substrat a dobré svételné podminky. Pokud semena vstoupi do
nehluboké fyziologické dormance, nedochazi ke kliceni semen ve vhodnych
podminkach. Z fyziologické dormance semeno zpravidla vystoupi dalSi léto.
Morfologicka dormance vétSinou byva ukonfena na podzim, kdy jsou omezené

svételné, vodni a teplotni podminky (Baskin et Baskin 1990a).
e Stiedné jednoducha

Semena stiedni jednoduché MFD potiebuji v dobé 1éta teplou stratifikaci, aby se
prerusily obé dormance. Po preruSeni fyziologické dormance dochazi k riistu
embryi na podzim pfti teplotach 15-20 °C. Semena, ktera maji prodlouzZena embrya,
vyzaduji studenou stratifikaci za¢atkem léta. Cerstvé zrala semena, nachazejici se
vpldé za prirozenych sezénnich teplotnich zmén, vykli¢i ndasledujici biezena

duben (Baskin et Baskin 1998).
¢ Hluboka jednoducha

Semena s hlubokou jednoduchou MFD vyzaduji zahrati a naslednou studenou
stratifikaci predtim, neZ zacne semeno Klicit, protoZe hluboka jednoducha MFD
obsahuje jednu morfologickou a dva typy fyziologické dormance (Baskin et Baskin
1998). Nikolaeva (1977) zdiraznila, Ze druha cast tepelné stratifikace by méla mit
nizsi teplotu neZ prvni ¢ast. Aby doslo ke zruseni morfologické dormance, musi byt
preruseny oba typy fyziologické dormance. Teplotni poZadavky na preruSeni
prvniho typu fyziologické dormance jsou splnény v lété (stratifikace teplem pii
relativné vysoké teploté). Na podzim (stratifikace teplem pfii relativné nizkych
teplotach) a v zimé (studend stratifikace) se prerusi druhy typ fyziologické

dormance, cozZ umoziuje semeni zacit kli¢it v dobé jara.
e Nehluboka komplexni

Pro tuto dormanci je potreba studena stratifikace. Aby byla stratifikace u€inna, musi
nejprve probéhnout stratifikace teplem (Baskin et Baskin 1998). Pri pusobeni
stratifikace chladem na semena s nehlubokou fyziologickou dormanci miize
dochazet k uvolnéni zasobnich latek v endospermu, které se stanou pristupnymi pro

rostouci embryo (Stokes 1952b).
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e Stiedné komplexni

Semena pri této dormanci potiebuji studenou stratifikaci v dobé podzimu a zimy,
aby byla prerusena morfologicka a fyziologickd dormance. Pri plisobeni nizkych

teplot dochazi v semenech k riistu embrya (Baskin et Baskin 1998).
e Hluboka komplexni

Semena s hlubokym komplexem MFD vyZaduji v dobé zimy chladovou stratifikaci,
aby doslo k preruSeni fyziologické a morfologické dormance. Semena zacinaji klicit
na zacatku jara (Baskin et Baskin 1998). Nizké teploty jsou potfebné pro uvoliovani
zasobnich rezerv endospermu, které pouZziva rostouci embryo (Stokes 1952a). Pri
nizké teploté (2 °C) dochazi k rozkladu bilkovin na rozpustné dusikaté slouceniny
(Stokes 1953) a tvorbé aminokyselin glycinu a argininu, které jsou dtilezité pro rist

embrya.

1.3.3 Fyziologicka dormance

Tato dormance je zpiisobena fyziologickymi inhibi¢nimi mechanismy embrya, které
chrani pred vznikem radikuly. Mnoho semen s touto dormanci nepropousti vodu
(Baskin et Baskin 1998). Fyziologickou dormanci mizeme rozdélit do tii arovni:

nehluboka, stfedné hluboka a hluboka (Nikolaeva 1977, Baskin et Baskin 2004).
¢ Nehluboka fyziologicka dormance

Nehluboka fyziologickd dormance je z téchto ti{ typli nejcastéjsi (Baskin et Baskin
2004). Tato dormance v semenném plasti vyvolava nepropustnost pro kyslik
(Nikolaeva 1969). Je prokazano, Ze kyselina giberelova a skarifikace podporuji

kliceni u semen s timto typem dormance (Baskin et Baskin 2004).
e Stredné hluboka fyziologicka dormance

U stredné fyziologické dormance jsou semena prerusSena stratifikaci chladem
(Nikolaeva 1969). Aby doslo k preruseni dormance, vyZaduji 3—4 mésicni stratifikaci
chladem. Kromé toho zavisi na druhu rostliny a dobé ptsobeni stratifikace (Baskin

et Baskin 1998, 2004).
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e Hluboka fyziologicka dormance

Pri hluboké fyziologické dormanci musi byt semena v chladu, aby doslo k preruseni
jejich dormance (Baskin et Baskin 1998). Po aplikaci kyseliny giberelové nedochazi

k preruSeni dormance (Nikolaeva 1977).

1.3.4 Fyzikalni dormance

Fyzikalni dormance je zptisobena jednou nebo vice vrstvami palisadovych bunék
v semeni nebo obalu, které jsou nepropustné pro vodu (Baskin et al. 2000).K
preruseni fyzikdlni dormance musi byt provedena mechanickd nebo chemicka
skarifikace (Baskin et Baskin 1998, Fing-Savage et Leubner-Metzger 2006).
Podminkou kli¢eni semen u fyzikalni dormance je otevireni semene nebo naruseni
palisidového parenchymu nebo jiné nepropustné vrstvy, coZ by umoznilo

prichodnost vody do semene (Baskin et Baskin 1998).

1.3.5 Kombinovana dormance

Pritomnost fyzikalni a fyziologické dormance u semene je oznaCovana jako
kombinovana dormance (Nikolaeva 1969). Pro zahajeni kli¢ceni semene musi byt
preruseny obé dormance (Barton 1934). Pri této dormanci maji semena
nepropustny plast pro vodu v kombinaci s dormantnim embryem (Baskin et Baskin

1998, 2004).

1.3.6 Mechanicka dormance

Mechanickd dormance je zplsobena vyskytem tvrdé drevnaté plodové stény
(Nikolaeva 1969). Endokarp u nékterych celedi rostlin mtize byt nepropustny pro
vodu, coZ znamen3, Ze se jedna o kombinaci s fyzikalni dormanci. Jiné celedi rostlin
maji endokarp propustny pro vodu, ale kli¢eni nenastane, dokud nedojde k jeho

odstranéni (Baskin et Baskin 1998).

1.3.7 Chemicka dormance

Chemicka dormance semen miiZe byt pierusena odstranénim perikarpi nebo
vyluhovanim inhibitort kliceni (Nikolaeva 1969, 1977). Studie ukazuji, Ze se nemusi
jednat o skute¢nou chemickou dormanci, protoze ucinky inhibitort byly testovany

na semenech za ucelem prerusenti fyziologické dormance (Baskin et Baskin 1998).
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1.4. Preruseni dormance

1.4.1 Pisobeni rostlinnych hormoni (fytohormonii)

Fytohormon je organickd sloucenina, ktera je po syntéze v jedné casti rostliny
transportovana do jiné ¢asti (Gloser 1995, Campbeel et Reece 2008). Rostlinné
hormony miiZeme oznacit jako prirozené regulatory (Psota et Sebanek 1999),
chemické slouceniny ptlisobici ve velmi malém stopovém mnozstvi (<Immol. 'L nebo
< 1umol.l1). Latky, které podporuji riist, jsou oznacovany jako stimulatory, naopak
latky s opa¢nym ucinkem jsou oznacovany jako inhibitory (Ttima et Tlimova 1998).
Plsobenim fytohormonli dochazi k biochemické, fyziologické a morfologické
reakci, kterd plisobi v misté vzniku nebo je transportovana vodivymi svazky nebo

diftizi do jiného mista (Psota et Sebanek 1999).

Rostliny pouzivaji Sirokou $kalu fytohormont, jako jsou napiiklad auxiny, kyselina
abscisova, cytokininy, etylen a gibereliny, které plisobi v malém mnozZstvi (Teale et
al. 2006). Fytohormony hraji diileZitou roli ve fyziologii rostlin, napf. u kli¢ivosti
semen, tvorby korent, kvétli atd. (MacDonald 1997, Woodward et Bartel 2005). V
gibereliny, cytokininy, kyselinu abscisovou (ABA) a plynny etylen (Gloser 1995,
Hopkins 1995). Dalsi fytohormony v mensich zastoupenich jsou brassinosteroidy,

kyselina jasmonova a fenolické latky (Gloser 1995).
Auxiny

Auxiny jsou skupinou ptirozené se vyskytujicich fytohormoni, které maji v rostliné
mnoho funkci a podili se na vyvoji a riistu (Tivendale et Cohen 2015). Mezi
nejznaméjsi auxiny patii IAA (indol-3-octova kyselina), kterd predstavuje nejvice
bohaty nativni auxin (Hopkins 1995, Fallon et al. 2012). Auxiny ovliviiuji kromé
ristu a vyvoje rostlin také fotoperiodismus, gravitropismus a vyvoj reprodukénich
organd. Vyznamné se podili na apikdlni dominanci, tedy vzniku a tvorbé

adventivnich a postrannich koreni (Aloni et al. 2005, Pagnussat et al. 2009).

Kromé rostlin produkuji své metabolity také piidni mikroorganismy, bakterie,
houby a rasy (Sarwar et Kremer 1995). Bakterie na rhizodermis stimuluji proliferaci
postrannich kotent, které zvysuji povrch pohlcujici Ziviny a vysledkem je lepsi

asimilace vody a zivin z plidy. Mohou zlepsit rlist rostlin tim, Ze zvySuji klic¢ivost,
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chrani rostliny pred skiidci a chorobami prenasenymi ptidou (Thomashow et Weller

1996, Berg et al. 2005).
Cytokininy

Cytokininy jsou N° substituované derivaty adeninu s dusikovou purinovou bazi.
NejrozsirenéjSim prirozenym cytokininem ve vysSich rostlinach je zeatin (Hopkins
1995). Tento fytohormon je spojen s mnoha aspekty riistu a vyvoje rostlin, véetné
kli¢ivosti semen, funkci meristému, apikalni dominance a senescence listi (Mok et

Mok 2001).
Gibereliny

Gibereliny jsou skupinou rostlinnych hormoni, které se mtzou definovat vice podle
chemické struktury nez jejich biologické aktivity (Hopkins 1995). Prvni gen
giberelinové drahy byl izolovan z ryZového patogenu Gibberella fujikuroi. Tato
houba se komercné pouZziva pro vyrobu kyseliny giberelové a ptibuznych giberelinti
(Tudzynski 1999). Za prvni izolovany a popsany hormon je povazovan GAs, ktery je
znam jako GA (Gibberellic Acid), protoZe je snadno extrahovan z houbovych
kultur. Gibereliny jsou nejvice dostupné, v disledku toho se nejcastéji zkoumaji

(Hopkins 1995).

Gibereliny (GA) jsou nezbytnymi reguldtory mnoha aspektii vyvoje rostlin, v€etné
kli¢ivosti semen, prodlouzeni stonku a kveteni. Jsou diileZité pro rist a vyvoj rostlin,
proto se stale castéji vyuzivaji vzemeédélstvi a zahradnictvi (Gadea 2003). Gibereliny
se svétlem a dalsimi hormony (ABA a etylen) reguluji kliCeni, které souvisi s
dormanci semen (Leubner-Metzger 2001). Exogenni aplikace giberelinii plisobi
pozitivné na kli¢ceni semen a mobilizaci rezerv endospermu béhem rlistu embryi,

podili se na kveteni (Hopkins 1995).

Rozklad rezervnich sacharidli a proteinti v endospermu umoziuje rist embrya.
V endospermu pri kliceni dochazi k aktivité hydrolytickych enzyma (amylazy,
proteazy a cytazy), které svoji ¢innosti uvolni cukry a aminokyseliny ze zasob
endospermu (Paleg 1961). Kyselina giberelova (GA) je schopna aktivovat enzymy
hydrolyzujici Skrob, véetné a-amylazy (Paleg 1960a), uvoliiuje redukujici cukry -

dochazi k mobilizaci rezervy Skrobu (Paleg 1960b). Kromé a-amylazy se mobilizuji
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rezervy endospermu ucinkem proteolytickych enzyml (proteazy), f-amylazy a
dal$ich enzymi degradujicich skrob. Proces pfi kliceni semene miiZzeme rozdélit do
tri fazi (Obr. 1). V prvni fazi se gibereliny pohybuji od embrya k aleuronu, kde
stimuluji syntézu enzymi a-amylazy a protedzy. V druhé fazi se proteaza preméni
na neaktivni f-amylazu a aktivni a- amylazu. Ve treti fazi spolecné o, f amylazy stépi

Skrob na glukézu, a tim dochazi k rlistu embrya (Hopkins 1995).

Aleurone

Endosperm

Scutellum

Coleoptile
Plumule
(with embryonic
leaves)

Radicle
(embryonic
root)

EMBRYO

Coleorhiza

Obr. 1 Schéma kliceni na semeni je¢mene (Hordeum vulgare), (prevzato z: HOPKINS
1995)

Kyselina abscisova

Kyselina abscisova (ABA) je sloucenina, kterd se primarné podili na regulaci
Klicivosti semen, syntézy skladovacich proteinii a modulaci vodniho stresu.
Pomérné velké mnoZstvi ABA se rychle syntetizuje v listech v reakci na vodni stres,
kde vyznamné piisobi pti regulaci otevirani a uzavirani stomat (Hopkins 1995).
Rostlinny hormon kyselina abscisova (ABA) ma diilezitou roli pti zrani a dormanci

semen za nepiiznivych podminek (Yan et Chen 2017).

Dilezitym faktorem pri kliceni semen je bilance ABA a GA (Seo et al. 2006, Yan et

Chen 2017). Plisobenim ABA dochazi k celkové inhibici syntézy proteinti a enzymi
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(naptiklad hydrolaz), které se podileji na nastartovani dormance. Proto je dilezity
pomér obsahu ABA k obsahu GA v semenech. Obsah hormont rozhoduje o tom,
jestli jsou semena kli¢ivdA nebo dormantni (Gloser 1995). Po uplynuti doby se
semeno stava citlivym na zmeénu okolnich podminek, jako je napriklad svétlo,
chladova teplota, kterd miliZe prerusit dormanci semena tim, Ze sepotlaci nebo
zméni Cinnost ABA, a to vede k nastupu kliceni semen (Yan et Chen 2017).
Uvolnéni z dormance je doprovazeno snizenou hladinou ABA a naopak zvySenou
hladinou GA, coZ ptispiva ke sniZeni syntézy ABA a zvySeni katabolismu ABA (Sasaki
etal. 2015).

Etylen

Je to plynny fytohormon chemické struktury H,C = CHz. Etylen plisobi inhibi¢nimi
ucinky na prodluzovani bunék. Kromé zminénych ucinkl také plisobi stimula¢né
na dozravani plodt a kliceni semen, urychluje starnuti a opad listti (Gloser 1995,

Ttima et Timova 1998, Psota et Sebanek 1999).

Etylen se béZné pouziva k dozravani napriklad banani a jiného ovoce, které jsou
béhem prepravy zelené (Hopkins 1995). ZvySeni tvorby etylenu v rostliné je reakci
na pusobeni stresoru. ZvySenou tvorbu mohou vyvolat teplotni vykyvy, poranéni

nebo napadeni patogeny atd. (Prochazka 2003).

1.4.2 Stratifikace

Podstata stratifikace je vystaveni semen nizkym a nasledné vysokym teplotam, nebo
nejprve vysokym a poté nizkym teplotdm. Timto zplisobem u nékterych druhi
rostlin dochazi pri nékolikatydennim piisobeni nizkych teplot ke klicenisemen
(Tima et Timova 1998). U mnoha druhi rostlin dochazi k pieruseni dormance
stratifikaci pti nizkych teplotach, ale malo druhti ziskdva moznost kliCit pti nizkych
teplotach pod 10 °C (Schiitz 2000). Semena rozSifovana na podzim potrebuji
studenou stratifikaci. Semena $iena na jaie potiebuji teplou stratifikaci. U¢inné
teploty studené stratifikace jsou 0-10 °C, s tim Ze 5 °C je optimalni pro vétSinu druhd.
U¢inné teploty teplé stratifikace jsou 20-35 °C s optimem 20-25 °C, timto jsou
simulované letni teploty (Baskin et Baskin 1998). Nékteré mrazuvzdorné rostliny
jsou timto zplsobem chranény proti vykliceni v dobé podzimu (Tima et Timova

1998). Pri studené stratifikaci dochazi k odbouravani kyseliny abscisové (ABA), tim
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padem dochazi k navySeni hladiny giberelinti. Plisobenim teplé nebo studené
stratifikace miize u mnoha rostlin dojit k preruSeni dormance semen (Baskin et

Baskin 1998).

1.5 Zivotaschopnost semen

1.5.1 Vitalita semen

Vitalitu a Zivotaschopnost (kli¢ivost) semen miiZeme popsat jako pfirozenou vnitini
silu u zdravych semen. Tato schopnost se projevuje okamzitym vyklicenim semen,
to znameng, Ze semena po zaseti rychle vykli¢i za riznych podminek (Hosnedl et al.

2002).

Na provéreni Kkli¢ivosti semen se provadi zkouska Kkli¢ivosti. Realizuje se za
optimalnich podminek prostredi pro kliceni semen, které jsou specifické pro rtizné
druhy. Semena jsou schopna si udrZet svoji schopnost kliceni v rozmezi 3-15 let,
ale jsou i pripady taxond, jejichZ semena kli¢i po vice letech (Tlima et Timova 1998,

Kincl et Krpes 2000).

