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Anotace 

ŠPRINGROVÁ I. Význam kryokonzervace semen pro jejich klíčivost na příkladu 

terestrických a vodních rostlin. Hradec Králové, 2023. Přírodovědecká fakulta 
Univerzity Hradec Králové. Vedoucí rigorózní práce RNDr. Romana Prausová,Ph.D. 
98 s. 

Rigorózní práce se zabývá studiem významu zamrazení semen terestrických a 
vodních rostlin pro uchování schopnosti klíčivosti a snížení nebezpečí kontaminace 
při jejich kultivaci v laboratorních podmínkách. Současné studie dokládají význam 
včasného a správného uložení semen nebo plodů cévnatých rostlin pro jejich 
následné úspěšné klíčení. Významné zpomalení fyziologických procesů v semenech 
a plodech udržuje vyšší vitalitu a oddaluje ztrátu schopnosti klíčení. Ke 
kryokonzervaci se používají různé metody zmrazení při teplotách -20 °C, -80 °C 
nebo v tekutém dusíku při teplotě -180 °C (které se nejčastěji používá při 
manipulaci s biologickým materiálem v nestabilních teplotních podmínkách). 

Rigorózní práce je zaměřena na testování vlivu kryokonzervace u 1 druhu 
terestrické rostliny - zvonovce liliolistého [Adenophora liliifolia] a 2 druhů vodních 
rostlin - autotrofního rdestu dlouholistého [Potamogeton praelongus] a mixotrofní 
bublinatky obecné [Utricularia vulgaris] na jejich klíčení. U všech těchto druhů jsou 
již na základě testů klíčivosti známy nejúspěšnější metody přerušení dormance 
jejich semen a způsoby kultivace. Ty budou použily v kombinaci se dvěma způsoby 
uložení semen (při teplotě místnosti 21±1°C, kryokonzervaci při teplotě -80 °C). 
Cílem práce je ověřit, zda kryokonzervace zvýší klíčivost semen těchto rostlin a zda 
bude se stejnou účinností fungovat u terestrických i vodních rostlin (s odlišnou trofií 
- autotrofie, mixotrofie). 

Klíčová slova: Adenophora liliifolia, kryokonzervace, Potamogeton praelongus, 

Utricularia vulgaris 



Annotation 

ŠPRINGROVÁ I. Impact ofcryopreservation of seeds on germination of terestial and 

aquatic plants. Hradec Králové, 2023. Rigorous Thesis at Faculty of Science 
University of Hradec Králové, Thesis Supervisor RNDr. Romana Prausová, Ph.D. 98 
pp. 

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 - auto trophy, mixotrophy etc.). 

Keywords: Adenophora liliifolia, cryopreservation, Potamogeton praelongus, 

Utricularia vulgaris 
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Úvod 
Cílem této rigorózní práce bylo zjistit, zda u semen vybraných terestrických a 
vodních rostlin dochází ke změně klíčivosti semen, pokud jsou před testy klíčivosti 
uložena v hlubokomrazicím boxu. 

Jednotlivé varianty testů klíčivosti v laboratorních podmínkách byly naplánovány 
na základě již známých údajů o účinném způsobu přerušení dormance. Pro úspěšné 
klíčení byla semena vystavena různým faktorům jako je expozice světla, teplota, 
způsob skladování, ošetření, klíčící roztok imitující přirozené prostředí, ve kterém 
druh přirozeně klíčí. Ve variantách testů klíčivosti byla použita semena, která byla 
předtím uložena na sucho při pokojové teplotě 21±1°C nebo skladovaná 
kryokonzervací při teplotě -80 °C. 

Kryokonzervace je úspěšná metoda, která umožňuje dlouhodobé skladování semen 
při nízké teplotě. Při tomto způsobu uložení nedochází k fyziologickým změnám 
v semenech. Součástí rigorózní práce je také rešerše zdrojů zaměřených na zájmové 
ohrožené druhy: bublinatka obecná [Utricularia vulgaris), rdest dlouholistý 
[Potamogeton praelongus], zvonovec liliolistý [Adenophora liliifoliá), jejich 
morfologické znaky, areál rozšíření včetně ČR a jejich ekologické nároky. 
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1 Teoretická část 
1.1 Klíčení semen 

Klíčení zahrnuje procesy, které začínají vychytáváním vody suchým semenem a 
končí prodloužením embryonální osy (Bewley 1997). Klíčení semen je 
mechanismus, při kterém dochází k různým morfologickým a fyziologickým 
změnám vedoucím ke klíčení embrya. Semeno má schopnost klíčit za normálních 
fyzikálních podmínek životního prostředí (Baskin et Baskin 1998, 2004). 

1.1.1 Fyziologie klíčení 

Klíčení semen závisí především na fyzikálních procesech bobtnání. Semena rostlin 
začínají klíčit po příjmu potřebného množství vody (Kincl et Krpeš 2000, Campbell 
etReece 2008). Příjem vody j e třífázový proces s rychlým počátečním vychytáváním 
(fáze I), následuje plošná fáze (fáze II) a dále fáze zvýšení příjmu vody (fáze III). Osa 
embrya se prodlužuje, a tím protíná krycí vrstvy semene (Schopfer et Plachý 1984, 
Finch-Savage et Leubner-Metzger 2006). 

K růstu semene dochází díky vstřebání vody a prolomení obalu (Campbell et Reece 
2008). Buněčné vakuoly a buněčné koloidy přijímají vodu pomocí rozpínatelných 
pletiv. Díky nim přibývají na svém objemu (Kincl et Krpeš 2000). Tento proces je 
nazýván bubření semen, při kterém vzniká bubřivý tlak a zvětšuje se objem semene 
(Tůma et Tůmová 1998, Kincl et Krpeš 2000,). Embryo je obklopeno dvěma krycími 
vrstvami, triploidním endospermem (vyživující živé buňky) a diploidní testou 
(vrstva semena, převážně mrtvé buňky). U několika druhů rostlin je endosperm 
zcela zničen během vývoje semen a živiny jsou přemístěny do zásobních děloh 
(Watkins et Cantlife 1983). 

Velmi důležitými spouštěcí jsou metabolické změny v embryu, které umožňují 
pokračování v růstu (Campbell et Reece 2008). Svojí činností štěpí složité zásobní 
látky (proteiny, škrob, tuky) na jednodušší látky, které jsou především potřebné pro 
růst pletiv (Kincl et Kolková 1984). Viditelným znakem zdařilého klíčení je 
penetrace radikuly skrz semenné obaly (Bewley 1997) a vyrašení výhonků na 
povrch půdy (Fenner et Thompson 2005). 
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1.2 Faktory ovlivňující klíčení 
Klíčení semen závisí na celém souboru podmínek, které jsou pro klíčení zcela 
nepostradatelné (Kincl et Krpeš 2000). Semena potřebují k vyklíčení specifické 
vnější podmínky jako je voda, světlo, kyslík, teplota a chemické vlivy (Šebánek 1998, 
Tůma et Tůmová 1998, Kincl et Krpeš 2000). 

Vhodnost semen pro klíčení kromě vnějších podmínek určují také vnitřní podmínky. 
Nejsou-li splněny vnitřní podmínky, semena neklící, popřípadě mohou klíčit velmi 
pomalu a obtížně, i když vnější podmínky jsou příznivé (Prášková 2013). 

1.2.1 Vnější podmínky klíčení 

Voda 

Životní strategie rostlin závisí na úspěšném klíčení semen v prostředí s dostatkem 
půdní vody, což je považováno za nejdůležitější vnější faktor (Obroucheva et al. 
2017). Semena obsahují obvykle 7-16 % vody. Jestliže podíl vody v semeni klesne 
pod normu, dochází nejčastěji k úhynu klíčku (Kincl et Krpeš 2000). I když semena 
obsahují minimum vody, jsou schopná si udržet svoji vitalitu. Semena se vzájemně 
odlišují těmito specifickými hodnotami vody (Fenner et Thompson 2005). Studie 
ukazují, že semena konkrétních druhů musí před vyklíčením dosahovat 
minimálního obsahu vody, např. sójové boby 50 %, cukrová řepa 31 %, kukuřice 
30,5 % a rýže 26,5 % (Hunter et Erickson 1952). Voda má u klíčících rostlin 
významnou roli jako transportní prostředek. Působením vody v semeni dochází k 
aktivaci metabolizmu, přenosu minerálních a organických látek do míst intenzivní 
biosyntézy (Tůma et Tůmová 1998, Kincl et Krpeš 2000). 