Starnuti semen vede ke sniZeni jejich vitality, coZ vede ke ztraté jejich
zivotaschopnosti (McDonald 1999). Ztrata Zivotnosti je spojena s degradaci DNA
(Prochazka 2003). Procesem starnuti dochazi v semeni ke ztraté aktivnich enzym,
které se podileji na prestavbé bilkovin, dochazi k postupnému nahromadéni
Skodlivych produktl latkového metabolismu, vycerpani Zivnych zasobnich latek.
Kromé téchto zminénych procesti dochazi ke strukturdlni zméné v protoplastech,
degradaci bunécnych jader a porusSeni funkce osemeni. Uchovani Kkli¢ivosti je

druhové specifické (Tima et Timova 1998, Kincl et Krpes 2000).

Podle CSN 460610 je zkouska Zivotnosti semen provadéna biochemickou cestou
(Kroc 1961). Pro ziva (kli¢iva semena) se pouZiva biochemickd metoda, ktera
spociva v zabarveni pletiv zarodkii nebo endospermu (Kincl et Krpes 2000).
Zivotaschopnost semen se miize dokazat difzi barviv do odumielych pletiv nebo
pouzitim 1% roztoku tetrazolia chloridu. Podstata testu spociva v zabarveni
bezbarvého roztoku na karminové Cerveny formazan, kde se Zivé pletivo zabarvi
Cervené a mrtvé bunky ziistanou neobarvené (Kroc 1961). Po dobu 24 hodin
semena nasavaji vodou na filtra¢nim papire. Za pomoci skalpelu se semeno roziizne

podélnym Fezem na dvé piilky, ty se vystavi plisobeni v 0,1% roztoku tetrazolia
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chloridu opét po dobu 24 hodin pri pokojové teploté (Giménez-Benavides et al.

2005). Nasledné jsou pozorovany barevné zmény.

1.5.2 Ukladani semen

Za optimalni podminku skladovani semen je povaZovany sniZeny obsah vody, coz
souvisi se sniZenim teploty. Vysoka teplota a vlhkost béhem skladovani mohou na
semeno plsobit negativné. MiZe dochdzet ke ztratdm zasob v dusledku
prodychavani. Uvolnéné teplo pii dychani semene miiZze poskodit probuzeny
zarodek. Doba skladovani nékdy zpilisobuje ztratu klicivosti semen, jelikozZ miize
dochazet k porucham transkripce a translace nukleovych kyselin, tim padem
dochazi ke sniZeni enzymatické aktivity. PoSkozeni semen nastava pri sklizeni
nedostatecné vyzralych semen anebo pifi skladovdni semen za nevhodnych

podminek (Prochazka 2003).

1.5.3 Kryokonzervace semen

Kryokonzervace je metoda zmrazovani rostlinnych semen pri nizkych teplotach.
Vétsina semen miiZe byt skladovana za sucha v mrazicich boxech Millennium Seed
Bank (MSB) hluboko v podzemi. Néktera semena nesnesou proces suseni. Proto
k jejich dlouhodobému skladovani a konzervaci je nutné pouZzit specialni metody

(Bargues 2019).

Kryokonzervace pri ultra nizkych teplotach (tekuty dusik -196 °C) umoZiiuje
dlouhodobé skladovani rostlinnych materidld. Klasické kryokonzervacni techniky
jsou zaloZeny na dehydrataci vyvolané zmrazenim (Engelman 2004). Dehydratace
semen béhem dozravani zajistuje jejich dlouhodobé skladovani a Gspésnou
kryokonzervaci. Pfi procesu dochazi k expresi mnoha genfi, které piisobi na ménici
se metabolismus semene (Askochenskaya 1982). Kryokonzervace zabranuje
vyCerpani rezervnich latek, akumulaci toxint, rozkladu a inaktivaci enzymovych
komplexi (Stanwood 1985), ¢imz se minimalizuje riziko genetickych zmén (Bonner
1990). Kryokonzervace je jedinou technikou, ktera zajistuje bezpe¢né a dlouhodobé
uchovani riznych kategorii rostlin neortodoxnich (neprochazejicich fazi vyschnuti)

druhti semen, vzacnych a ohrozenych druhi (Engelman 2011).

Prinosem krykonzervace je vysoka bezpecnost uchovani, mala naro¢nost v obdobi

uchovavani. Je to metoda, ktera prispiva k uchovani genetické stability, zabranuje
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starnuti skladovaného materialu. Je vyuZzivana pro uchovani genetickych zdroji

kulturnich a planych forem rostlin (Svoboda et Faltus 2007).

Kryokonzervacni metoda se snazi ochranit ohroZené druhy rostlin napf. orchideji
(Bustam et al. 2016) nebo endemické druhy, které majik dispozici pouze malé
mnozstvi semen (Peréz-Garcia 2008, Ensconet 2009). VétSina evropskych
semennych bank vyuziva nizké teploty, -20 °C a technologie suseni (Goméz-Campo

1972, Puchalski 2004, Pérez-Garcia et al. 2007).

Pro uskladnéni semen byl vytvoren standart pro ochranu semen — Millennium Seed
Bank (MSB) UK Programme, ktery patfi k nejvétSim programlim na svété zabyvajici
se ochranou stanovist rostlin ex situ (Trivedi 2017, Liu et al. 2018). Zminény
program je veden Kralovskou botanickou zahradou v Kew ve Velké Britanii (Liu et
al. 2018). Prvni krok ke spravnému uloZeni semen do banky zacina jiz pri jejich
sbéru v terénu. Pro uloZeni semen do MSB je nejdrive zapotrebi shromazdit zakladni
tidaje o sbéru. Udaje o sbéru musi obsahovat geografickou lokaci, popis stanovisté a
ro¢ni obdobi, ve kterém probéhl sbér semen z populace rostlin. Ke sbéru semen jsou
piesné dané pokyny. Z rostliny se miize shromazdit méné nez 20 % zralych semen
tak, aby dopad sbéru neohrozil preziti populace. Jakmile jsou semena shromazdéna
a prenesena do MSB, jsou jim pridélena referencni Cisla, ktera se mohou porovnat s
terénnimi udaji a herbarovymi polozkami. Nasleduje suSeni semen s kontrolovanou
vlhkosti. Po vysuSeni semen pokracuje vycisténi a testovani semen rezem, ktera
odhali, zdali jsou semena plna nebo jsou napadena hmyzem. Po vycisténi a vysuSeni
mohou byt semena piidana do sbirek MSB. Poté jsou semena oznacena a umisténa
do vzduchotésnych nadob a skladovana pri -20 °C v podzemnich komorach. Po
zmrazeni se vzorky vyjmou a jsou podrobeny testu kliCovosti. Testovani se opakuje
v desetiletych intervalech, aby se zjistilo, zda uloZend semena zlstavaji

Zivotaschopna pro budouci potrebu (Johnston 2022).

Kryokozerva¢ni metoda neni vhodnd pro vSechny typy rostlinnych semen.
Prikladem muZou byt rekalcitni semena (velkd semena napf. jirovec, dub), ktera
Spatné snaseji tradi¢ni konzervacni techniky. Semena téchto rostlin jsou velmi velka
a pokud zmrznou celé zZaludy a $iSky, vytvori se v tkanich semen led, ktery je usmrti.
Aby se predeSlo k usmrceni, musi se z rekalcitnich semen odebrat semenné embryo,

které se zmrazi rychle pri ultra nizké teploté. V kryokonzervacnich pokusech se
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zjistilo, Ze takto mala ¢ast semene je schopna po hlubokém zmrazeni vytvorit novou
rostlinu. Embrya rekalcitnich semen vSak mtzeme susit i caste¢né. Tento krok je
nezbytny k odstranéni vody z tkani embrya, ktera by mohla béhem chladiciho kroku
zmrznout v led a poSkodit embryo. Aby se vzorky semen ochladily rychle a predeslo
se vytvotreni ledu, pouZivaji se zkapalnéné plyny pri velmi nizkych teplotach, bézné
kapalny dusik (-196 °C) nebo smés kapalného dusiku, kterd se vytvoii pomoci
vakuové pumpy (-210 °C). Poté nasleduje kultivace in vitro, kdy se semenna embrya
rozmrazi. Nasledné jsou péstovana ve zkumavkach ve sterilnich podminkach
obsahujicich specidlni kultivacni médium, které podporuje jejich kli¢ivost a rilist

(Bargues 2019).

Jini autofi pouZivaji ultra nizké teploty uchovavani v tekutém dusiku pro
dlouhodobou ochranu zarodku semen a spor, ktera se stala popularni v zemich jako
USA, Australie, Japonsko a Rusko (Voronkova et Kholina 2010, Ashmore etal. 2011).
Chlazeni obecné prodluzuje Zivotnost suchého semene, kryokonzervace zajistuje
dlouhodobé skladovani (10-100 let) kratkodobé Zijicich orthodoxnich semen
(Walters et al. 2004, Pritchard et Nadarajan 2008).

Kryokonzervace rostlin se pouziva k ochrané biologické rozmanitosti druhti. Timto
se predchazi zaniku mnoha druht rostlin, proto byly v mnoha zemich vytvoreny
narodni programy pro zachovani prirodnich genetickych zdroji. Vznikly semenné
banky pro uchovavani semennych zarodkil, meristémi, pylu a bunécnych kultur,
které umoznuji dlouhodobé uchovavani genomt a ochranu genetického materialu

péstovanych a volné Zijicich druhti rostlin (Roos 1989, Pence 1991, Rao 2004).

1.5.4. Semenné banky

Semenné banky jsou praktickym a efektivnim nastrojem pro dlouhodobou ochranu
rostlin ex situ (mimo jejich prirozené prostredi). Jsou prostiedkem pro zachovani
rozmanitosti plané rostoucich rostlin a zdsadnim dopliikem ochrany a obnovy
nejucinnéjsim mistim pro ochranu vzacnych a ohrozenych druht. Posledni dobou
se pocet téchto mist, kde se semena mohou uchovavat, vyrazné zvysuje (Miiller et
al. 2017). Plivodné byly semenné banky vyuzity pro uskladnéni semen plodin. Dnes
se semenné banky buduji také pro ochranu plané rostoucich rostlin (O'Donell et al.

2017). Botanické zahrady a semenné banky se svymi dovednostmi vzajemné
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dopliiuji, a to spolecné vede k propojeni ochrany in situ a ex situ. Hlavnim cilem bank
je zachovat biologickou rozmanitost rostlin tak, abychom zabranili vymirani druht
a zachovali rostlinny material pro budouci generace. Proto v botanickych zahradach
po celém svété byly vytvoreny Zivé sbirky rostlin a zaloZeny semenné banky, které

podporuji ochranu a vyzkum (Breman et al. 2021).

Sebrany a uchovany material podle standardu se da vyuZit pro znovuvysazeni nebo
duplikace sbirky semen vjiném zafizenim, které jsou geograficky oddélena (O
Donnell et al. 2017). Semena jsou shromazd'ovana a konzervovana v zemi piivodu, a
poté jsou duplikaty zasilany do MSB RBG Kew ke skladovani (Liu et al. 2018).
Nasledujici postup byl zaveden z diivodu mozného poskozeni skladované sbirky
nebo moznych thyni. Tento standard pomaha minimalizovat ztraty ohrozenych
druht (O Donnell et al. 2017). Konvenéni uchovavani semen, kterd jsou vysusend a
zmrazena nékolik nebo desitek let, je povazovano za cenny ndastroj ex situ pro

ochranu rostlin, archivaci a zdroj genetické variability (Gargiulo et al. 2019).

1.6 Bublinatka obecna (Utricularia vulgaris)

1.6.1 Taxonomické zai-azeni

Bublinatku obecnou (Utricularia vulgaris) fadime do skupiny mixotrofnich rostlin,
coz je pestra skupina rostlin z odliSnych adu a celedi. Vlastnost, ktera tyto rostliny
spojuje, je schopnost lovit, konzumovat zivocichy v rtznych podnebnych a
zemeépisnych oblastech, které se navic odliSuji ekologicky a morfologicky (Studnicka
1984). Tento druh patii do celedi Lentibulariaceae, ktera zahrnuje tii rody
Utricularia (bublinatka), Genlisea (genlisej) a Pinguicula (tucnice) (Fischer et al.

2000, Barthlott et al. 2004).

Rod Utricularia v dnesni obé zahrnuje asi 240 druhl. Patii mezi nejvétsi a
nejrozsirenéjsi rod masozravych rostlin po celém svété. Klasifikovany jsou do dvou
poddruht Polypompholyx a Utricularia, které jsou zalozené na obecné morfologii a
morfologii pasti. Z fylogenetickych studii patii vétSina sekci do monofyletické

skupiny (Silva et al. 2018).

Systematické clenéni rodu Utricularia je zaloZeno na morfologii pasti a kvétenstvi.

Je znamo, Ze se vyskytuji prechodné druhy napriklad rod Biovularia, které jsou
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sjednoceny s rodem Utricularia na zakladé morfologie pasti a vodniho habitatu. Rod
je rozdélen do 35 sekci. Napriklad sekce Oligocista ma pasti s dvéma jednoduchymi
hrbetnimi privésky a listeny (U. foveola), pasti s rozvétvénymi privésky a absenci

listent ma druh U. heterosepala.

Sekce Vesiculina je velice rozmanita, rozli$uje se typem pasti s piivésky. Rada sekci
(Stylozheca, Stomiosia, Benjaminia) se odliSuji na zakladé typu pasti, které mtzou
byt podobného tvaru. Druhy Utricularia jsou fazeny do mnoha sekci, které se od
sebe liSi morfologii pasti nebo kvétenstvi a habitatem. Sekce Utricularia je vymezena
jednotnym typem pasti, vodnim habitatem a neptitomnosti listencti. Vnitini zlazy
pasti jsou vétSinou stejného typu, ktery se vyskytuje v evropské skupiné (U. vulgaris,
U. autralis, U. intermedia), ale nékteré jsou ponékud nebo vyrazné odliSné (Taylor

1989).

1.6.2 Morfologie

Bublinatka (Utricularia sp.) je vodni bezkofenna masoZrava rostlina, ktera je volné
plovouci pod vodni hladinou, nebo miize byt ukotvena svymi pryty v ridkém
sedimentu (Adamec 2006). Utricularia vulgaris roste v chladnéjSich mistech a
vytvari pred zimou na konci prytd zimni pupeny tzv. turiony. Jsou to zelend, ovalna
téliska, ktera se vytvori po zkraceni lodyznich ¢lanki a seskupeni mladych
asimilacnich organi. Po nasledném oddéleni zbylé odumirajici lodyhy klesaji na

dno, kde prezimuji (Studnicka 1984).

Jedna hlavni osa stonku zplisobuje vznik fady bocnich vétvi. Osy nesou
fotosyntetizujici listy, které jsou stfidavé usporadané po trech nebo ctytrech listech
(Friday 1989). Listy maji mnohokrat ¢arkovité délené, zelené barvy (Frank 2009).
Past je listového piivodu, ma tvar méchyrku (Juniper et al. 1989). Lapaci past je
pripojena ke stonku kratkou stopkou (Obr. 2). Sténa pasti je obvykle tvofena dvéma
bunécénymi vrstvami (Lloyd 1929), ale u jinych druhi je tvorena vice nez dvéma
vrstvami (Lloyd 1942, Reifenrath et al. 2006). Stény pasti, které se skladaji ze dvou
vrstev fotosyntetickych bunék, jsou v mladych pastech turgescentni a pruzné. Pro
bublinatku jsou typické dimorfni pasti riznych velikosti v rozmezi méné nez 1 mm
avice nez 5 mm (Friday 1991), které maji na svém vnitinim i vnéjsim povrchu Zlazy

a trichomy (Juniper et al. 1989).
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Obr. 2 Detail pasti, stereolupa Nikon SMZ25, foto: R. Prausova, 2017

Kvéty jsou 5¢etné s napadné zlatozlutou barvou (Husak 2000, Kubat 2002), ktera
vytvari volna hroznovitd kvétenstvi vyrlstajici nad vodni hladinou (Husak 2000,
Frank 2009). Nejmensi druhy bublinatek maji kvéty jednotlivé, které obvykle tvori
nékolikakvété hrozny, nesené nad vodni hladinou plovoucim rozvétvenym prytem.
Kvéty U. vulgaris se od U. australis odlisSuji v dobé kveteni, kdy U. vulgaris ma
napadné sedlovité prohnuty dolni pysk koruny, naopak U. australis ma zminénou

¢ast lehce prohnutou (Adamec 2008).

1.6.3 Vyskyt druhu
Vyskyt v Ceské republice

U. vulgaris byla v CR je$té pred 100 lety docela hojna v teplych oblastech s tvrdsi
vodou (Adamec 2008), bohuZel negativhim dopadem je eutrofizace vod, chovem
ryb a vypousténi splaskti do povrchovych vod, patii dnes ke skoro vymizelym druhti
(Frank 2009). Podle Cerveného seznamu se fadi U. vulgaris mezi (C1t) kriticky
ohroZené druhy s klesajicim trendem (Grulich et Chobot 2017). V soucasné dobé
existuje pouze pét potvrzenych existujicich populaci (Galova et Hajkova 2014,
Prausova et al. 2015, Kaplan 2017). U. vulgaris s vy$si pokryvnosti v souc¢asné dobé
vyskytuje v nékolika aluvialnich tlni v Polabi (Rydlo 2005) a slatinnych tdnich u
Hrabanova. Izolované vyskyty byly ziidka zaznamenany v jiznich Cechach v

jihozdpadni, jizni a stfedni Moravé (Grulich et Chobot 2017). Bublinatka se po
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dvaceti letech zacala vyskytovat v Hodoninské Dubravé (Galova et Hajkova 2014).
V roce 2014 byl znovu druh nalezen Faltysovou (rev. L. Adamec) v NPR
Bohdane¢sky rybnik ve vychodnich Cechach (Prausova et al. 2015). Z dlouhodobého
hlediska jsou povaZovany dvé populace za stabilni. U. vulgaris je ¢asto zaménovana
s podobnymi U. australis. Pouze 29 % z 339 zkoumanych herbarovych poloZek
ptivodné identifikovanych jako U. vulgaris zatimco 70 % je U. australis. Distribu¢ni
mapa tohoto druhu (Obr. 3) je zaloZena pouze na revidovaném herbari (Kaplan

2017).

Ultricularia vulgaris

~No oo
o ©°
o

native

46 4T 43 ab SO 51 52 53 54 35 35 57 58 59 60 €1 82 B3 64 £5 €6 67 68 €9 70 71 72 73 V4 75 7 V7 78 79

Obr. 3 Rozsifeni U. vulgaris v Ceské republice, zdznamy z obdobi 2000-2016
(prevzato z Kaplan 2017)

Vyskyt ve svété

Rod Utricularia je kosmopolitni, ale na pélech a obecné v suchych oblastech neroste
(Obr. 4). Bohatost druhti je vyssi na jizni polokouli (Taylor 1989). I piesto nékteré
pronikly do vod horskych tropt a subtropi. Napiiklad bublinatka mensi (U. minor)
byla zaznamendna az v Nepdlu a horach Barmy a Nové Guiney. Bublinatka obecna
(U. vulgaris) je udavana z troptl jizné od Sahary do Konga, ze Sidanu, Ugandy

(Studnicka 1990).

U. vulgaris se vyskytuje po celé Evropé, chybi pouze v nejsevernéjsi ¢asti. Ve svété
se vyskytuje v severni Africe, Asii, severné na zapadni Sibir a na jih do Turecka, Syrie,
Kavkazu, Afghanistanu, Pakistanu a Tibetu (Taylor 1989). V Evropé se hojnéji
vyskytuje v jizni, severni a vychodni Evropé (Adamec 2008).
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Obr. 4 Oblast rozsiteni bublinatky obecné (Utricularia vulgaris) na Zemi (Linnaeus,

2017)

1.6.4 Ekologie

Okolo 50 druhti Utricularia jsou vodni nebo obojzivelné rostliny, které rostou ve
stojatych mokradech s chudymi Zivinami, ve vodach s velkou koncentraci
huminovych kyselin (Juniper et al. 1989). U. vulgaris roste v tiinich, odvodiiovacich
kanalech, mrtvych ri¢nich ramenech a na okrajich rybnikd (Kubat 2002). Z hlediska
vody vyZaduje mezotrofni azZ eutrofni vody s bahnitym dnem (Husak 2000). V téchto
vodach jsou nizké koncentrace rozpusténého kysliku a pomaly rozklad sedimentu
(Studnicka 1990). Mixotrofni rostliny se vyskytuji v prostfedi chudém na Ziviny.
Organicky dusik a fosfor ziskavaji travenim své kofisti (Ellison et Gotelli 2009). U.
vulgaris potrebuje pro své preziti dostatek kysliku, ktery je klicovy pro fungovani

pasti a mnozstvi COz pro fotosyntézu (Studnicka 1990).

Nepriznivym ekologickym podminkam druh celi pomoci turionti (zimni pupeny),
které jsou produkovany mnoha vodnimi rostlinami (Sculthorpe 1967, Bartley et
Spence 1987). Jsou to kulovité aZ elipsoidni pupeny na koncich pryti (Slavik 2000),
které za prijatelnych podminek vyplavou na hladinu a za¢nou kli¢it (Studnicka

1990).
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U. vulgaris kvete v obdobi ¢erven az zari (Kubat 2002). Plodem je tobolka se dvémi
chlopnémi (Slavik 2000) o velikosti 3—5 mm (Husak 2000). Z bublinatek mezi hojné
kvetouci patti U. vulgaris, U. australis. Pouze U. vulgaris vytvari mala, kliciva a cetna
semena v kulovitych tobolkach, zatimco U. autralis je vidy sterilni (Adamec 2008).
Semena jsou matného vzhledu, maji barevnou skalu od tmavé Sedé po tmavé
zelenocCernou (Obr. 5) (Holzbauerova 2015). Semena bublinatek jsou se 4 az 6
hranami prismaticka az kubickd, Sikmd, mnohoudhelnikovita, hnédocerné barvy

(Taylor, 1989, Cross et al., 2018b).

U. vulgaris patri do asociace Lemno-Utricularietum vulgaris (Rydlo 2005), ve které
dominuji diagnostické druhy U. vulgaris a Lemna minor s vys$i pokryvnosti.V
soucasnosti se toto spolecenstvo vyskytuje v nékolika aluvialnich tni v Polabia

slatinnych tfinich u Hrabanova (Sumberova 2011).

1.6.5 Generativni reprodukce a kli¢ivost semen

MasozZravé rostliny se prevazné rozmnozZuji vegetativné za pomoci fragmentace
vyhont a turiont. Pfevazna ¢ast rostlin je schopna se rozmnoZovat i generativné
vytvorenim semen (Taylor 1989, Cross 2012, Cross et al. 2016, 2018b).
RozmnozZovani semenem mize slouzit jako bezpecnostni opatieni pro pirekonani

nepriznivého obdobi (Adamec 2018).

Generativni rozmnoZovani masoZravé vodni rostliny Utricularia vulgaris
(Lentibulariaceae) miiZze vést kobnové prirozenych populaci po docasném
vyschnuti stanovist. Dal$i moZnou variantou je Sifeni semen za pomoci vodniho

ptactva, ktera vede k zaloZeni novych lokalit (Prausova et al. 2022).

Semena bublinatky byla podrobena riiznym variantam testt, které by mohly zlepsit
a prispét klepsi kli¢ivost tohoto druhu. Nejlepsi kli¢ivost byla zaznamenana u
semen, ktera podléhala stratifikaci teplem a byla vystavena pulsobeni ethylenu
(Holzbauerova 2015). Z uspésného kliceni semen mizeme usoudit, Ze kli¢ivost je
ovlivnéna dostupnosti svétla, polohou semene ve vodnim sloupci a chemickym
sloZzenim vody. Tyto vyznamné faktory mohou pomoci ke kli¢ivosti semen v
predeslych stanovistich (Prausova et al 2022). Kromé toho bylo zjiSténo, Ze kli¢eni
semen vodnich rostlin v€etné Utricularia vulgaris stimuluje ptisobeni etylenu (Cross

2012, Cross etal. 2016). Stimula¢ni ucinek etylenu na kliceni semen byl zaznamenan
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i u jinych masoZravych rostlin napt. u druht rodu Byblis (Cross et al. 2018 a,b).
Pozitivni u€inek ethephonu byl odhalen u vodniho druhu Potamogeton praelongus
(Prausova et al. 2014). Pozadavek na svétlo se miiZe snizit i¢inkem etylenu na kli¢ici
semena (Prausova et al. 2022). V pfirodnich podminkach se miZe z vhodného

vlhkého sedimentu uvoliiovat prirodni etylen (Cross et al. 2014).

Bylo objeveno, Ze nékolik druhii rostlin produkuje fotofilni semena, ktera ke svému
kliceni potrebuji svétlo (Baskin a Baskin 2014). To predstavuje vynoreni semen na
vodni hladinu, kde jsou semena vystavovana svétlu. Toto mize byt dulezity faktor,
ktery pomaha k lepsi kliCivosti semen (Prausova et al. 2022). Pro kliceni semen
urodu Aldrovanda a také druhu Utricularia vulgaris se ukazalo, Ze oba tyto druhy
potiebuji svétlené podminky a vyssi teplotu 25 °C, aby doslo k naruSeni dormance

po nékolika tydnech studené stratifikace (Holzbauerova 2015).

Obr. 5 Semena bublinatky obecné (Utricularia vulgaris), stereolupa Nikon SMZ25,
foto: R. Prausova, 2017
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1.7 Rdest dlouholisty (Potamogeton praelongus)

1.7.1 Taxonomické zaiazeni

Rdest dlouholisty (Potamogeton praelongus) patfi do celedi rdestovité
(Potamogetonaceae), ktera zahrnuje rody: rdest (Potamogeton), rdestice
(Groenlandia), rdestik (Stuckenia), Sejdracka (Zannichellia), Lepilaena a Althenia.
Nejvétsi pocet taxonli ma rod Potamogeton (E-monocot 2018). Navic je znamo, Ze
rod vytvari cetné vnitrodruhové hybridy, které zplisobuji potiZe pti taxonomické

Kklasifikaci (Kaplan et al. 2013).

Celed Potamogetonaceae podle morfologickych metod a molekularnich studii
prokazuje existenci 22 taxont, z nichz 18 rodi nalezi do rodu Potamogeton (vCetné
4 mezidruhovych hybridi), 3 do rodu Stuckenia, a 1 do monotypického rodu
Groenlandia (Aykurt et al. 2020). VSechny druhy v celedi Potamogetonaceae se
vyznacuji velkou morfologickou variabilitou, coZ predstavuje celkovy vzhled, délka,

sirka a tvar listii, nakonec také podminky prostiedi (Kaplan 2002, 2008).

1.7.2 Morfologie

Rdest dlouholisty (Potamogeton praelongus) je vytrvala vodni rostlina s dlouhym
plazivym oddenkem (Kaplan 2010). Délka lodyhy mtZe nabyvat rozmért od desitky
centimetrd po nékolik metri. Mezi faktory, které ovliviiuji délku lodyhy, je
prithlednost vody, pfisun slune¢niho zaieni. Délka lodyhy rdestu v CR se pohybuje
0 30-150 cm (Prausova 2016a). Lodyha je obvykle v uzlindch lomena cik-cak.
Vzplyvavé listy zpravidla vZdy chybi. Ponorené listy jsou kopinaté, prisedlé, barvy
svéze zelené, prisvitné a na bazi objimavé a na vrcholu kapovité. Listy jsou 11-23
Zilné a mohou dosahovat délky 5-180 mm (Prausova et Adamec 2010). Barva
palistii je od bélavé po zelenavé bilou, na strané privracené k listu po celé délce

vzajemné srostlé (Kaplan 2010).

Kvéty jsou drobné, oboupohlavné, prisedlé (Kaplan 2010). Kvete v obdobi kvéten az
Cerven, kdy klasy kratkodobé vycnivaji na vodni hladinu. Staré lodyhyodumiraji.
Zralé Kklasy s naZzkami uhnivaji a klesaji ke dnu (Prausovd 2016a). Nazky
Potamogeton praelongus jsou tmavé zelené, eliptické nebo obvejcité s ostrym

hibetnim kylem a jejich délka je nasledujici 4,5-5,8 mm. Pevné oplodi starnutim
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tmavne. Semena jsou mald, bez endospermu, embryo je zatoc¢ené (Kaplan 2010,

Prausova 2016a).

1.7.3 Vyskyt druhu
Vyskyt v Ceské republic

V minulosti se druh nachazel od niZin po pahorkatiny. Kromé téchto zminénych
vegetacCnich stupni byl jeho vyskyt zaznamenan v roce 1983 v Praze v fece Vitavé
(Rydlo 1986 a, b). Dalsi vyskyty v minulosti byly znamy z Ceskolipska (feka
Ploucnice), okoli Pisku (feka Otava a rybniky), Chlumce nad Cidlinou (rybniky)a
mezi TyniStém nad Orlici a Hradcem Kralové-z feky Orlice, mrtvych ramen a tiini

(Rydlo 1986 a, b, 1995), (Obr. 6).

Na predposledni Ceské lokalité rdestu dlouholistého v Jezuitském jezefe (tlni
Orlice) v MalSovicich u Hradce Kralové byla v roce 1987 velikost populace
odhadovana na 100 000 lodyh rdestu dlouholistého, bohuZel v dalSich dvou letech
populace vyhynula z dtivodu eutrofizace tiiné (Husak et Kaplan 1997). Dnes se druh
vyskytuje na jediné plvodni lokalité u ramene reky Orlice u Hradce Kralové,
Rameno u Stribrného rybnika. Na rece Orlici a na rameni feky Ploucnice byly
populace rdestu uspésné reintrodukovany (Prausova et al. 2017a). V tlnich na
Kokorinsku se vyskytuje docasna zaloZni populace. Cilem zadchranného programu
bylo posileni nebo zaloZeni nékolika (3-6) novych populaci P.praelongus
v oblastech jeho piivodniho vyskytu (Poorli¢i, povodi Ploucnice, pripadné Polabi)
popiipadé posileni populace u ramena Orlice u Stfibrného rybniku. Dalsi vybrané
lokality byly Kasparovo jezero v nivé Orlice, u Slezského Predmésti v Hradci Kralové

a v rameni Plou¢nice u Hefmanicek na Ceskolipsku (Prausova et al. 2017a).

Potamogeton praelongus byl vysazen do revitalizovanych tiini v CHKO Kokotinsko
(tin nad rybnikem Harasov, tiiné v nivé Libéchovky, tiiné pod PleSivcem, tin
u Stampachu, tin u Medonos, tin u Tupadel). Nejvice se zaloZené populaci datilo
v tlini Harasov, kterd v roce 2007 citala skoro 1400 lodyh. Naopak doslo k zaniku
dvou tlni v nivé Libéchovky, coz bylo zpiisobeno nizky sloupcem vody, naslednym
prohratim vodniho sloupce a zarlistanim tliné konkurencné zdatnéjSimi druhy

Potamogeton natans a Calliergonella cuspidata (Prausova et al. 2017a).

36



5s

70

O historicky vyskyt
® soucasny vyskyt

Obr. 6 Historické a soucCasné rozsifeni rdestu dlouholistého (Potamogeton

praelongus), (ptevzato z: Prausova 2016a)
Vyskyt ve svété

Rozsiteni P. praelongus je oznacovano jako cirkumborealni a subocenanické (Obr.
7). Na Evropském kontinentu se vyskytuje predevSim v severni ¢asti a v oblasti
Stiredomofti uplné chybi. Vyskytuje se s rostoucim gradientem zemépisné sirky, od
stredni po severni Evropu a koreluje se zlepSujicimi se podminkami (prihlednost

vody a obsah Zivin ve vodé) (Kozelkova et al. 2021).

V Evropé miizeme P. praelongus nalézt od Islandu, Skandinavie po severni Italii,
Slovinsko, Francii. Velmi ¢etny vyskyt je v severskych zemi jako jsou Norsko, Finsko,
Svédsko, Dansko. Novy vyskyt byl také zaznamenan v jihozapadnim Grénsku (Voge
2002).

V celé stredni Evropé je povazovan za kriticky ohroZeny druh (Pott 1995, Schubert
et al. 1995). V CR mus{ byt druh aktivné chranén pomoci zdchranného programu.
Ackoli je P. praelongus rozsiten v celé borealni zoné€, v nékolika evropskych zemich
je oznacovan jako ohroZeny druh. Na izemi Japonska je tento druh zarazovan mezi
kriticky ohrozené druhy. Kdysi byl hojné rozsifen na celém ostrové Hokkaido
(Kadono 2020), ale na znamych lokalitdch vymizel, nebo se jeho pocetnost sniZila

(Kadono 2016).
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Jak jiz bylo uvedeno drive, P. praelongus ma Siroky areal rozsifeni po celé severni
polokouli. V nékolika zemich, ale jeho populace klesaji (Bayindir et Ikinci 2020). P.
praelongus se vzacné vyskytuje i v Turecku. Druh byl zarazen do Turecké flory
(Uotila 1984) na zakladé ojedinélého nalezu vyskytu (Grossheim 1928), v provincii
Kars v severovychodnim Turecku. Od té doby se jej nepodatilo znovu najit, proto byl
povazovana za vyhynuly druh. AZ béhem terénnich praci v roce 2016 P. praelongus
byl nalezen v lokalité jizniho Turecka na stfedomoiském horském stanovisti v
oligotrofnim alpském jezete, v nadmorské vySce cca 2600 m. Jedna se o jedinou
populaci v Turecku a jediny nalez v oblasti Stfredozemniho mote. Rozsah rozsireni

populace je zde mensi nez 500 m? (Bayindir et Ikinci 2020).

i Potamogeton praelongus

Obr. 7 Oblast rozsireni rdestu dlouholistého (P. praelongus) na Zemi (Linnaeus,

2018

1.7.4 Ekologie

Dilezitymi vlastnostmi vody pro riist tohoto druhu jsou pH, elektricka vodivost a
tvrdost vody(Prausova 2016a). Rostlina vyuZiva hydrogenuhlic¢itanové ionty jako
zdroj uhliku pro fotosyntézu (Husak et Adamec 1998). Na polskych lokalitdch
(vojvodstvi Mazowieckie a Lubilskie) byl pozorovan vysoky obsah vapniku ve formé
uhli¢itanu vapenatého, ktery zpiisobil silnou inkrustaci list (Prausova et al. 2017a).
Kombinace vsech ekologickych podminek je klicova pro rist rdestu. Optimalni jsou
predevSim hlubsi, chladnéjsi, nizinné tvrdé vody, které jsou u nas v soucasnosti

vzacné (Husak et Adamec 1998, Prausova 2016a).
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Makrofyta jsou celosvétové ovliviitovana mnoha prirodnimi a lidskymi faktory (Xia
et al. 2022). Ponofena makrofyta mohou indikovat zmény v kvalité vody a
hydromorfologii (Alahuhta et al. 2013). VétSina lidskych zasaht vede ke snizeni
kvality vod, zvySené mnoZstvi Zivin, které vedou k eutrofizaci (Sand-Jensen et al.

2000, Brett et Benjamin 2008).

Na dné vodnich ekosystémi miize dochazet k ukladani organického materialu
z odumfelych vodnich rostlin. Mlze dojit kvytvoreni anoxického prostredi a
z bahnitého sedimentu se zacnou uvolnovat jedovaté plyny jako jsou napf. sirovodik
a metan (Prausova et al. 2017). Pri vySsi teploté a vysoké koncentraci mineralnich
zivin dochazi k premnozeni vlaknitych ftas, které portstajici lodyhy a svym
premnozenim prispivaji ve vodnim sloupci ke sniZeni priihlednosti vody (Prausova
et Janova 2010, Prausova et al. 2017a). Kadono et al. (1992) a Kadono (2007) tvrdili,
a (nebo) sniZzené prithlednosti. V Evropé a Severni Americe bylo zjisténo, Ze P.
praelongus preferuje chladnéjsi vodu (<27 °C) a jeho lodyhy mohou byt poskozeny,
pokud teplota piresahne 25 °C (Kozelkova et al. 2021).