Kyslík 

Kyslík je další nepostradatelný faktor pro klíčení (Tůma et Tůmová 1998, Procházka 
2003). Semena několika vodních druhů potřebují pro své klíčení dostatek kyslíku. 
Nedostatek kyslíku může rovněž vést k přerušení dormance u semen, která 
potřebující stratifikaci chladem (Come et al. 1991). Ve vodním prostředím je 
důležitá koncentrace rozpuštěného kyslíku, která záleží na hloubce, teplotě vody a 
činnosti organismů (Sculthorpe 1967). Vodní a bažinné druhy mohou vyklíčit bez 
přítomnosti kyslíku. Plyny pozitivně ovlivňují klíčivost semen, především vyšší 
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koncentrace oxidu dusného, který pravděpodobně ruší některé druhy dormance 
(Sarath et al. 2006). Snížené množství kyslíku anebo zvýšené množství oxidu 
uhličitého inhibuje klíčivost u mnoha druhů rostlin. Čím jsou semena uložena více k 
povrchu, tím mají větší dosažitelnost potřebného množství kyslíku. Semena a půdní 
organismy dýchají, tudíž dochází ke spotřebě vzdušného kyslíku. Nedostatek kyslíku 
je kompenzován zvýšením anaerobního metabolismu, který způsobuje akumulaci 
toxických látek v okolí semen (Benvenuti et Macchia 1995, Corbineau et Côme 
1995). 

Teplota 

Pro klíčení rozlišujeme kardinální teplotní body, tj. hodnoty minima, optima, 
maxima (Tůma et Tůmová 1998, Kincl at Krpeš 2000, Procházka 2003). Rostliny v 
našich podmínkách mívají teplotní minimum 1-10 °C, optimum 25-28 °C a 
maximum kolem 37 °C. Některé druhy rostlin musí zpočátku promrznout, přičemž 
dochází k porušení endospermu. Rostlina díky tomu může začít klíčit (Tůma et 
Tůmová 1998). 

Semena některých druhů vyžadují pro klíčení stálou teplotu, jiná semena naopak 
vyžadují střídání teplot (Atkins et al. 1987). Dormance semen bývá přerušena v 
zimním období studenou stratifikací, poté mohou semena v období jara začít klíčit 
v teplotním optimu za přijatelných světlených podmínek (Baskin et Baskin 1998). 

Světlo 

Semena reagují na přítomnost světla tím, že dokáží regulovat klíčení v přijatelnou 
dobu (Fenner et Thompson 2005). Světlo není podmínkou pro klíčení, i když některá 
semena mohou rychleji klíčit na světle než ve tmě. Proto se rostliny člení podle 
reakcí na světlo (Procházka 2003), a to na druhy reagující záporně (světlo klíčení 
inhibuje), a reagující kladně (světlo klíčení stimuluje) a fotoblasticky (adaptační 
význam). Pro klíčení semen je důležité zachycení světla v podobě fytochromu. Mezi 
hlavní patří fytochrom A, fytochrom B. Fytochrom A reaguje od UV po infračervené 
záření. Fytochrom B reaguje na infračervené záření (Shinomura 1997). Aktivní 
forma fytochromu zahájí klíčení, inaktivní forma klíčení inhibuje (Baskin et Baskin 
2014). 
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Chemické a fyzikální vlivy 

U některých druhů rostlin byly prováděny pokusy zaměřené na zásahy které by 
mohly ovlivnit klíčivost. Pozitivní účinek byl zjištěn, když bylo semeno před 
zahájením testu klíčivosti ozářeno laserem, radioaktivním zářením (Procházka 
2003). U druhu Potamogeton praelongus bylo k ošetření semen použito UVA záření 
(Prausová et al. 2013). Toto záření má více energie než viditelné světlo, ale je méně 
energetické než UVB záření. Test působení UVA na semena tohoto druhu po dobu 
30 minut ukázal, že nažky mohou přežít v terestrických podmínkách, kde vyschnou 
a jsou vystaveny UVA záření. To může aktivovat jejich klíčení, které nastane po 
zvýšení vlhkosti (Prausová et al. 2013). 

Pozitivní účinek na klíčení semen má i etylén. V laboratorních testech klíčivosti se 
využívá synteticky vyráběný regulátor růstu Ethephon (2 - chlorethylfosfonová 
kyselina) (Durrant et Masch 1991). Ve vodném prostředí je Ethephon rozložen na 
etylén, fosfát a chloridové ionty (Roberts 1998). Účinek etylénu na přerušení 
dormance a aktivování klíčení semen je znám např. u druhu Amaranthus retroflexus, 

stejně jako pozitivní účinek kyseliny giberelové (K^pczyňski et Sznigir 2012). 
Dormantní semena mohou být uvolněna z dormance též studenou stratifikací, dále 
dozráváním v suchých podmínkách nebo působením dalších chemických látek 
(Bewley et Black 1994). Uvolňování z dormance zahrnuje změny koncentrací 
kyseliny abscisové (ABA), giberelinů (GA) a etylénu, a změny citlivosti na tyto 
hormony (K^pczyňski et a K^pczyňska 1997, Matilla 2000, Hilhorst 2007). 

1.2.2 Vnitřní podmínky klíčení 

Vnitřní podmínky klíčení jsou určeny chemickým složením, propustností obalů, 
hydratační schopností a její velikostí (Copeland et McDonald 2001). Živá semena 
rostlin, která mají vyhovující podmínky pro klíčení, nemusí obvykle vyklíčit. 
Důvodem nevyklíčení může být nepropustnost osemení pro vodu, výskyt 
palisádového sklerenchymu v osemení, který brání průniku vody testou, dále též 
nedostatečná permeabilita pro O2 a CO2, kdy ve vnější vrstvě semene (endosperm, 
nucelus, těsta) neprobíhá dostatečná výměna plynů (Procházka 2003). 
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1.3 Dormance 
Dormance semen představuje určité brzdné mechanismy klíčení přítomné v 
embryu nebo semenných obalech (Hess 1983). Za dormanci semen označujeme 
stav, kdy zralé zdravé semeno zůstává v klidu, i když jsou přijatelné podmínky pro 
jeho klíčení a růst (Vleeshouwers et al. 1995, Baskin et Baskin 2004). Dormantní 
stav semene také souvisí s vyšším obsahem kyseliny abscisové (ABA), což je látka 
inhibičního charakteru (Bewley 1997, Tůma et Tůmová 1998). 

U semen můžeme rozlišit dva typy dormanci jako je primární a sekundární 
dormance. Primární dormance (vrozená) probíhá u semen, která nevyklíči okamžitě 
po dozrání na mateřské rostlině. Tato dormance je řízena inhibičními vlivy ABA při 
zrání semen na mateřské rostlině (Finch-Savage et Leubner-Metzger 2006). 
Sekundární (vyvolaná) dormance vzniká reakcí na nepříznivé životní podmínky. 
Semena s touto dormanci mohou přečkávat v klidu krátkodobě, do období zlepšení 
podmínek nebo dlouhodobě po několik sezón (Harper 1977, Fenner 1985). 

Dormance je adaptace rostlin na přežití v měnících se podmínkách (Harper 1977). 
K dormanci semene mohou být různé příčiny, například krátká doba slunečního 
záření, pokles teploty (Campoy et al. 2011). Aby došlo k přerušení dormance, musí 
přijít podnět z prostředí. Mezi tyto podněty řadíme především teplotu, působení 
dusičnanů, světla a dokonce i složek kouře (Bewley et al. 2013). 