1.7.5 Generativni reprodukce a kli¢ivost

U druhu Potamogeton prealongus prevladd vegetativni rozmnoZovani nad
generativnim. Pro vytvoreni novych populaci tohoto druhu pomaha transport na
delSi vzdalenost. Studium generativniho rozmnoZovani P. praelongus
v laboratornich podminkach miize pomoci k zachovani kriticky ohrozeného druhu
v Ceské republice a celé stiedni Evropé a ke zvySeni genetické diverzity populaci

(Prausova et al. 2015).

Klicovym faktorem pro reprodukci ponotenych rostlin jsou svételné podminky pod
vodou v obdobi kliceni vegetativnich vyhonii rostlin (Lu et al. 2012), ale i u
vzrostlych rostlin. Slaba intenzita podvodniho svétla brani kliceni, ¢imZ se pocet
makrofytnich drithu snizuje (Madesen et al. 2001). Kdyz dochazi k zaplaveni, snizuje
se prihlednost vody a zvysSeni zakalu a tento nedostatek podvodniho svétla
ovliviiuje rist a reprodukci ponotenych rostlin (Wang et al. 2019). V laboratornich
podminkach bylo zjiSténo, Ze preruseni dormance semen (Obr. 8.) Ize dosdhnout
prirodé blizkymi metodami jako jsou stratifikace, plisobeni mikrobialni aktivity ve

vodé a skarifikace (Prausova et al. 2015).
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Obr. 8 Vzhled nazky rdestu dlouholistého (P. praelongus), stereolupa Nikon SMZ25,
foto: R. Prausova, 2018

1.8 Zvonovec liliolisty (Adenophora liliiofolia)

1.8.1 Taxonomické zarazeni

Zvonovec liliolisty (Adenophora liliifolia) patfi do celedi zvonkovité
(Campanulaceae). Tato Celed’ je zastoupena rody zvonek (Campanula), zvonecnik
(Phyteuma), zvonénka (Legousia), pavinec (Jasione), zvonovec (Adenophora) (Kubat
etal. 2002). Campanula L. (Campanulaceae, Campanuloideae) je velky rod s dlouhou
a slozitou taxonomickou historii (Liveri et. al. 2019). Zahrnuje vice nez 2300 druht
(Crowl et al. 2016), které se vyznacuji morfologickou a stanovistni rozmanitosti a
pritom jsou rozsifeny na vSech kontinentech, od tropickych desStnych lesii az po

arktickou tundru (Lammers 2007).

1.8.2 Morfologie

Zvonovec je vytrvald bylina se ztlustlymi kofeny. Lodyha je pfim4, vétvena nebo
nevétvena (Kubat et al. 2002). Dosahuje vysky 40-90 cm a mize byt valcovita,
podélné ryhovand, nevétvend. Piizemni listy jsou dlouhé, rapikaté se srdcitou az
okrouhlou cepeli. Lodyzni listy jsou v postaveni stiidavé, pilovité a mohou byt az
celokrajné (Kovanda 2000). Zvonovec kvete od konce ¢ervna do srpna (Kubat et al.
2002). Kvéty mohou vytvaret kvétenstvi latu nebo hrozen. Jednotlivé kvéty jsou nici,

maji svétle modrou zvonkovitou, vzacné i bilou korunu (Rybka et al. 2004).
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Na rozdil od zvonki jsou kvéty zvonovce vonné a ¢nélka vyc¢niva z koruny (Prausova
et Mareckova 2017). Plodem jsou tobolky hruskovitého tvaru. Semena dosahuji

velikosti 2,0-2,5 mm a jsou rezavohnédé barvy (Kovanda 2000).

1.8.3 Vyskyt druhu
Vyskyt v Ceské republice

Kovanda (2000) uvadi, Ze se v Ceské republice z ptivodnich cca 20 lokalit dochovalo
5 lokalit. Prausova et al. (2016b) uvadi, Ze zvonovec se nachazi na lokalitach: PP
Babinské louky, NPR Karlstejn, PR Karlické udoli, lesni komplex u Bilichova, lesni
komplex Baiisky les, PP DZban a PP Vrazba ve vychodnich Cechach. Celkovy pocet
rostlin navsSech lokalitdch se je maly. Srovnani historickych dat se soucasnymi
prizkumy ukazalo rychly pokles poc¢tu populaci A. liliifolia v misté jejich vyskytu.
(Prausova et al. 2016b).

Obr. 9 Soucasné rozsieni zvonovce liliolitého v CR (pievzato z: AOPK CR 2013)

Vyskyt ve svété

Adenophora liliifolia je rostlina s omezenou schopnosti Sifeni na velké vzdalenosti.
Roste v klimaticky neextrémnich stanovistich (Rolecek 2007, Prausova et al. 2016b,
Kaplan 2017). Druh predstavuje evropsko-jihosibirsky floristicky prvek, pro ktery
optimalni podminky poskytuji hemiborealni lesy jiZzniho Uralu a jihozapadni Sibire
(Rolecek 2007). V Polsku se druh vyskytoval priblizné na 100 lokalitach, ale dnes

zlstalo jen 21-22 lokalit (Prausova et al. 2016b). Zvonovec eurosibiisky element
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(Ciosek 2006), jeho areal se tahne z vychodni Asie az dostredni Evropy (Obr. 10).
Ceska republika lezi na okraji jeho arealu (Prausova et al. 2018). Centrum, ze
kterého se druh S$iri, se nachazi v zapadni Asii-jizni Sibifi a disjunktné zasahuje az
do zapadni Evropy (Némecko, Svycarsko) (Tacik 1971, Fedorov 1978). V souc¢asné
dobé se nejvhodnéjsi stanovisté pro tento druh nachazi ve stredni Evropé. Témito
stanovisti jsou perialpidské bazifilni teplomilné doubravy — svaz Quercion
pubescenti-petraeae (Chytry et al. 2013), stiidavé vlhké louky chudé na Ziviny —
Molinion caeruleae (Chytry 2007). Ve stfednim ruském lesnim pasmu je A. liliifolia
typicky brehovy druh preferujici svétlé dubové lesy a jejich okraje na hlavnich
Fi¢nich nivach (Seregin 2017). Zvonovec v Evropé byl zaznamenan na Slovensku v
Rakousku, Mad'arsku, dale se vyskytuje v severnéjsi casti Italie a Balkanského
poloostrova. V soucasné dobé je rozsifeni v Evropé znacné roztristéné. Omezuje se
predevsim na malé a izolované populace ve stiedni a vychodni Evropé (Prausova et
al. 2016b). Podobny trend ubytku populace je uvadén také z evropské casti Ruska
(Boronnikova 2009).

S ohledem na rozsiteni ve stiedni Evropé je A. liliifolia povaZovana za indikatorovy
druh pozdné glacidlniho rané holocénniho refugia svétlych a mezofilnich biotopi.
Tyto porosty pozdéji vétSinou ustoupily s rozsirenim hustych lesti béhem stiedniho
holocénu (Dité et al. 2018, Rolecek 2007). V soucasné dobé jsou evropské populace
ohroZeny fragmentaci a ztratou biotopt, coz vede ke zmensovani populaci a jejich

vymirani (Prausova et al. 2016b).

e rozsifeni druhu na zakladé publikovanych map; 0
v CR zpfesnéno podle databaze FLDOK 0 250 500 1 000 km

Obr. 10 Areal rozsifeni zvonovce liliolistého (pievzato z: prevzato z: AOPK CR 2011)
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1.8.4 Ekologie

Pidnim podkladem na lokalitach A. liliifolia mohou byt mirné vlhké, nepodmacené
plidy s hojnym obsahem zivin (Rybka et al. 2004). Zvonovec liliolisty je mirné
svétlomilny druh, ktery preferuje zasadité podklady jako vapence, sliny, slinovce,
andezity (Prausova et Mareckova 2017). Rybka et al. (2004) uvadi, Ze recentni
lokality zvonovce vétSinou maji lesni nebo lu¢ni charakter, kde preferuji polostinna
stanovisté nebo toulavy stin s nékolikahodinovym slunéni. Je to vytrvala rostlina

doZivajici se nékolika desitek let.

K preckavani nepriznivého obdobi vyuziva repovity koren, na némz se za vhodnych
podminek zakldda nadzemni lodyhy. Pfeckava tak zimni obdobi, po némz priblizné
v poloviné dubna rasi prvni stonky. Stejnym zplsobem pieziva i nepriznivé
obdobi v pribéhu vegetacni sezdny, napt. za sucha (pozorovano v roce 2015 na
lokalité Vrazba). MizZe tvorit Caste¢nou razici nebo soustavu nékolika husté
olisténych lodyh, které za priznivych podminek doristaji vysky kolem jednoho
metru. Kvétenstvi se zacinaji formovat koncem kvétna a v priibéhu ¢ervna. Rozvijeni
kvétl zacina zpravidla v ¢ervenci (hlavné ve druhé poloviné), rostliny dokvétaji v
pribéhu srpna, vyjimecné jesté v zari. Opyleni probihd hmyzem, vétrem i
autogamicky. Na nejcasnéji kvetoucich vétvich zacinaji zrat tobolky, které

nedozravaji ve stejnou dobu, ale postupné (Prausova et al. 2018).

Nejvice semen (Obr. 11) dozrava v zari. Malé kli¢ni rostlinky dosahuji rozméru 2—3
mm a maji dva zelené délozni listky. Semenacky, které jsou v nasledujicim roce
v malém poctu nalézany v blizkém okoli materskych rostlin, maji velikou mortalitu
kviili malo vyvinutému korenovému systému a nizké konkurenceschopnosti. Mladé
rostliny ¢asto hynou suchem, seslapem, okusem, napadenim houbovymi organismy.
S prvnimi mraziky dochazi k opadu listii a odumirdni nadzemnich lodyh. Nékteré
suché lodyhy ziistavaji holé a vzpiimené do nasledujiciho roku (Prausova et al.

2018).
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Obr. 11 Semeno zvonovce liliolistého (Adenophora liliifolia), stereolupa Nikon

SMZ25, foto: R. Prausova, 2017

1.8.5 Generativni reprodukce a kli¢ivost semene

Adenophora liliifolia je vytrvala bylina, ktera se radi ke konkurencné-stresové (C-S)
tolerantni Zivotni strategii s omezenou schopnosti disperze na velké vzdalenosti
(Role¢ek 2007, Prausova et al. 2016b, Kaplan 2017). Celed Campanulaceae se
vyznacuje malou hmotnosti semen (obvykle v rozmezi 10-200 pg) (Koutsovoulou
etal. 2014). Semena jsou zbarvena rezavohnédé, leskla, zplostéla (Casto s ndznakem

kylu) a na povrchu podélné svraskald (Prausova et Mareckova 2017).

Probéhla studie vlivu svétla na kliceni semen u celedi Campanulaceae u rostlin
vyskytujicich se na riiznych typech stanovist (pisecné duny, mokiady, kioviny, lesy,
skaly, horské a vysokohorské louky), nachazejicich se na vSech péti kontinentech.
Pozadavek na svétlo pro kliceni semen byl zjiStén u vSech zkoumanych taxont

(Koutsovoulou et al. 2014).

Adenophora liliofolia patfi mezi ohroZené druhy nejenom v CR, ale i v Polsku
(Puchalski et al. 2014). Je povaZovan za reliktni, evropsky ohroZeny druh rostliny.
Jeho vyskyt v Rumunsku je omezen na nékolik malo lokalit. MoZnou pri¢inou jsou
pozadavky na kliceni druhu, které jsou ztiZeny zménou charakteru vegetace. PreZiti
a posileni populace je podminéno opatienimi pro lesni hospodareni s cilem
redukovat bylinnou ¢i kefovou vegetaci a omezit koseni, pastvu. Navrhuji se rovnéz
opatfeni na ochranu ex situ (Manole et al. 2015). Vyzkum ukazuje, Ze evropské

populace nejsou ohroZeny sniZzenou genetickou rozmanitosti, ale spiSe fragmentaci
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a ztratou stanovist, coZ vede ke zmenSovani populaci a jejich vymirani (Prausova et

al. 2016b).

Cilem pripraveného zachranného programu (Prausova et al. 2017c) je zaméreni se
na vyvoj vhodnych technik konzervace ex situ, napt. vytvoreni sterilnich tkanovych
kultur, vhodné skladovani semen v semennych bankach, experimentalni zkousky
Kli¢ivosti a péstovani zamérené na identifikaci faktori kritickych pro riist semen

(Vaculna et al. 2021).

Puchalski et al. (2014) uvadi, Ze kryokonzervace je spolehlivou metodou pro
uchovani semen a nasledné péstovani A. liliifolia ex situ, (semena byla vystavena
vlivu nizké teploty kapalného dusiku, teplota -160 °C). Na izemi Polska tuto metodu
pouzivaji pro zachranu ubyvajicich populaci jedinct A. liliofolia v Podkarpatském a
Lublinském vojvodstvi. Odbornici tvrdi, Ze k posileni zmensujicich se populaci lze
prispét materidlem (semeny) z populace geneticky a geograficky velmi blizké
populace (Riccardi et Simberloff 2009). Geneticka zachrana strategie je pouzivana k
ochrané populaci, které jsou malé nebo maji nizkou genetickou rozmanitost
(Ingvarsson 2001). Na sesbiranych semenech byly provedeny testy kli¢ivosti semen.
Nejdiive byla extrahovana semena vyciSténa a umisténa do komory, aby se
stabilizovala pti teploté 15 °C a relativni vlhkosti 18 %. Po 30 dnech byla ¢ast semen
vystavena 30denni chladové stratifikaci na médiu namoceném v destilované vodég, v
chladnicce pri teploté 4 °C. BEhem této doby zbytek semen ztistal v komofre, aby se
udrZely konstantni parametry vlhkosti. Po stratifikaci byly provedeny testy
kli¢ivosti ve dvou variantdch. Prvni variantou byla semena bez stratifikace
(kontrolni test). Druha varianta byla semena po chladové stratifikaci. Semena byla
nakli¢cena v Petriho miskdch g 9 mm v kultivacnich komorach. Pro kli¢eni byly
pouZzity proménlivé teploty 25/15 °C, fotoperioda (16 hod. svétla/8 hod. tma) a 70%
vlhkost vzduchu. Kli¢ivost byla pomérné vysoka — 42 % u kontrolniho vzorku a 65

% u kontrolniho vzorku u semen po studené stratifikaci (Puchlaski et al. 2014).
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2 Prakticka cast

2.1 Metodika

2.1.1 Testy Kklicivosti

Testy klic¢ivosti byly realizovany se semeny rostlin bublinatky obecné (Utricularia
vulgaris), rdestu dlouholistého (Potamogeton praelongus), zvonovce liliolistého
(Adenophora liliifolia) v laboratori botaniky Katedry biologie Prirodovédecké
fakulty Univerzity Hradec Kralové. Probihaly od brezna 2017 do unora 2018.
Celkem bylo pouzito 4 400 semen a bylo provedeno 26 variant test{, které slouZily
k zjisténi, ktera varianta testu je u¢inna pro preruseni dormance a zda na mnozstvi
vyklicenych semen ma vliv uloZeni semen pii pokojové teploté nebo pii velmi nizké
teploté (kryokonzervace). Testy kli¢ivosti probihaly v termostatu za stabilnich
podminek. V termostatu byla nastavena svételna perioda 16 hodin svétlo a 8 hodin
tma, teplotni perioda 21 °C ve dne a 15 °C v noci. Kontroly byly provadény v

laminarnim boxu, vysterilizovanym pomoci UV lampy.

2.1.2 Puvod, sbér, uloZzeni semen
Semena rostlin byla sklizena za jejich dostatecné zralosti v kulturach. Pivod semen

jednotlivych rostlin je uveden niZe.

bublinatka obecna (Utricularia vulgaris)

Ve vSech variantach testu kli¢ivosti byla pouZita semena sbirana v roce 2017 ve

sbirce vodnich rostlin v BU AV CR v Ttfeboni.

rdest dlouholisty (Potamogeton praelongus)

V testech klicivosti byla pouZita semena z let 2015 a 2016 pochazejici ze sbirky

vodnich a moktadnich rostlin v BU AV CR v Ttfeboni.

zvonovec liliolisty (Adenophora liliifolia)

Ve variantach testu kli¢ivosti byla pouzita semena z roku 2016 ziskana z kultury

vypéstované ze semen z PP VraZba.

Pro polovinu testt kli¢ivosti byla sklizena semena uskladnéna v papirovych saccich

pfi pokojové teploté 21+1 °C. Pro druhou polovinu testli byla pouzita semena
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uskladnéna v hlubokomrazicim boxu pri teploté -80 °C ve Fakultni nemocnici Hradec

Kralové.

2.1.3 Osetreni semen

bublinatka obecna (Utricularia vulgaris)

Pred realizaci testli byla semena oSetfena v roztoku Sava s destilovanou vodou
v poméru 1:1. Semena byla v tomto roztoku ponorena 2 minuty. Poté byla dana do
jemného sitka a promyta proudem destilované vody. Nasledné byla vkladana do

zivnych roztokt I a II1.

rdest dlouholisty (Potamogeton praelongus)

Semena byla pred zaloZeni testu oSetfena dezinfekénim roztokem Sava (1:1) po

dobu 5 minut a nasledné kultivovana.

zvonovec liliolisty (Adenophora liliifolia)

Semena byla pred zaloZeni testu oSetfena pripravkem 0,3% roztokem pripravku
Previcur. Semena byla ponotena v pripravku na dobu 30 minut. Po oSetfeni byla

semena vkladana do kvétinacua se zeminou nebo do Petriho misek.