Nejnovější vysvětlení dormance předložili Baskin et Baskin (2004), Finch-Savage et 
Leubner-Metzger (2006), kteří dormanci semen definují jako potřebné podmínky, 
tedy faktory prostředí důležité pro klíčení semen, které by uvolnily semeno z 
dormance. Dá se říci, že dormance podle všeho souvisí s klimatickými změnami, 
které probíhají během historie Země (Bewley et al. 2013). Proto se blokování klíčení 
vyvinulo u různých druhů včetně jejich adaptací na prostředí umožňujících 
klíčení za vhodných podmínek (Hilhorst 1995, Vleeshouwers et al. 1995, Bewley 
1997, Baskin et Baskin 2004, Fenner et Thompson 2005). 

Semena jsou schopna přetrvat v dormanci rok i více let. Některá dormantní semena 
mohou být vitální a schopná klíčit od několika dnů po desetiletí, dokonce i déle. 
Tento fakt záleží na druhu a přírodních podmínkách (Campbeel et Reece 2008). 
Proto je mnoho bloků klíčení, které vznikly jako adaptace na různá přírodní 
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stanoviště a klima, ve kterých působí (Bewley et al. 2013). Dormance může 
některým druhům zaručit přežití přírodních katastrof (Finkelstein 2008). V půdě se 
hromadí velké zásoby nevyklíčených semen, která se mohou nakupit během 
několika let. Proto se ve vegetaci okamžitě objeví po suchu, záplavách a požáru, 
případně dalším narušením (Campbeel et Reece 2008). 

Dormance semen úzce souvisí s jejich anatomií (Atwater et Vivrette 1987). 
Nikolaeva (2004) vytvořila klasifikační systém dormance, který je určován 
morfologickými a fyziologickými vlastnostmi semen. Baskin et Baskin (1998, 2004) 
na základě vytvořeného systému navrhli komplexnější klasifikační systém, který 
zahrnuje několik tříd dormancí: fyziologickou, morfologickou, morfofyziologickou, 
fyzikální a kombinovanou, chemickou a mechanickou. 

Z toho se některé třídy dormance dále dělí na nižší úrovně (Baskin et Baskin 1998, 
2004). Výše uvedený klasifikační systém dormance ukazuje na velkou rozmanitost 
morfologických a fyziologických vlastností v reakci na různá prostředí 
(Vleeshouwers etal. 1995, Baskin et Baskin 2004, Donohue 2005). 

Morfologické rozdíly ve zralých semenech jsou dány velikostním poměrem embrya 
k semenu a relativním množstvím endospermu, který během vývoje semene zaniká. 
Dále je významné zapojení živin do radikuly (Martin 1946, Baskin et Baskin, 1998, 
2004, Forbis et al. 2002). Martin (1946) na základě vnitřní morfologie zralých 
semen definoval typy zralých semen s odlišným poměrem embrya k endospermu. 

1.3.1 Morfologická dormance 

U mnoha druhů rostlin s morfologickou dormancí rozlišujeme diferencované 
embryo, radikulu s děložními lístky. V semeni se nachází embryo, které není 
dostatečně vyvinuté. Aby došlo k vyklíčení, je zapotřebí, aby embryo dostatečně 
vyrostlo. Jiné druhy semen s morfologickou dormancí mají nediferencované 
embryo, což je masové rozptýlení buněk. U tohoto typu semen nedochází ke klíčení, 
dokud se diferenciace a růst úplně nedokončí. Zralému semeni je zabráněno vyklíčit 
kvůli morfologické charakteristice embrya (Baskin et Baskin 1998). 

Embrya semen s morfologickou dormancí nepotřebují specifické podmínky ani 
ošetření, aby došlo k přerušení dormance a vyklíčení. Dormance je tedy doba mezi 
inkubací čerstvého semene a vznikem radikuly (Baskin et Baskin 2004). 
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Morfologická dormance se vyskytuje především u semen s lineárním a 
rudimentálním embryem (Baskin et Baskin 1998). 

Semena některých tropických druhů s morfologickou dormancí vyklíči za vhodných 
podmínek za 1-3 měsíce (Hayat 1963). Při přijatelných podmínkách začne zralé 
semeno růst v době několika dnů až týdnů. Následně semena vyklíčí v průběhu 30 
dní (Baskin et Baskin 2004). 

1.3.2 Morfofyziologická dormance 

Čerstvě vyzrálá semena mající morfologickou dormanci, jsou schopná si současně 
vyvinout fyziologickou dormanci. Tato dormance je tedy kombinací morfologické a 
fyziologické dormance (Baskin et Baskin 1998). Semena s morfofyziologickou 
dormancí mají nedostatečně vyvinutá embrya. Semena v tomto typu dormance 
vyžadují ošetření, aby došlo k přerušení dormance. Příkladem ošetření semen může 
být kombinace teplé anebo studené stratifikace, která může být nahrazena aplikací 
kyseliny giberelové (Baskin et Baskin 2004). 

Morfofyziologická dormance se objevuje u semen, která mají primitivní nebo 
lineární embrya. Některé čeledi rostlin mají nedostatečně vyvinutá embrya, proto 
nelze přesněji určit, zdali se jedná o morfologickou nebo fyziologickou dormanci. 
Přerušení dormance embrya se odvíjí od specifických podmínek prostředí, které 
souvisí s druhem rostliny (Baskin et Baskin 1998). V závislosti na druhu dochází k 
přerušení dormance stratifikací při teplotě 15 °C (Baskin 1990b) nebo chladovou 
stratifikací při teplotě 0-10 °C (Baskin et Baskin 1984), příp. teplou stratifikací 
(Nikolaeva 1977). Morfofyziologická dormance (MFD) byla rozčleněna na několik 
typů (Baskin et Baskin 1998, 2004). 

• Nehluboká jednoduchá dormance 

Tento typ MFD byl poprvé popsán u čeledi Apiaceae (Baskin et Baskin 1990a). 
Dozrávající semena pozdního jara klíčí následující podzim, pokud je přerušena 
fyziologická a morfologická dormance. Při nízkých teplotách (5,15/6 a 20/10 °C) 
nedochází k přerušení dormance, naopak je tomu při vyšších teplotách v létě, kdy je 
dormance přerušena při teplotě 25/15, 30/15 a 35/20 °C. Morfologická dormance 
nemůže být přerušena dříve než fyziologická dormance, proto embryo nezačíná růst 
dříve než v době podzimu. Semena pro své klíčení potřebují přijatelnou teplotu, 
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např. 25/15 °C, vlhký substrát a dobré světelné podmínky. Pokud semena vstoupí do 
nehluboké fyziologické dormance, nedochází ke klíčení semen ve vhodných 
podmínkách. Z fyziologické dormance semeno zpravidla vystoupí další léto. 
Morfologická dormance většinou bývá ukončena na podzim, kdy jsou omezené 
světelné, vodní a teplotní podmínky (Baskin et Baskin 1990a). 

• Středně jednoduchá 

Semena střední jednoduché MFD potřebují v době léta teplou stratifikaci, aby se 
přerušily obě dormance. Po přerušení fyziologické dormance dochází k růstu 
embryí na podzim při teplotách 15-20 °C. Semena, která mají prodloužená embrya, 
vyžadují studenou stratifikaci začátkem léta. Čerstvě zralá semena, nacházející se 
v půdě za přirozených sezónních teplotních změn, vyklíčí následující březena 
duben (Baskin et Baskin 1998). 

• Hlub oká j edno duchá 

Semena s hlubokou jednoduchou MFD vyžadují zahřátí a následnou studenou 
stratifikaci předtím, než začne semeno klíčit, protože hluboká jednoduchá MFD 
obsahuje jednu morfologickou a dva typy fyziologické dormance (Baskin et Baskin 
1998). Nikolaeva (1977) zdůraznila, že druhá část tepelné stratifikace by měla mít 
nižší teplotu než první část. Aby došlo ke zrušení morfologické dormance, musí být 
přerušeny oba typy fyziologické dormance. Teplotní požadavky na přerušení 
prvního typu fyziologické dormance jsou splněny v létě (stratifikace teplem při 
relativně vysoké teplotě). Na podzim (stratifikace teplem při relativně nízkých 
teplotách) a v zimě (studená stratifikace) se přeruší druhý typ fyziologické 
dormance, což umožňuje semeni začít klíčit v době jara. 