2.1.4 Postupy pri zakladani testa

bublinatka obecna (Utricularia vulgaris)

Realizace testli byla provadéna ve sterilnim prostredi laminarniho boxu. Zde byla
semena prevedena pomoci vysterilizované pinzety do nadobek se Zivnymi roztoky
[ a III. K testim bublinatky obecné bylo pouzito 2400 semen, z toho 1200 semen
skladovanych pfi pokojové teploté (sucha semena) a 1200 semen skladovanych
v hlubokomrazicim boxu pii teploté -80 °C (zmraZena semena). Na kazdou variantu

testu bylo pouZito vZdy 100 semen (5 nadob po 20 semenech) (Tab. 1).

Testy urcené pro variantu ve tmé byly realizované v plastovych uzaviratelnych
nadobkach. Pro varianty testu na svétle byly pouzity uzaviratelné sklenéné nadobky
(Obr. 12). Do kazdé nadobky bylo umisténo 20 semen, tj. Jedna varianta testu
probihala v 5 naddobkach. SloZeni Zivnych roztokd bylo nasledujici: roztok I (0.5

mM KCI + 0.1 mM CaClz + 0.1 mM MgSO04), roztok III (0.5 mM KHCO3 + 0.1 mM
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CaCl; + 0.1 mM MgS04). Nadobky s variantami testu byly fadné oznaceny. Varianty
se zmrazenymi semeny po dobu 2 a 4 mésicli byly prevedeny do termostatu
a kultivovany pri teploté 21+1 °C. Semena ve variantach testu s tepelnou stratifikaci

byla nejdiive ponechana na tyden v termostatu pri teploté 30 °C. Poté byla

prenesena do termostatu.

Obr. 12 Zpiisob kultivace semen ve variantéch‘svétlo a tma, foto: autorka, 2017
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Tab. 1 Varianty testu tma a svétla: Utricularia vulgaris

oznaceni i svételné i i
. termin . suché zmrazeneé
variant pomeéry
ks1-ks5 1.10.2017 -
1.12.2017 svétlo 100| 100
Kontrola
kt1-kt5 1.10.2017
- tma 100 | 100
1.12.2017
lal-1a5 30.10. 2017
gsbu_clhlfg 28,12 2017 | Svétlo | 100 | 100 | 100 | 100
Kliceni po . T
, (zmrazené)
Zmrazeni lal-1a5 | 25.10.2017
2 mésice (suché) i
1b -1b5 16.1.2018 tma 100 | 100 | 100 | 100
(zmrazené)
2al-2a5 30.10. 2017
(Zsl;l-cz}i)eS) 28,12 2017 | Svétlo | 100 | 100 | 100 | 100
Kliceni po (zmrazené 2)
Zmrazent 2al-2a5 | 25.10.2017
4 mesice (suché) )
b -2b5 16.1.2018 tma 100 | 100 | 100 | 100
(zmrazené)
3al-3a5 31.10. 2017
(suché) - Y
Kiitenipo | 3a-3a5 | 28.12.2017 | Svéto | 1007100} 100 ) 100
teplé (zmrazené)
stratifikaci 3al-3a5 25.10.2017
30 g;“cgg?; 161201 | tma | 100|100 | 100 | 100
(zmrazené)

rdest dlouholisty (Potamogeton praelonqus)

Realizace testtli byla provadéna ve sterilni prostiedi laminarniho boxu. Semena byla

prevedena pomoci vysterilizované pinzety do nadobek s vysterilizovanou vodou z

feky Orlice. Pri testech bylo pouZito 800 semen rdestu dlouholistého (Tab. 2). Do

jedné sklenice bylo vklddano 50 semen (Obr. 13), tj. 1 varianta testu probihala ve 2

sklenicich. Hrdlo sklenic bylo prelepeno vysterilizovanou parafilmovou paskou.
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Sklenice byly radné oznaceny. Varianty testu se studenou stratifikaci byly
ponechany 1 mésic v lednici pfi teploté 8 °C, poté byly preneseny na 14 dni na okno

laboratore a nasledné byly preneseny do termostatu.

Obr. 13 Zpusob ulozZeni semen ke kultivaci P. praelongus, foto: autorka, 2017

Tab. 2 Varianty testu: Potamogeton praelongus

suché zmrazené
oznaceni testu termin 2015 | 2016 | 2015 | 2016
Kiitenive | [allas | 2al-2as
vode (suché) (suché) 21.3.
: 1b1-1b5 2b1-2b5 2017 100 | 100 | 100 100
z Orlice . .
(kontrola) (zmrazené) | (zmrazené) -
(2016) (2015) 5.6.
2017
3al-3a5 4al-4a5
(suché) (suché) 23.3.
studena 3b1-3b5 4b1-4b5 2017 100
stratifikace | (zmrazené) | (zmrazené) - 100 | 100 100
(2016) (2015) 5.6.
2017
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zvonovec liliolisty (Adenophora liliifolia)

Testy byly provadény ve sterilni prostiredi laminarniho boxu. K realizaci testl bylo
pouzito 1 200 semen (Tab. 3). Vysterilizovanou pinzetou byla semena prenesena
na filtracni papir do sterilnich Petriho misek (Obr. 14), a to u variant testi: kontrola,
kliceni po teplé a studené stratifikaci. K navlhceni filtra¢cniho papiru byla pouZita
destilovana voda. Do jedné Petriho misky bylo uloZeno 50 semen, tj. 1 varianta testu
kli¢ivosti probihala ve dvou Petriho miskach (celkem 100 semen). Obvod Petriho
misky byl zalepen sterilni parafilmovou paskou, aby nedochazelok vysychani.
Varianta testu C. 1. probihala v termostatu pri teploté 21 °C. Varianta testu kliceni
po teplé a studené stratifikaci byla nejdfive na tyden ponechdna v termostatu
pri teploté 30 °C k teplé stratifikaci, pak byla prenesena do lednice ke studené
stratifikaci pri teploté 8 °C po dobu 1 mésice a nasledné prenesena do termostatu ke
kultivaci pri teploté 21+1 °C. Varianta testi klic¢ivosti v substratu byla zakladana do
vysterilizovanych kvétinaci s vysterilizovanou zeminou pochazejici z lokalita
Vrazba (Obr. 14). Do kazdého kvétinace bylo pomoci pinzety uloZeno 50 semen a
nasledné prekryto zeminou. Jedna varianta testu kliceni v plidnim substratu byla

pravidelné zalévana destilovanou vodou. Druha varianta kliceni v pidnim substratu

byla zalévana roztokem kyseliny giberelové (10 mg/1).

Obr. 14 Zptisob uloZeni semen A. liliifolia ke kultivaci, vlevo - ptidni substrat, vpravo

- P-misky, foto: autorka, 2017
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Tab. 3 Varianty testu: Adenophora liliifolia

oznaceni testu termin suché | zmrazené

2al-2a2 (suché) 4,.5.2017

Kkliceni v piidnim 2b1-2b2 -
substratu (zmrazené) 3.7.2017 100 100
Kli¢eni v pﬁdnim 3al-3a2 (SllChé) 4.5.2017
substratu za plisobeni 3b1-3b2 -
kyseliny giberelové (zmrazené) 3.7.2017 100 100
4al-4a2 (suché) | 5.12.2017
klieni po teplé a 4b1- 4b2 -
studené stratifikaci (zmrazené) 5.2.2018 100 100

2.1.5 Kontrola kli¢ivosti semen

Testy byly kontrolovany jednou az dvakrat tydné. Aby nedoslo v Petriho miskach
k vysuSeni filtracniho papiru a semen, byla pravidelné zalévana sterilizovanou
vodou, ptipadné byl dodavan do kvétinacl roztok kyseliny giberelové. Pravidelné
byly sledovany zndmky kontaminace mikroorganismy. Kontaminovana semena byla
odstranovana. Vyklicena semena byla po zaznamenani presazovana do jinych nadob

k dopéstovani.

2.1.6 Vyhodnoceni testt

K vyhodnoceni dspésnosti testl kli¢ivosti byly pouzity kontingen¢ni tabulky a log-
linedrni modely. Nejdfive byly provedeny samostatné analyzy, které
prostrednictvim kontingenc¢nich tabulek testovaly vliv jednotlivych faktort
ovlivitujicich kliceni (zptisob skladovani, chemické sloZeni kultivacniho roztoku,
svételné podminky kultivace, oSetifeni semen pred testem Kkli¢ivosti). Nasledné byl
testovan vliv kombinace faktori. Pouzit byl jak parcidlni, tak marginalni Chi-
kvadrat test. Posledni analyza byla zamérena na celkovy test prikaznosti modelu
s vyuzitim Chi kvadrat testu - Tests Section. VeSkeré statistické analyzy byly

provedeny v programu NCSS (Hintze 2001).
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2.2 Vysledky

2.2.1 Bublinatka obecna (Utricularia vulgaris)

Vzhledem k rozsahlosti test kliCivosti a ziskanych vysledki (Tab. 4, Obr. 15), byla
pri statistickém testovani pouzita vicecestna analyza, v niZ byly testy priikazné az
do 4. urovné (Tab. 5). Pri testovani vyznamnosti plisobeni jednotlivych faktori(tj.
zplsob uloZeni semen, sloZeni kultivacniho roztoku, svételné podminky, zplsob
oSetieni pied testem) vysly priikazné vSechny faktory vcetné jejich interakci (Tab.
6). Nejlepsimi testovanymi modely (P=0,0972) byly: AE (roztok I nebo III), ABC
(kombinace: roztok I nebo III, osSetfeni zasahu pred testem), AD (svétlo/tma). Z
vysledki testt klic¢ivosti tedy vyplyva, Ze semena uloZena v hlubokomrazicim boxu
maji lepsi kli¢ivost neZ semena uskladnéna pri pokojové teploté. Nejlepsi klicivost
se projevila ve varianté testli na svétle. Semena testovanav zivném roztoku I klicila

lépe nez v roztoku III.

Tab. 4 Vysledky testi kli¢ivosti bublinatka obecna (Utricularia vulgaris)

kli¢ivost
1| 2| 3|4| 5| (ze 100
semen)
roztok I, svétlo | kontrola - suché 0| 00 (0|1 1
roztok I, tma kontrola - suché 0| 0] 00 |2 2
roztoKIIl, 0
svétlo kontrola - suché 0| 0| 0|0 |O

roztok III, tma | kontrola - suché 0| 00 (O ]O 0
roztok | kli¢eni po zmrazeni 2 mésice - suché 0| 2| 010 3 5
svétlo kli¢eni po zmrazeni 2 mésice - 0| 0| 410 0 4

zmrazené

kliceni po zmrazeni 4 mésice - suché 0| 0| 0]0 1 1

kli¢eni po zmrazen{ 4 mésice - 0| 0| 810 8 16

zmrazené

kliceni po teplé stratifikaci - suché 7| 0] 310 0 11

kliceni po teplé stratifikaci - zmrazené | 7| 3|10 |0 6 26
roztok | kli¢eni po zmrazeni 2 mésice - suché 0| 2| 010 0 2
tma kli¢eni po zmrazeni 2 mésice - 10| 0| 610 1 17

zmrazené

kli¢eni po zmrazeni 4 mésice - suché 0| 0| 0|1 3 4

kli¢eni po zmrazen{ 4 mésice - 0| 0| 410 0 4

zmrazené

kliceni po teplé stratifikaci - suché 7| 6] 3|5 5 25

kliceni po teplé stratifikaci - zmrazené | 6| 2| 2|1 0 11
roztok III kliceni po zmrazeni 2 mésice - suché 0O 0 0]0 0 0
svétlo kli¢eni po zmrazeni 2 mésice - 21 0] 010 0 2

zmrazené
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Tab. 4 Vysledky testi klic¢ivosti bublinatka obecna (Utricularia vulgaris)
(pokracovani)

Kkli¢ivost
1| 2| 3[4 | 5| (ze100
semen)
Kkliceni po zmrazeni 4 mésice - suché 0| 0| 010 0 0
Kkliceni po zmrazeni 4 mésice - 0| 0| 010 2 2
zmrazené
Kkliceni po teplé stratifikaci - suché 5| 4| 010 0 9
kliceni po teplé stratifikaci - zmrazené | 2| 0| 0|0 | 13 15
roztok II1 Kkliceni po zmrazeni 2 mésice - suché 0| 0 010 0 0
tma kliceni po zmrazeni 2 mésice - 8| 1| 2|1 0 12
zmrazené
kliceni po zmrazeni 4 mésice - suché 3|13 0}0 0 6
Kliceni po zmrazeni 4 mésice - 0l 0| 31 3 7
zmrazené
kliceni po teplé stratifikaci - suché 8| 5| 110 0 14
kliceni po teplé stratifikaci - zmrazené | 0| 0| 3 (4 | 4 11
Kli¢ivost (%) - Utricularia vulgaris
50 47
< 45 ]
S, 40 35
5 35 - 33 33
% 30
25
2 20 18 16
3
(=]
[

15 10
10
s N
0

suché zmrazené klicenipo kliceni po kli¢eni po kliteni po kli¢enipo kliceni po
zmrazeni zmrazeni zmrazeni zmrazeni zmrazeni zmrazeni

2 mésice - 2 mésice - 2 mésice - 2 mésice - 2 mésice - 2 mésice -

suché zmrazené suché zmrazené suché zmrazené

roztok I - svétlo roztok I - tma roztok III - svétlo roztok III - tma

Varianty testi

Obr. 15 Vysledky klicivosti testli bublinatky obecné ve varianté svétlo, tma
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Tab. 5 Vicecestna analyza testi klic¢ivosti (Multiple-Term Test Section) bublinatky

obecné, prikazné testy jsou zbarveny zluté

leF' Prob | Pearson | Prob
Ratio
K-Terms DF Chi- Chi-
Level Level
Square Square
1WAY & Higher | 47 | 3179,76 0 3061,72 0
2WAY & Higher | 41 | 836,47 0 693,7 0
3WAY & Higher | 27 59,36 0,0003 54,94 0,0012
4WAY & Higher | 11 21,07 0,0327 23,52 0,0149
5WAY & Higher 2 0,21 0,9021 0,22 0,8949

Tab. 6 Plsobeni faktort v testech klicivosti (Single-Term Test Section) bublinatky
obecné, priikazné testy jsou zbarveny ZzZluté, A - kliceni, B - zplisob uloZeni pied
testem, C - oSetieni pred testem, D - svétlo/tma, E - kultiva¢ni roztok I nebo III),

prikazny test p¥i testovani jednotlivych faktori - tucné, nejlepsi testované modely

cervené)
Partial Prob Marginal Prob
Effect Chi- Chi-
DF Square Level Square Level

AB 1 9 0,0027 13,37 0,0003
AC 2 67,35 0 71,33 0

AD 1 3,18 0,0743 3,06 0,0803
AE 1 12,77 0,0004 12,31 0,0004
ABC 2 18,74 0,0001 14,93 0,0006
ABD 1 8,77 0,0031 717 0,0074
ACD 2 8,24 0,0162 7,37 0,0251
ADE 1 4,39 0,0362 3,58 0,0583

2.2.2 Rdest dlouholisty (Potamogeton praelongus)

Ve 3 variantach (ze 4) testl kli¢ivosti rdestu dlouholistého (Tab. 7, Obr. 16)
dosahovala semena lepsich vysledku Kli¢ivosti pri uskladnéni v hlubokomrazicim
boxu neZ pri pokojové teploté. Lépe v testech kli¢ila semena kultivovana ve vodé
z teky Orlice neZ semena, ktera navic prosla studenou stratifikaci. Pfi testovani
vyznamnosti pusobeni jednotlivych faktortG (tj. zplisob uloZeni semen, zpiisob

oSetreni pired testem) vysly priikazné vSechny faktory vcetné jejich interakci
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(Tab. 8). Semena rdestu dlouholistého ziskana z roku 2016 méla ve vSech testech
klicivosti vétsi uspéSnost kliceni. Nejlepsi variantou testu byla kultivace zmrazenych
semen zroku 2016 ve vodé z reky Orlice. Nejméné klicila v testech kli¢ivosti semena

sklizena v roce 2015, a to zejména ta, ktera prosla studenou stratifikaci.

Tab. 7 Vysledky testl klicivosti rdestu dlouholistého (Potamogeton praelongus)

1. sklenice | 2.sklenice | Kli¢ivost (%)

kontrola - voda Orlice - suché (2016) 28 10 38
kontrola - voda Orlice -zmrazené 44 48 92
(2016)

kontrola - voda Orlice - suché (2015) 1 1 2
kontrola - voda Orlice - zmrazené 44 11 55
(2015)

studena stratifikace - suché (2016) 20 11 31
studena stratifikace - zmrazené (2016) 21 21 42
studena stratifikace - suché (2015) 1 2 3
studena stratifikace - zmrazené (2015) 0 0 0
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Obr. 16 Testy klicivosti rdestu dlouholistého riizného stari semen
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Tab. 8 Plsobeni faktorl v testech kli¢ivosti (Single - Term Test Section) rdestu
dlouholistého, priikazné testy jsou zbarveny zluté, A - Kkliceni, B — zptsob uloZeni

pred testem, C - oSetreni pred testem)

Partial Prob | Marginal | Prob
Effect DF Chi- Chi-

Square Level Square | Level
A (pot_kliceni) 1 95,57 0 95,57 0
B (pot_ulozeni) 1 0 1 0 1
C (pot_zasah) 3 0 1 0 1
AB 1 101,77 0 76,64 0
AC 3 245,65 0 220,52 0
BC 3 25,13 0 0 1
ABC 3 56,02 0 56,02 0

2.2.3 Zvonovec liliolisty (Adenophora liliifolia)

V testech kli¢ivosti (Tab. 9, Obr. 17) nejlépe Kkli¢ila semena zvonovce uloZenav
hlobokomrazicim boxu a nasledné pienesena do ptidniho substratu, v némz byla
pravidelné zalévana kyselinou giberelovou. Naopak semena zvonovce liliolistého
skladovana nasucho pri pokojové teploté a nasledné prenesend do puidniho
substratu, vnémz byla pravidelné zalévana destilovanou vodou, neklicila viibec.
Pti testovani vyznamnosti ptisobeni jednotlivych faktort (tj. zplisob uloZeni semen,
zpUsob oSetieni pired testem) vysly priikazné vSechny faktory véetné jejich interakci

(Tab. 10).

Tab. 9 Vysledky testt kli¢ivosti zvonovce liliolistého (Adenophora liliifolia)

l.miska | 2. miska | celkem
kontrola - suché 1 1 2
kontrola - zmrazené 2 7 9
substrat - suché 0 0 0
substrat - zmrazené 2 2 4
substrat - kyselina giberelova - suché 8 18 26
substrat - kyselina giberelova - zmrazené 21 34 55
tepla a studena stratifikace - suché (Vrazba) 12 5 17
tepla a studena stratifikace - zmrazené (Vrazba) 32 15 47
tepla a studena stratifikace - suché (Karlstejn) 15 22 37
tepla a studena stratifikace - zmrazené (Karl$tejn) 21 12 33
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Obr. 17 Varianty testi klicivosti zvonovce liliolistého v plidnim substratu a Petriho

miskach

Tab. 10 Pisobeni faktort v testech klicivosti (Single - Term Test Section) zvonovce
liliolistého, prikazné testy jsou zbarveny zluté, A - kliceni, B - zptsob ulozeni pted

testem, C - oSetreni pred testem)

Partial | Prob Marginal | Prob
Effect DF | Chi- Chi-

Square | Level | Square | Level
A (aden_Kliceni) 1| 307,05 0 307,05 0
B (aden_ulozeni) 1 0 1 0 1
C (aden_zasah) 4 0 1 0 1
AB 1 28,95 0 24,78 0
AC 4| 177,54 0 173,37 0
BC 4 4,17 0,383 0 1
ABC 4 20,29 | 0,0004 20,29 | 0,0004
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3 Diskuze

Testy Kklic¢ivosti vSech druhi (Utricularia vulgaris, Potamogeton prealongus,
Adenophora liliifolia) ukazaly na pozitivni vyznam uloZeni semen vodnich i
terestrickych rostlin pti nizkych teplotach (hlubokomrazici box - teplota -80 °C) pro
jejich naslednou Kli¢ivost. U vSech druhli vysly prikazné téZ zplisoby oSetieni
semen pred zasahem, v ¢emzZ se pozitivné projevil vybér variant oSetieni podle
vysledkl predchozich studii (Janova 2010, Sikorova 2013, Prausova et al. 2013
Bajerova 2015, Holzbauerova 2015).

bublinatka obecna (Utricularia vulgaris)

Holzbauerova (2015) udava, Ze pri testech Kli¢ivosti semen bublinatky obecné,
ktera byla skladovana jako suchd, se neprojevila sniZena Kkli¢ivost. Z vysledkl
aktudlnich testl vyplyva, Ze sucha semena skladovana pii pokojové teploté maji

mensi kli¢ivost nez semena skladovana v hlubokomrazicim boxu.

Semena vodnich rostlin pro kliceni potrebuji vhodné svételné podminky (Baskin et
Baskin 1998). V testech Holzbauerové (2015) i v aktualnich testech se provadély
testy kli¢ivosti semen bublinatky obecné ve dvou riiznych svételnych variantach, tj.
svétlo a tma. Holzbauerova (2015) uvadi, Ze semena ke kliceni vyZaduji vhodné
svételné podminky, coZ se ve vSech variantach jejich testl potvrdilo, naopak semena
ve varianté tma vykazovala minimaln{ kli¢ivost. V aktudlnich testech byl prokazan
vyznam svétla pro kliceni semen bublinatky obecné. Mnoho druhi rostlin produkuje
mald semena, kterd potiebuji pro kliceni svétlo, tedy jsou fotofilni (Baskin et Baskin,
2014). Je pravdépodobné, Ze semena Utricularia vulgaris vyzaduji svétlo, protoZe
vystupuji na vodni povrch pred vyklicenim (Adamec, nepublikovano). Jestlize ve
tmé semena vyKlicila, kli¢ici rostlinky byly bélavé a prisvitné barvy. Semena
bublinatky kli¢ila ve tmé po oSetfeni teplou stratifikaci, méné téZ po prevedeni
semen z kratkodobého zamrazeni do vysSich teplot pti kultivaci (Holzbauerova
2015). Prausova et al. (2022) uvadi, Ze nejvyssi dspésnost kliceni byla zaznamenana
kli¢ivost byla zaznamendana p¥i teploté 21 °C nez pri 25 °C. Dalsim dilezitym fatorem

pozitivné ovliviiujicim kli¢ivost, bylo mirné zasadité prostredi (pH 8).
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Pro preruseni dormance pfi studené stratifikaci semen v obdobi zimy potrebuje
bublinatka obecna teplotni optima v dobé jara pri prijatelnych svétlenych
podminkach (Baskin et Baskin 1998). Studnicka (1990) uvadi, Ze semena a turiony
bublinatky obecné potirebuji ke svému piezimovani chladnéjsi obdobi. Za
prijatelnych podminek turiony vyplavou na vodni hladinu. Holzbauerova (2015)
uvadi, Ze semena dosahla dobré kli¢ivosti, pokud byla vystavena mrazu po dobu 14
dni. U kontrolnich variant testli, ve kterych semena nebyla vystavena studené

stratifikaci nebo mrazu, méla semena malou kli¢ivost.

Studena stratifikace nebyla vysoce uUcinna pro preruSeni dormance semen U.
vulgaris. Ukazalo se, Ze jednoducha nehlubokd morfofyziologicka dormance byla
vyraznéji zmirnéna teplou stratifikaci. Reakce semen na teplou stratifikaci mutze
usnadnit Kkliceni v mélkych mokiadnich tlni, kde se vodni sloupec po nastupu

jarnich podminek rychleji prohtiva (Prausova et al. 2022).

Podle Holzbauerové (2015) byly téZ ispésné varianty Klicivosti: 1) vystaveni semen
14 dni mrazu a poté ponechani v lednici po dobu 14 dni, 2) stratifikace mrazem
(Imeésic), nasledna kultivace pfri teploté £25 °C pri svételné periodé. Z aktualnich
testl vyplyva, Ze semena bublinatky ulozena v hlubokomrazicim boxu maji lepsi
kli¢ivost nez semena skladovana na sucho pti pokojové teploté. Uspésna kli¢ivost

semen se projevila také u variant testi s teplou stratifikaci semen.

Etylen aplikovany v testech kli¢ivosti semen U. vulgaris prokazal pozitivni a¢inek na
Kliceni (Prausova et al. 2022). Plisobenim Ethefonu dochazi k postupnému uvolnéni
plynného etylenu v roztoku. Etylen je znamy jako stimulant kliceni pro mnoho
vodnich a mokiadnich druhi rostlin (napt. Baskin et Baskin 2014; Cross et al., 2014,
2015, 2018b, Prausova et al. 2014). Pritomnost etylenu kompenzuje nedostatek

svétla pri kliceni semen (Prausova et al. 2022).

Holzbauerova (2015) uvadi, Ze nejvice vyklicenych semen bublinatky obecné bylo
zjisténo v zivném roztoku Il o slozeni 0.5 mM KHCOz+ 0.1 mM CaCl,+ 0.1 mM MgSO4
(pH cca 8.0). V testech Kkli¢ivosti vtéto praci byly pouZity roztoky I a Ills

modifikovanym sloZenim vcetné mirné odliSné pH reakce (viz metodika). Lepsi

vvvvvv

variantam testi klic¢ivosti patrilo Kliceni v roztoku I za svétla, pri teplé stratifikaci i

60



zatmy. Uspé$na kli¢ivost byla zjisténa i u nékterych variant v Zivném roztoku I1I, a
to v pripadé teplé stratifikace i ve varianté tma. Holzbauerova (2015) uvadji, Ze
komplexni statistické testy nepotvrdily vliv chemického sloZeni kultivac¢nich
zivnych roztokil na kli¢ivost semen. Pric¢inou byly podle ni odliSné teploty kultivace
+21 °C, +25 °C ve variantach test. V aktudlnich testech vliv slozeni roztoku na
kli¢ivost semen vysSel signifikantni. Prausova et al. (2022) uvadi, Ze Zivny roztok
obsahujici KHCO3, CaClz a MgS0O4 napodobuje mezotrofni huminové vody, ve kterych
se druh ptirozené vyskytuje. Uspéch kli¢eni souvisi s dostupnosti svétla, chemickym
slozenim vody a pozici semen ve vodnim sloupci. Nejvétsi klicivost semen u
Utricularia vulgaris byla v kli¢icim roztoku s pH 8, které se nejvice podobalo
prirozenému biotopu na Hrabanovské ¢ernavé, kde se pH vody béhem vegeta¢niho
obdobi pohybuje v rozmezi pH 7-8. Utricularia vulgaris se nejcastéji vyskytuje ve
slatiniSich s neutralnim pH (Kaplan et al. 2017). Podminky potifebné pro kliceni
semen ve vodnim prostredi Utricularia vulgaris se mohou liSit od suchozemskych

druhd stejného rodu.
rdest dlouholisty (Potamogeton praelongus)

Zptisob uchovani semen pied realizaci testl kli¢ivosti ma vliv na kli¢ivost semen.
Sikorova (2013) ve svych testech kli¢ivosti udava, ze zalezi na zpisobu uchovani
semen po jejich sbéru. Podle ni maji lepsi kli¢ivost takova semena, ktera jsou
skladovana ve vodé. Lépe kli¢i i semena zavodnéna, kdy jsou semena po sbéru
vysusena a skladovana pri pokojové teploté 21+1 °C, pred zakladanim testl jsou
po dobu jednoho mésice zavodnéna vodou. Podle Teltschrové a Hejného (1973)
mohou mit nizké teploty negativni vliv na kli¢ivost semen rdestd. Janova (2010)
dosla k podobnému zavéru poté, kdy nechala semena na 36 hodin v mrazicim
boxu. Sikorova (2013) se domniva, Ze postupné vysychiani semen mize vést
k oslabeni oballi semene (Sikorova 2013) a vysuSend semena pak po nabobtnani
mohou Iépe Kli¢it. Guppy (1984-1897) ze svych testi klicivosti na rdestu vyvodil, Ze

semena jsou schopna klicit po nékolikameési¢nim vysuSeni.

Testy kli¢ivosti v ramci této prace byly realizovany s vysuSenymi semeny, ktera se
lisila zptisobem uloZeni. Jeden zpisob uloZeni semen byl pii pokojové teploté 21+1
°C, druhy zptisob uloZeni suchych semen spocival v ulozeniv hlubokomrazicim boxu

pri teploté -80 °C. Z aktudlnich vysledki vyplyva, Ze vysuSend a nasledné
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kryokonzervaci skladovana semena jsou schopna Kkli¢it. Semena uloZena v
hlubokomrazicim boxu maji lepSi uspésnost kliceni neZ semena uloZena pri
pokojové teploté. Vliv zplisobu skladovani na kli¢ivost semen vySel statisticky
prikazny. Zajimavé je, Ze 1épe klicila semena sklizena v predchozi vegetacni sez6né
2016, nezstarsi semena (rok 2015). Pouzitd semena rdestu dlouholistého z roku
2016 pri skladovani na sucho pri pokojové teploté méla klic¢ivost 34,5 % a zmrazena
semena 67 %. PouZitd semena rdestu dlouholistého z roku 2015 uskladnéna na
sucho pri pokojové teploté vyklicila na 2,5 % a zmrazena semena vyklicila na 36 %.
Kincl et Krpes (2000) uvadéji, Ze se klicivost semen se stafim snizuje. Sikorova
(2013) pri porovnavani kli¢ivosti ¢erstvych a jeden rok skladovanych semen zjistila,
Ze starSi semena Kklicila 1épe. Po tfimési¢ni kultivaci ¢erstvych semen ji vyklicilo 0,67
%, zatimco ze semen skladovanych jeden rok vyklicilo za stejnou dobu 4,17 %.
Sikorova (2013) dospéla k zavéru, Ze ro¢ni skladovani semen ma pozitivni vliv na
jejich Kklicivost, zatimco u Cerstvych semen se teprve dokoncuje zrani zarodku a
uplatiiuje se fyziologicka dormance. Z aktualnich vysledku testd v této rigordzni
praci vyplyva, Ze semena skladovana déle neZ 1 rok pravdépodobné snizuji svoji

kli¢ivost. Tento faktor nebyl statisticky hodnocen.

Janova (2010) uvadi, Ze nejlepsi metoda pro preruseni dormance semen rdestu
dlouholistého je studena stratifikace. Semena méla uloZena na dva a piil mésice pred
testem v lednici a poté 14 dni v pokojové teploté. Sikorova (2011) zjistila vysokou
klicivost u semen uskladnénych v uzaviratelnych lahvich v lednici za nedostatku
svétla a nasledné prenesenych do pokojové teploty. Usoudila, Ze je to nejlepsi a v
piirodé nejpravdépodobnéjsi zpiisob preruseni dormance, jelikoZz semena v
pribéhu zimniho obdobi projdou nizsi teplotou (za mensiho prisunu kysliku a
za nedostatku svétla). Z aktualnich testt kli¢ivosti rdestu dlouholistého vychazi, ze
semena kultivovana ve vodé z Orlice kli¢i 1épe neZ semena ovlivnéna studenou

stratifikaci. Faktor zptisobu oSetieni semen vysel statisticky priikazny.

e

Sikorova (2011) wuvadi, Ze vyssi kli¢ivosti semen rdestu dlouholistého pri
laboratornich testech lze docilit nejen studenou stratifikaci, ale i narusenim obali
plodu a semene, napft. pripravkem Savo (5% roztok chlornanu sodného). Janova
(2010) uvadi, Ze u semen, ktera byla kratkodobé (2 hodiny) oSetfena roztokem Sava,

nedoslo k narusSeni vnitfnich vrstev semen, tudiZ nedoslo ke stimulaci kliceni.
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Naopak, pri delsim plisobeni Sava (36 hodin) se pozitivni Gc¢inek na kliceni semen
projevil. Autorka pristoupila ke snizeni koncentrace Sava ze 100 % na 50 % a
nakonec aZ na 25 %, protoze ucinek 100% Sava vedl k zastaveni rtstu klicku.
Prausova et al. (2013) uvadi, Ze Savo nejprve narusi povrchové struktury semene,
proto dochazi ke kliceni semen. Pri delsim plisobeni vSak Savo miiZe negativné
ovlivnit kliceni, protoZe kromé vnéjSich vrstev pronika i do vnitfnich vrstev
semene a embrya. Proto kliceni ani rilist Kkli¢icich rostlin nasledné nepokracuje.
V tomto aktudlnim testu Kkli¢ivosti bylo Savo pouZito pouze ke sterilizaci semen pied

zaloZeni testud kli¢ivosti.

Janova (2010) a Sikorova (2013) vyuzily aplikaci roztoku Sava k dezinfekci semen,
to znameng, Ze oSetiovaly semena ve vSech variantach testli osvédCenym slabym
roztokem Sava za ucelem sniZeni kontaminace testli mikroorganismy. V aktudlnich
testech klic¢ivosti byla semena také oSetfovana pied zaloZenim testu klic¢ivosti
roztokem Sava (1:1) po dobu 5 minut za uUcelem sterilizace, nasledné byla

kultivovana.
zvonovec liliolisty (Adenophora liliifolia)

Bajerova (2015) ve své bakalarské praci o zvonovci liliolistém zminuje velky
problém kontaminace semen i po oSetfeni pripravkem Savo. Proto v aktudlnich
testech klic¢ivosti byla semena zvonovce oSetiena fungicidnim piipravkem Previcur

(viz metodika).

Klic¢ivost semen ovliviiuje nékolik faktorti: doba sbéru semen, stav zralosti semen
a uskladnéni semen (Bajerova 2015). V aktualnich testech kli¢ivosti byl posuzovan
vliv uskladnéni a zptlisob oSetieni semen pted testy kli¢ivosti. Oba tyto faktory i

jejich kombinace vysly statisticky prikazné.

Bajerova (2015) uvadi, Ze uloZeni semen po dobu 7 dni do hlubokomraziciho boxu
neni pro kliivost semen pozitivni, protoze pri inkubaci 21 °C v jejich testech
nevyklicilo Zadné semeno. Naopak z testii kli¢ivosti v této praci vyplynulo, Ze 1épe
kli¢ila semena uskladnéna v hlubokomrazicim boxu pfti teploté -80 °C. Vliv faktoru
skladovani semen pred testy klicivosti byl statisticky prikazny. Ke stejnému zavéru
dospél i Puchalski et al. (2014), ktery uchovaval semena po dobu 30 dni pii utra

nizké teploté -160 °C. Lepsi klicivost se projevila u semen, ktera byla uchovana
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okamzitym zmrazenim pfri ultra nizké teploté (kli¢ivost 52 %) neZ usemen u kterych
byla pri zamrazZovani teplota postupné snizovana o 0,5 °C za minutu (43 %).
Bajerova (2015) udava, Ze semena v jejich testech nebyla pravdépodobné vystavena
dostate¢né nizkym teplotamm, aby doSlo k uUplnému zni¢eni mikroorganismi

pritomnych na semenech.

Bajerova (2015) i Truhlarova (2008) se shoduji, Ze semena, ktera jsou vystavena
vysS$im kultiva¢nim teplotam, maji lepsi kli¢ivost. Bajerova (2015) zaznamenala
lepsi kli¢ivost semen zvonovce liliolistého u variant kultivace pri teploté *25°C
(27 %), neZ u varianty pri teploté 21 °C (17 %). V aktualnich testech kli¢ivosti
zvonovce liliolistého byla semena vystavena kombinaci teplé a studené stratifikace.
Nejdiive byla semena na tyden ponechana v termostatu pri teploté 30 °C k teplé
stratifikaci, pak byla prenesena do lednice ke studené stratifikaci pri teploté 8 °C po
dobu 1 mésice a nasledné pirenesena do termostatu ke kultivaci pii teploté 21+1 °C.
Semena, kterd byla vystavena teplotnim zméndm (semena s teplou a studenou
stratifikaci), maji lepsi klicivost, neZ semena kultivovana pouze v termostatu pri

teploté 21+1°C.