• Nehluboká komplexní 

Pro tuto dormanci je potřeba studená stratifikace. Aby byla stratifikace účinná, musí 
nejprve proběhnout stratifikace teplem (Baskin et Baskin 1998). Při působení 
stratifikace chladem na semena s nehlubokou fyziologickou dormanci může 
docházet k uvolnění zásobních látek v endospermu, které se stanou přístupnými pro 
rostoucí embryo (Stokes 1952b). 

17 



• Středně komplexní 

Semena při této dormanci potřebují studenou stratifikaci v době podzimu a zimy, 
aby byla přerušena morfologická a fyziologická dormance. Při působení nízkých 
teplot dochází v semenech k růstu embrya (Baskin et Baskin 1998). 

• Hluboká komplexní 

Semena s hlubokým komplexem MFD vyžadují v době zimy chladovou stratifikaci, 
aby došlo k přerušení fyziologické a morfologické dormance. Semena začínají klíčit 
na začátku jara (Baskin et Baskin 1998). Nízké teploty jsou potřebné pro uvolňování 
zásobních rezerv endospermu, které používá rostoucí embryo (Stokes 1952a). Při 
nízké teplotě (2 °C) dochází k rozkladu bílkovin na rozpustné dusíkaté sloučeniny 
(Stokes 1953) a tvorbě aminokyselin glycinu a argininu, které jsou důležité pro růst 
embrya. 

1.3.3 Fyziologická dormance 

Tato dormance je způsobena fyziologickými inhibičními mechanismy embrya, které 
chrání před vznikem radikuly. Mnoho semen s touto dormanci nepropouští vodu 
(Baskin et Baskin 1998). Fyziologickou dormanci můžeme rozdělit do tří úrovní: 
nehluboká, středně hluboká a hluboká (Nikolaeva 1977, Baskin et Baskin 2004). 

• Nehluboká fyziologická dormance 

Nehluboká fyziologická dormance je z těchto tří typů nejčastější (Baskin et Baskin 
2004). Tato dormance v semenném plášti vyvolává nepropustnost pro kyslík 
(Nikolaeva 1969). Je prokázáno, že kyselina giberelová a skarifikace podporují 
klíčení u semen s tímto typem dormance (Baskin et Baskin 2004). 

• Středně hluboká fyziologická dormance 

U středně fyziologické dormance jsou semena přerušena stratifikací chladem 
(Nikolaeva 1969). Aby došlo k přerušení dormance, vyžadují 3-4 měsíční stratifikaci 
chladem. Kromě toho závisí na druhu rostliny a době působení stratifikace (Baskin 
et Baskin 1998,2004). 
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• Hluboká fyziologická dormance 

Při hluboké fyziologické dormanci musí být semena v chladu, aby došlo k přerušení 
jejich dormance (Baskin et Baskin 1998). Po aplikaci kyseliny giberelové nedochází 
k přerušení dormance (Nikolaeva 1977). 

1.3.4 Fyzikální dormance 

Fyzikální dormance je způsobena jednou nebo více vrstvami palisádových buněk 
v semeni nebo obalu, které jsou nepropustné pro vodu (Baskin et al. 2000).K 
přerušení fyzikální dormance musí být provedena mechanická nebo chemická 
skarifikace (Baskin et Baskin 1998, Fing-Savage et Leubner-Metzger 2006). 
Podmínkou klíčení semen u fyzikální dormance je otevření semene nebo narušení 
palisádového parenchymu nebo jiné nepropustné vrstvy, což by umožnilo 
průchodnost vody do semene (Baskin et Baskin 1998). 

1.3.5 Kombinovaná dormance 

Přítomnost fyzikální a fyziologické dormance u semene je označována jako 
kombinovaná dormance (Nikolaeva 1969). Pro zahájení klíčení semene musí být 
přerušeny obě dormance (Bartoň 1934). Při této dormanci mají semena 
nepropustný plášť pro vodu v kombinaci s dormantním embryem (Baskin et Baskin 
1998, 2004). 