V aktualnich testech kliCivosti semen zvonovce liliolistého bylo kromé kultivace na
vlhkém filtratnim papife v Petriho miskach pouZito téZ kliCeni semen ve
vysterizilizovaném ptidnim substratu v kvétinaccich. Jedna varianta byla pravidelné
zalévana destilovanou vodou. Druha varianta byla pravidelné zalévana roztokem
kyseliny giberelové. Dobra kli¢ivost semen byla zjisténa u semen uskladnénych v
hlubokomrazicim boxu nez p¥i pokojové teploté. Nejlepsi vysledky klicivosti semen
byly zaznamendny ve varianté testu se semeny, kterd byla uskladnéna v
hlubokomrazicim boxu, poté pienesena do plidniho substratu s pravidelnou
zalivkou (roztokem Kyseliny giberelové). Naopak ve varianté testu se semeny
skladovanymi v hlubokomrazicim boxu, nasledné prenesenymi do pidniho
substratu a pravidelné zalévanymi destilovanou vodou zZadna semena nevyklicila.
Dobra klic¢ivosti semen oSetfenych kyselinou giberelovou potvrzuje zavéry
Hopkinse (1995) o pozitivnim ptlisobeni exogenni aplikace giberelini na Kliceni

semen a mobilizaci rezerv endospermu.

Truhlarova (2008) uvadi, Ze semena zvonovce liliolistého zacinaji klicit do 1 tydne

od zaloZeni testi. V testech Bajerové (2015) kliceni semen probihalo od prvniho do
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ctvrtého tydne od zaloZeni testd. Aktudlni testy kliCivosti potvrzuji zavéry Bajerové
(2015), protoZe nejvétsi klicivost byla zaznamendna mezi druhym aZ ctvrtym

tydnem od zaloZeni testu.
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4 Zaver
Rigor6zni prace se zabyva studiem vyznamu zamrazeni semen terestrickych a
vodnich rostlin pro uchovani schopnosti kli¢ivosti semen v laboratornich
podminkach. Prace obsahuje popis jednotlivych testovanych rostlin, jejich
celosvétové rozsiteni a vyskyt v CR, dale jejich ekologické naroky a podminky,které

potirebuji pro kliceni semen.

Vysledky vlastnich testd byly porovnavany s vysledky jinych autort, kteri se
zabyvali stejnou problematikou. Obecné z aktudlnich testli kli¢ivosti semen
terestrickych a vodnich rostlin vyplyva, Ze uloZeni semen v hlubokomrazicim boxu
je dobra metoda, ktera zvysSuje uspésnost klicivosti semen ve srovnani se semeny

uchovavanymi pri pokojové teploté.

Z vysledki testi klicivosti bublinatky obecné je patrné, Ze pro vyssi kli¢ivost semen
za vysSi teploty, je =zapotiebi teplé stratifikace. Pred zaCatkem testli se
nepiedpokladalo, Ze by semena bublinatky Kklicila i za tmy. I kdyz vysla vyssi
kli¢ivost semen ve varianté svétlo, v pripadé teplé stratifikace byla zjiSténa
schopnost semen kliCit i za tmy. MZeme Fici, Ze uspéch kliceni souvisi s dostupnosti
svétla, chemickym sloZenim vody a pozici semen ve vodnim sloupci. Nejvétsi
kli¢ivost semen u Utricularia vulgaris byla zaznamenana v testech kli¢ivosti v
kli¢icim roztoku s pH 8. Tento roztok se nejvice podoba pH vody z mista jejich
prirozeného vyskytu jako je napr. Hrabanovska ¢ernava. Zde se ve vegeta¢nim

obdobi pohybuje chemismus vody v toleranci pH 7-8.

V testech klic¢ivosti rdestu dlouholistého byla semena podrobena riznym variantam
oSetireni. Nejlepsi klic¢ivosti dosahovala zmrazena semena z roku 2016 ve vodé z
Orlice kultivovana pri teploté 21+1°C, jejich kli¢ivost byla 92 %. Dalo se
predpokladat, Ze semena sbirana a uskladnéna z roku 2015 nebudou mit takovou
kli¢ivost jako semena z roku 2016 (skladovana 8 mésicti). Tyto testy klicivosti se

semeny z roku 2015 potvrdily, Ze starfim se schopnosti kliceni semen snizuje.

V testech Kkli¢ivosti zvonovce liliolistého byla ovérena uspésna klicivost semen
v pldnim substratu, ktera byla pravidelné zalévana roztokem kyseliny giberelové,
podporujici Kliceni. Viibec nekli¢ila semena skladovana na sucho ve varianté v

plidnim substratu, kde byla zalévdna destilovanou vodou. Predpoklad, Ze tato
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varianta bude mit aspon malou kli¢ivost, se nepotvrdila. Pravdépodobné i v
prirodnich podminkach semena kli¢i aZ po teplé a studené stratifikaci, pripadné
vlivem fytohormont, napt. kyseliny giberelové. Pritomnost etylenu kompenzuje
nedostatek svétla pti kliceni semen. Ukazalo se, Ze etylen plisobi jako stimulant
kliceni pro mnoho vodnich a mokiradnich druhi rostlin. Pozitivni vliv Ethephonu na
kliceni semen byl zjiStén jak Utriculara vulgaris, tak také u makrofytni rostliny jako

je Potamogeton praelongus.

Rigorézni prace se vénuje druh@im, které jsou na tzemi CR velmi vzacné a
prezivaji na nékolika poslednich lokalitdch. Poznani jejich schopnoti klicit a
uchovat si kli¢ivost je dilezité pro ucinnou ochranu téchto druht. Je to dilezité

nejen pro CR, tak i pro EU, v jejichz predpisech patfi druhy taktéZ k ohrozenym
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Generative reproduction of the carnivorous aquatic plant Utricularia vulgaris (Lentibulariaceae) from seeds may
Lentibulariaceae be a critical process in the recovery of natural populations following temporary drying of habitat, and in the
Seed storage

colonisation of new potential sites through dispersal of seeds by water birds. However, little is presently known
abour the seed ecology and germinarion biology of this species. We tested the germination response of seeds
under various temperature and seed storage regimes, to examine the processes required for seed dormancy
alleviation and the effects of different germination solution and temperature on germination probability. Seeds
likely possess non-deep simple morphophysiclogical dormancy alleviared by warm swartification. Highest
germination success was recorded for warm-stratified seeds and seeds exposed to ethylene. Seeds were photo-
philous, with germination more successful at 21 °C than at 25 “C and greatest in slightly alkaline (pH 8)
germination solution conraining KHCO;, CaCly and Mg504 mimicking the mesotrophic humic waters in which
the species naturally occurs. In the alkaline selution, 97 % of seeds rose to the surface prior to germination. In
natural habitats, this effect may facilitate seedlings reaching the warmer and irradiated water surface. As seed
germination success appears linked to light availability, water chemistry, and seed position in the water column,
careful management and ecological restoration of remnant habitats harbouring this species may need to ensure
positive conservation outcomes.

Seed dormancy alleviation
Warm stratification

Ethylene

Morphophysiclogical dormancy

1. Introduction 2018a).

Utricularia vulgaris forms an emergent racemose inflorescence with

Utricularia vulgaris L. (Lentibulariaceae) is a perennial, rootless, free-
floating aquatic carnivorous plant producing linear, poorly-branched
shoots ranging from 0.5 to 2.5 m long (Taylor, 1929). The species is
widespread in Europe, North Africa and Asia (Taylor, 1989), where it
occurs in shallow standing, mesotrophic to mildly eutrophic humic
waters (e.g., lakes, backwater pools and oxbows, fishponds, dam reser-
voirs, fens) that are rich in carbonates and caleium and neutral to
slightly alkaline (Koshiba, 1992a,b, 2004; Fleischmann and Schlauer,
2014). The filamentous, pinnately-divided leaves are arranged in leaf
nodes and bear abundant bladder-shaped traps of foliar origin 1-5 mm
long (Taylor, 1989; Fleischmann and Schlauer, 2014). Over the growing
season, U. vulgaris rapidly reproduces vegetatively through frequent
branching of shoots, and single shoots overwinter as turions (winter
buds) similar to other closely-related Utricularia species (Adamec,

golden-yellow flowers on an erect flower scape 30-50 e¢m high under
favourable conditions from June to September. Although flowers can be
pollinated by dipterans (Plachno et al., 2018), U. vulgaris is one of three
European Utricularia (with U. intermedia and U. minor) capable of
self-pollination to form fertile fruit and viable seeds (Taylor, 1989;
Fleischmann and Schlauer, 2014). Mature fruit are globose, 3-5 mm
long, open by an upper lid and contain about 50-150 small (mean seed
mass is 0.052 mg; L. Adamec, unpubl. data), cubic to prismatic, 4-6
angled, polygonal brown-black seeds (Figs. 1 and 2; Taylor, 1989; Cross
etal., 2018a). Seeds usually ripen in fruit above the surface of the water,
and upon dehiscence are released into the water column where they sink
to bottom sediments (L. Adamee, unpublished) and form a persistent
sediment seed bank (Galova and Hajkova, 201 4).

At least some species of Utricularia produce seeds with an
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undifferentiated dwarf embryo occupying most of the seed volume, and
the seeds of these species possess either morphological dormancy (MD)
or morphophysiological dormancy (MPD; Cross et al., 2018a). Seeds
with underdeveloped embryos require a period of embryo development
prior to germination, and seeds with MPD also require a physiological
cue following this period of embryo maturation (Baskin and Baskin,
2014; Kildisheva et al., 2020). Seeds of Utricularia spp. that germinate
shortly after dehiscence (within several weeks) likely have MD (Swamy,
Ram, H.Y, 1969), while those requiring additional environmental cues
before germinating likely have MPD (Cross et al., 2018a).

Little is known about the seed germination ecology of U. vulgaris and
other aquatic Utricularia species. Seed dormancy is apparently alleviated
by cold stratification in Utricularia from temperate regions (Baskin and
Baskin, 2014), and it has been reported that seed germination in
U. vulgaris can be stimulated by exposure to ethylene (Cross et al.,
2018a). The seeds of numerous aquatic plants exhibit a germination
response to ethylene exposure, including the aquatic carnivorous plant
Aldrovanda vesiculosa (Droseraceae) which commonly co-occurs, often
sympatrically, with U. vulgaris throughout its European natural range
and produces seeds with physiological dormancy (PD; Cross, 2012; Cross
et al., 2016). Many species producing small seeds are photophilous
(light-requiring for germination; Baskin and Baskin, 2014), and it ap-
pears likely that the seeds of U. vulgaris are light-requiring as they
commonly rise to the surface prior to germinating (L. Adamec, unpub-
lished). In a field experiment, 95-97 % of U. vulgaris seeds enclosed in
nylon bags persisted through an 11-month period shallowly buried in or
exposed on the surface of sediment in a shallow sand-pit pool, with ca.
4] % germinating in outdoor culture over the following 15 months
(Adamec, 2018b). A similar germination response was reported for
U. vulgaris seeds aged in wetland sediments for 70-100 years in South
Moravia (Czech Republic) after exposure to light (Galova and Hajkova,
2014), indicating that the seeds of U. vulgaris are long-lived under
suitable conditions and likely form large and long-lived sediment seed
banks. However, the type of seed dormancy in U. vulgaris, as well as the
specific environmental cues responsible for alleviating seed dormancy
and stimulating seed germination, remain unresolved.

The aim of this study was to elucidate the seed germination ecology
of U. vulgaris, by (i) examining the germination response of U. vulgaris
seeds to different pH of germination media, to variable temperature and
light regimes, to ethylene as a germination stimulus, and to dormancy
alleviation treatments including cold and warm stratification; (ii)
determining whether seeds displayed orthodox seed storage behaviour,
by testing seed germination of freshly-collected and dry-stored seeds and
following sub-zero temperature storage.

Aquatic Botany 182 (2022) 103545

Fig. 2. Seed surface of Utricularia vulgaris in an electronic microscope. Photo by
M. Vojta (HITACHI FlexSEM 1000).

2. Materials and methods
2.1. Seed collection and storage

Mature seeds (dark brown and dehiscing) of U. vulgaris L. were
collected from plants in outdoor cultivation at the Institute of Botany of
the Czech Academy of Sciences at Trebon, Czech Republic (Sirova et al.,
2003). Cultivated plants originate from South Moravia, Czech Republic
(ca. 250 km far away; Galova and Hajkova, 2014). Experiments were
undertaken using seeds collected in 2018 and 2020. Germination ex-
periments were conducted on freshly collected seeds where possible, but
where seed storage prior to experimental use was necessary seeds were
stored depending upon treatment under either dry (at 22-24 °C and
relative humidity of 55-60 %) or wet (in tap water at 4 + 1 °C) condi-
tions at the University of Hradec Kralove, Czech Republic.

To provide representative temperature ranges experienced by seeds
of U. vulgaris under natural conditions, temperature data loggers
(Minikin Tie, EMS Brno, Czech Republic) were established at two nat-
ural U. vulgaris populations in Central and East Bohemia. The first,
Hrabanovska ¢ernava fen (50° 12’ 53.7"N, 14° 49’ 41.2"E, 187 m above
sea level), comprises a central pool harbouring numerous macrophytes
surrounded by wetlands, fens and Molinia caerulea meadows. The sec-
ond, Bohdaneésky fishpond (50° 5' 48.6"N, 15° 40’ 56.1"E, 212 m above

Fig. 1. Representative seeds of Utricularia vulgaris showing prismatic shape and multiple faces (A), longitudinally sectioned seed illustrating testa thickness and
central position of the embryo within the endosperm (B), and extracted embryo (C). White bars indicate scale. Photos by R. Prausova.
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sea level), comprises a complex of fens and M. caerulea meadows sur-
rounding the Matka and Bohdanecsky fishponds. Average water depth
during the growing season where U. vulgaris occurs is 50-60 cm at
Hrabanovska cernava fen (electrical conductivity 440-1790 pS.cm !
and pH 7.1-8.8) and 50-70 cm at Bohdanecsky fishpond (electrical
conductivity 150440 pS.cm ' and pH 6.5-9.7; Jara and Prausova,
2021). Data loggers were installed in the water column among
U. vulgaris individuals at 30 cm depth at both sites, and measured water
temperature at 1 h intervals from January to December 2019.

2.2, Seed morphometric measurements

Before undertaking germination tests, each seed collection was
examined at 10 magnification using a stereomicroscope (SZP 1102-T
ZOOM s, Arsenal, Doubravcice, Czech Republic), and underdeveloped,
damaged or immature seeds were removed. Seeds from each collection
were photo-documented using a 3-D microscope (KEYENCE VHX-500,
Keyence Corporation, Osaka, Japan; Fig. 1). To determine seed size,
100 seeds from each collection were randomly selected. Seed width and
height of them were measured at 100« magnification. As the seeds of
U. vulgaris are cubic to prismatic (Cross et al., 2018b), their width was
measured on the upper and lower parts of seeds, and the number of
surfaces on each seed was also counted. Additionally, a scanning elec-
tron microscope HITACHI FlexSEM 1000 (Hitachi, Japan) was used to
show their shape and surface features (Fig. 2).

2.3. Germination biology

To determine the seed germination response of U. vulgaris to tem-
perature, light, pH and germination stimulants, seeds were surface
sterilised in a 2.5 % NaClO solution for two minutes before being rinsed
thoroughly with sterile distilled water and placed in 20 mlL sealed plastic
tubes containing 15 mL of either acidic (Solution 1), neutral (Solution 2)
or alkaline (Solution 3) germination media solution. Solution 1
comprised 0.5 mM KCI with 0.1 mM CacCl, and 0.1 mM MgSO, adjusted
to pH 5.5, Solution 2 comprised 0.5 mM KHCO; with 0.1 mM CaCl, and
0.1 mM MgS04 adjusted to 6, and Solution 3 comprised 0.5 mM KHCO3
with 0.1 mM CaCl; and 0.1 mM MgS0; adjusted to pH 8, (all pH ad-
justments made using HCI). Five replicates of 20 seeds for each treat-
ment were placed in incubaters at a constant temperature of either 21 or
25°C (+1 °C), on a 15-h photoperiod (fluorescent light intensity 2-2.5
klx equal to 35-40 pmol m 2 s~ ! photosynthetically active radiation) or
in constant darkness (prepared in darkness and placed in light-exclusion
boxes). Germination (protrusion of the first filamentous “cotyledonoids™
from the seed, sensu Cross et al., 2010) was scored weekly for six weeks
in light treatments, but only once after six weeks in dark treatments.
Germinating seeds (Fig. S1) were transferred to a 4 L container con-
taining water collected from natural sites of U. vulgaris with dry litter of
Carex spp. for further cultivation.

To investigate the potential role of ethylene as a germination stim-
ulus, additional replicates of 20 seeds were prepared as previously
described but imbibed in distilled water for 24 h and exposed to an
80 mg.L ! Ethephon (Sigma Aldrich, Germany) for a further 24 h prior
to being placed in 20 mL sealed plastic tubes containing 15 mL of either
acidic, neutral or alkaline germination media solution. Ethephon is
known to gradually release ethylene gas in solution, and ethylene is a
known a germination stimulant for many aquatic and wetland plant
species (e.g., Baskin and Baskin, 2014; Cross et al., 2014, 2015, 2018b;
Prausova et al., 2014). Seeds were then incubated at 21 or 25°C on a
15-h photoperiod or in constant darkness for six weeks as previously
described. Germination was scored weekly for six weeks in light treat-
ments, but only once after six weeks in dark treatments.

To investigate the impact of cold and warm stratification on the
alleviation of seed dormancy in U. vulgaris, additional replicates of 20
seeds were prepared as described previously for acidic, neutral or
alkaline germination media solution treatments. For stratification, seeds

Agquatic Botany 182 (2022) 103545

were incubated in sealed plastic tubes at 4 + 1 °C (cold stratification) or
at 30 + 1 °C (warm stratification) in constant darkness for four weeks,
then incubated at 21 “C for a further two weeks on a 15-h photoperiod or
in constant darkness. Utricularia vulgaris seeds regularly experience sub-
zero temperatures in the sediment seed bank throughout the species
natural range in winter. Additionally, to investigate the impact of sub-
zero stratification temperatures on the alleviation of seed dormancy,
additional replicates of dry seeds were incubated in sealed plastic tubes
at —18 + 1 °C (frost stratification) in constant darkness for four weeks,
or at —~18 £ 1 °C for two weeks and then at 4 £ 1 °C for two weeks
(varying stratification), and then incubated at 21 °C for further two
weeks on a 15-h photoperiod or in constant darkness. Germination at
21 °C and 25 “C was scored weekly for six weeks in light treatments, but
only once after six weeks in dark treatments.

2.4. Deep-frost seed storage

To provide an assessment of seed response to deep-frost seed storage,
the germination response of seeds after three or fifteen months of dry
storage at 4 + 1 °C, was tested after either eight or sixteen weeks of dry
storage in liquid nitrogen at —80 °C. Following dry storage, seeds were
placed in 20 mL sealed plastic tubes containing 15 mL of either acidic or
neutral germination media solution and incubated at 21 °C on a 15-h
photoperiod or in constant darkness for six weeks as previously
described. Germination was scored weekly for six weeks in light treat-
ments, but only once after six weeks in dark treatments.

2.5. Seed rising before germination

The relationship between seed rising (buoyancy) and seed germi-
nation was investigated for 800 seeds using Solution 3 in 20 mL test
tubes. Three treatments each comprising five replicates of 20 seeds were
established, including (1) controls; (2) light regime (15h light/ 9h
dark) or continuous darkness; (3) temperature of seed germination of
21 + 1 or 8 & 1 °C. Germination was scored weekly for six weeks in all
replicates, with seeds scored either as germinating without rising (e.g.,
remaining on the bottom), germinating after rising (i.e., germinated on
the solution surface), rising without germinating, or neither germinating
nor rising.

2.6. Statistical analysis

Binary logistic regression (SPSS Statistics 28; IBM, United States) was
used to assess the main and interaction effects of light exposure, incu-
bation temperature, treatment (ethylene exposure, stratification treat-
ments and seed storage treatments) on seed germination success. Three-
way ANOVA with Tukey post-hoc tests were used to determine the main
and interaction effects of temperature, light exposure and seeds rising on
the number of seeds from each replicate that germinated. All statistical
tests were conducted using the 95 % confidence interval (CI), with sig-
nificance determined by P = 0.05. Data are presented as mean + SE of
the raw data, unless stated otherwise.

3. Results

3.1. Monitoring of temperatures from natural sites

Daily water temperature trends were similar for the two U. vulgaris
populations over the January to December period monitored (Fig. 3),
with daily water temperature at 30 cm depth ranging from 2.3 to 22.9°C
at Hrabanovska cernava fen and —2.6-26.5 °C at Bohdanecsky fishpond.
Water remained cold (<10°C) from October following seed production
and dehiscence through te March-April, before warming markedly
(18-28 °C) prior to observation of natural seed germination in
June—July.
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Fig. 3. Average daily temperature (bold lines) and daily minimum and maximum temperature (grey lines) at two Utricularia vulgaris populations in East Bohemia,
Czech Republic, with key ecological periods relating to seed-based reproduction in U. vulgaris annotated (L. Adamec and R. Prausova, unpubl.). Grey columns indicate
periods where temperatures may be conducive to warm stratification of seeds in certain areas of U. vulgaris habitat, while arrows indicate the point at which average
daily water temperature reached 21°C for the first time over the seasonal monitoring period.

3.2, Seed morphometric characteristics

Measured U. vulgaris seeds were prismatic (Fig. 2), mostly pentag-
onal with seven faces (86 % of studied seeds), occasionally with eight
(13 %) or, rarely, six faces (1 %) (Figs. | and 2). Mature, dehiscent seeds
were dark grey to dark green-black in colour, the width of the upper part
ranged from 0.4 to 1.9 mm (mean 0.9 £+ 0.3 mm), of the bottom part
from 0.6 to 2.0 mm (mean 1.2 + 0.3 mm) and the height from 0.3 to
1.7 mm (mean 1.0 + 0.22 mm). The embryo appears undifferentiated at
seed maturity (Fig. 1).

3.3. Germination biology

Germination success for freshly-collected, untreated control seeds
ranged from 0.2] to 0.39 at 2] °C and 0.07-0.3]1 at 25 °C on a 15-h
photoperiod, and 0.09-0.29 at 21 °C and 0.04-0.27 at 25 °C in con-
stant darkness (Table S1, Fig. 4). Numerous interaction effects on
germination success were present among light exposure, incubation
temperature, storage method and treatment, with strongest effects from
the interaction of Light exposure X Incubation temperature, Germina-
tion solution X Incubation temperature, Germination solution X
Treatment, and Light exposure X Treatment (Table 1).

Germination success across all reatments was greater for seeds
incubated on a 15-h photoperiod than in constant darkness (Fig. 4), and
this effect was more pronounced for seeds incubated at 25 °C (0.14
+ 0.005 in light and 0.05 + 0.003 in darkness) than for seeds at 21 °C
(0.19 £+ 0.006 in light, 0.09 &+ 0.004 in darkness). Similarly, the sup-
pression of germination at 25 °C resulted in comparable germination
success across all treatments among the three germination solutions
(0.11 + 0.005 at pH 5.5, 0.08 £ 0.005 at pH 6, 0.10 £ 0.005 at pH 8),
while germination was notably more successful at pH 8 (0.17 + 0.007)
and pH 6 (0.16 = 0.007) compared with pH 5.5 (0.10 + 0.005) when
seeds were incubated at 21 °C.

Compared with controls, germination success was markedly

increased following warm stratification and exposure to ethylene (up to
0.75-0.90; Fig. 4). This effect was most pronounced for wet-stored seeds
in pH 8 and pH 6 solutions incubated on a 15-h photoperiod. Although
the effects were partly suppressed at both temperatures in dry-stored
seeds and markedly in seeds incubated in constant darkness, both
warm stratification and ethylene exposure did still generally improve
germination success under these conditions compared with controls.
Cold stratification, varying stratification, and frost stratification had no
consistent or pronounced effect on germination success except for the
pH 6 solution (Fig. 4). The storage of U. vulgaris seeds in liquid nitrogen
did not appear detrimental to germination success, and, indeed, seeds
incubated at 21 °C and pH 8 following liquid nitrogen storage germi-
nated much better than in control treatments in both light and constant
darkness (0.6-0.7; Fig. 4).

3.4. Relationship between seed rising and germination

Of 461 seeds that germinated, 448 (97 %) rose to the surface of
alkaline solution prior to germination while only 13 (3 %) germinated
without rising. The effect of seeds rising on germination numbers was
highly significant (F(2108) = 275.1, P < 0.001). Neither temperature
(F(1108) = 2.974, P = 0.087), nor light exposure (F(1108) = 275.05,
P = 0.052) significantly influenced germination in this trial (Fig. 5), and
no significant interaction effects were evident.

4. Discussion

Utricularia vulgaris produces minute (<1 mm) endospermous seeds
with a small, undifferentiated embryo (Fig. 1). Seed germination ap-
pears photophilous (or, at least, germination was markedly suppressed
in seeds incubated under constant darkness), and was most successful in
an alkaline (pH 8) germination solution reflective of the water chemistry
of sites harbouring natural U. vulgaris populations (noting that the pH 6
solution may be more reflective of the pH of the sediment). The seeds of
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Fig. 4. Germination probability +95 % CI of Utricularia vulgaris seeds incubated in light (open symbeols) or constant darkness (closed symbols) under different
temperature conditions in acidic, neurral, or alkaline germination media following either wet or dry storage and in response to different strarification, germination

stimulation and storage treatments.

Table 1

Statistical outputs (interaction effects) from testing the influence of experi-
mental factors (lisht exposure, incubation temperature, germination solution,
treatment, and storage method) on Utricularia vulgaris seed germination success.
B indicares unstandardised regression weight (i.e., slope of the regression line).

indicated by a strong positive effect of warm stratification for light-

Factor B xz P

Light exposure X Incubation temperature 0.129 157.5 <0.001
Germination solution X Incubation temperature -0.126 95.8 <0.001
Germination solution X Treamment -0.132 853.3 <0.001
Light exposure X Treatment -0.210 70.7 <0.001
Light exposure X Storage method -0.540 27.0 <0.001
Incubation temperature X Storage method 0.036 20.1 <0.001
Incubation temperature X Treatment -0.014 11.1 0.001
Germination solution X Storage methed 0.199 10.5 0.001
Treatment X Storage method -0.077 10.0 0.002

U. vulgaris appear to possess non-deep simple morphophysiological
dormancy (MPD) on the basis of an undifferentiated embryo at seed
maturity and an apparent physiclogical component to dormancy as

exposed seeds. Exposure to ethylene appears to act as a germination
stimulant in U. vulgaris, as has been reported for other, often co-
occurring aquatic carnivorous plants including Aldrovanda vesiculosa
(Cross et al., 2012, 2016). Indeed, a stimulatory effect of ethylene on
seed germination has also been reported for other carnivorous plants
from wet habitats, such as species of Byblis (Cross et al., 2018a).

Data from the present study suggests the free-floating aquatic
U. vulgaris produces photophilous seeds, with light exposure a require-
ment for seed germination. Seeds of aquatic plants typically require light
for seed germination to occur (Frankland et al., 1987; Baskin et Baskin,
1998). This prevents seeds from germinating underwater in conditions
unsuitable for further growth of seedlings; for example, in anaerobic
environments in muddy substrate or at low temperatures (Bibbey, 1948;
Holm, 1972; Baskin et Baskin, 1998). In seed-rising experiments, the

vast majority of seeds surfaced prior to germination, though a few also
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germinated without rising (Fig. 5). This same trend has also been
commonly observed for U. vulgaris seeds germinating outdoors in con-
tainers under experimental culture (L. Adamec, unpublished). We
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Fig. 5. Germination probability +95 % CI of Utricularia vulgaris seeds between those that rose to the surface of germination media and those that remained fully
submerged, incubated in light (open symbels) or constant darkness (closed symbeols) under different temperature conditions.

therefore suggest that the rising of seeds to the water surface is (broadly)
a necessary precursor to seed germination, likely facilitating light
exposure. The rising of U. vulgaris seeds in this manner is probably an
important ecological process, as otherwise the tiny seedlings (Fig. S1)
may become entangled at depth and at low temperatures, potentially in
low-light conditions and under anoxia. To the best of our knowledge,
this process has not been described and published so far. It seems likely
that gas accumulation (possibly CO,) inside or within the seed testa
influencing seed buoyancy, in a similar fashion proposed for
A. vesiculosa (Cross, 2012), may facilitate this process; future studies
should examine this interesting and potentially important ecological
process in greater detail.

During experiments, greatest seed germination in U. vulgaris
occurred in a germination solution of pH 8. This treatment most closely
replicated the pH conditions of the natural habitat at Hrabanovska
cernava fen, where water pH during the growing season ranges from pH
7-8. This may be expected given U. vulgaris most commonly occurs in
pH-neutral water in fens (Kaplan et al., 2017), and suggests the condi-
tions required for seed germination in the aquatic U. vulgaris may differ
from those of terrestrial Utricularia species. For example, Kondo (1971)
employed four different pH solutions (pH 4.5, 4.7, 5.1, 7.2) in germi-
nating the seeds of terrestrial U. juncea and U. cornuta, and reported
highest germination probability for both species at pH 4.5-5.1.

Seed dormancy with a physiological component must be alleviated
by exposure to periods of suitable environmental conditions (Baskin and
Baskin, 1998). Previous authors have proposed that seed dormancy in
U. vulgaris, at least in temperate regions, is likely alleviated by a period
of cold stratification over the cold winter months prior to germination in
spring, as indicated by high germination success reported for seeds
incubated under indicative spring temperatures following cold stratifi-
cation (Baskin et Baskin,
following cold stratification have been reported for species co-occurring

1998). Similar germination responses

with U. vulgaris, including Potamogeton praeclongus (Prausova et al., 2013,
2014). However, data from the present study suggests that cold strati-
fication was poorly effective at alleviating seed dormancy in U. vulgaris,
and that MPD was instead alleviated by a period of warm stratification
(Fig. 4). Response to warm stratification in this manner may facilitate
seed germination in shallow wetland pools where the water column
warms in temperature more rapidly following the onset of spring con-
ditions. However, such shallow wetland habitats may experience more
pronounced drying during late spring and early summer without

consistent rainfall; for example, complete desiecation of U. vulgaris
habitat was observed in 2018 at both study sites in the Czech Republic
(Bohdanecsky fishpond and Hrabanovska cernava fen). As warm strat-
ification occurs when seeds are exposed to periods of warm, moist
storage (Kaplan et al., 2017), it is also possible that seed dormancy is
alleviated in late summer as water levels begin rising but ambient
temperatures remain warm. Further study is required to determine the
seasonal timing of warm stratification in U. vulgaris.

It is plausible that the apparent stimulatory effect of ethylene on seed
germination in U. vulgaris represents a bet hedging mechanism, with
biogenic ethylene release from sediment signaling suitable sediment
moisture levels for seed germination as has been reported for other
shallow, highly ephemeral wetlands (Cross et al., 2014). The light
requirement can be somewhat alleviated by ethylene exposure. Ac-
cording to our results, an impact of Ethephon releasing ethylene stim-
ulates seed germination in both the light and dark conditions (the most
successful variant of all tests in dark conditions, germination rate 17.3
%). The presence of ethylene probably compensates the lack of light
during germination. Positive effect of Ethephon on germination was
proved for other aquatic plants, for example up to 5 % Potamogeton
praelongus seeds germinated with Ethephon (Prausova et al, 2014).
Germination rate was high (=75 %) in ethylene-exposed seeds incubated
at 21 °C, on a 15-h photoperiod in alkaline germination solution. This is
almost an identical mechanism to what was found for Aldrovanda ves-
iculosa (Cross et al., 2016), and very similar to other carnivorous plants
from wet habitats such as Byblis (Cross et al., 2018a).

It appears that U. vulgaris produces a long-lived sediment seed bank,
as seeds discovered in 70-100-year-old sediments in South Moravia
have been subsequently germinated under laboratory experiments
(Galova and Hajkova, 2014). This may imply that U. vulgaris seeds cycle
in and out of dormancy in response to seasonal conditions, as has been
shown for other species producing seeds with a physiological component
to dormancy (e.g., Merritt et al., 2007). Utricularia vulgaris seeds were
stored under both dry and wet conditions before seed germination ex-
periments, and we observed no decline in germinability following even
extended periods of dry storage prior to germination experiments. Bas-
lin and Baskin (1998) report that the seeds of some aquatic plants both
exit and re-enter dormancy in response to seasonal drought, and Arts
and van der Heijden (1990) confirmed that drought or warm stratifi-
cation for 28 days at about 20/8 °C temperature alleviated or broken
seed dormancy in Littorella uniflora (Plantaginaceae). Muenscher (1936)
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reported that air-dried Potamogeton seeds stored dry for 2-3 months did
not germinate, while Hay et al. (2008) suggested that Potamogeton seeds
survived drying and germinated upon subsequent rewetting. Seeds of
P. praelongus survived drying and germinated after waterlogging
(Prausova et al., 2013, 2014). Warm stratification or dry storage broke
seed dormancy of mediterranean species P. schweinfurthii (Spence et al.,
1971). Seeds of Aldrovanda vesiculosa also appear tolerant of desiccation
and may survive across seasons in a persistent sediment seed bank (Cross
et al., 2015). Future studies should examine the persistence of the seed
bank in U. vulgaris and other aquatic carnivorous plants, and the degree
to which seeds are tolerant of extended periods of seasonal desiccation.

The storage of seeds at low temperature is a possible method to
prevent physiological changes within seeds responsible for seed
dormancy alleviation or the stimulation of germination (Baskin and
Baskin, 1998). Cryopreservation at ultra-low temperatures (liquid ni-
trogen, — 196 °C) allows for the long-term storage of plant materials,
including the seeds of at least some species of carnivorous plants (North
et al., 2021). Standard cryopreservation techniques are based on dehy-
dration caused by freezing (Engelmann, 2004), and data from the pre-
sent study suggests that storage of U. vulgaris seeds in liquid nitrogen was
not deleterious to seed germination success. Indeed, U. vulgaris seeds
stored at —18°C or in liquid nitrogen at —80 °C germinated more
readily than seeds stored for a comparable period at room temperature
(Fig. 4). Future studies should examine the efficacy and viability of
cryopreservation as an x situ conservation tool in U. vulgaris and other
aquatic camivorous plants in greater detail.

5. Conclusions

Apparent morphophysiological seed dormancy in U. vulgaris appears
alleviated by warm stratification, with seed germination stimulated by
exposure to ethylene gas under suitable temperature and moisture
conditions. However, the success of seed germination appears linked to
light awvailability, water chemistry, and, thus, seed position in the water
column, which indicates careful management of remnant habitats har-
bouring this species may be needed to ensure positive conservation
outcomes. As U. vulgaris has been assessed as Critically Endangered in
the Czech Republic (Grulich, 2017), threatened primarily by succes-
sional degradation of sites, eutrophication, grounding of pools and
ponds, and hydrological changes (Sumberova, 201 1), management ac-
tivities should focus on the maintenance of hydrological regimes, water
quality and control of invasive macrophytes. Management measures
should maintain the shallow, open, mesotrophic habitats enabling
vigorous growth of U. vulgaris (Kaplan et al., 2017), ensuring that con-
ditions are optimal for both asexual and seed-based reproduction.
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