1.3.6 Mechanická dormance 

Mechanická dormance je způsobena výskytem tvrdé drevnaté plodové stěny 
(Nikolaeva 1969). Endokarp u některých čeledí rostlin může být nepropustný pro 
vodu, což znamená, že se jedná o kombinaci s fyzikální dormanci. Jiné čeledi rostlin 
mají endokarp propustný pro vodu, ale klíčení nenastane, dokud nedojde k jeho 
odstranění (Baskin et Baskin 1998). 

1.3.7 Chemická dormance 

Chemická dormance semen může být přerušena odstraněním perikarpů nebo 
vyluhováním inhibitorů klíčení (Nikolaeva 1969,1977). Studie ukazují, že se nemusí 
jednat o skutečnou chemickou dormanci, protože účinky inhibitorů byly testovány 
na semenech za účelem přerušení fyziologické dormance (Baskin et Baskin 1998). 
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1.4. Přerušení dormance 

1.4.1 Působení rostlinných hormonů (fytohormonů) 

Fytohormon je organická sloučenina, která je po syntéze v jedné části rostliny 
transporto vána do jiné části (Gloser 1995, Campbeel et Reece 2008). Rostlinné 
hormony můžeme označit jako přirozené regulátory (Psota et Šebánek 1999), 
chemické sloučeniny působící ve velmi malém stopovém množství (<lmmol. h 1 nebo 
< lp.mol.11). Látky, které podporují růst, jsou označovány jako stimulátory, naopak 
látky s opačným účinkem jsou označovány jako inhibitory (Tůma et Tůmová 1998). 
Působením fytohormonů dochází k biochemické, fyziologické a morfologické 
reakci, která působí v místě vzniku nebo je transportována vodivými svazky nebo 
difúzí do jiného místa (Psota et Šebánek 1999). 

Rostliny používají širokou škálu fytohormonů, jako jsou například auxiny, kyselina 
abscisová, cytokininy, etylén a gibereliny, které působí v malém množství (Teale et 
al. 2006). Fytohormony hrají důležitou roli ve fyziologii rostlin, např. u klíčivosti 
semen, tvorby kořenů, květů atd. (MacDonald 1997, Woodward et Bartel 2005). V 
současné době můžeme považovat za pět nej důležitější fytohormonů: auxiny, 
gibereliny, cytokininy, kyselinu abscisovou (ABA) a plynný etylén (Gloser 1995, 
Hopkins 1995). Další fytohormony v menších zastoupeních jsou brassinosteroidy, 
kyselina jasmonová a fenolické látky (Gloser 1995). 

Auxiny 

Auxiny jsou skupinou přirozeně se vyskytujících fytohormonů, které mají v rostlině 
mnoho funkcí a podílí se na vývoji a růstu (Tivendale et Cohen 2015). Mezi 
nejznámější auxiny patří IAA (indol-3-octová kyselina), která představuje nejvíce 
bohatý nativní auxin (Hopkins 1995, Fallon et al. 2012). Auxiny ovlivňují kromě 
růstu a vývoje rostlin také fotoperiodismus, gravitropismus a vývoj reprodukčních 
orgánů. Významně se podílí na apikální dominanci, tedy vzniku a tvorbě 
adventivních a postranních kořenů (Aloni et al. 2005, Pagnussat et al. 2009). 

Kromě rostlin produkují své metabolity také půdní mikroorganismy, bakterie, 
houby a řasy (Sarwar et Kremer 1995). Bakterie na rhizodermis stimulují proliferaci 
postranních kořenů, které zvyšují povrch pohlcující živiny a výsledkem je lepší 
asimilace vody a živin z půdy. Mohou zlepšit růst rostlin tím, že zvyšují klíčivost, 
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chrání rostliny před škůdci a chorobami přenášenými půdou (Thomashow et Weller 
1996, Berg et al. 2005). 

Cytokininy 

Cytokininy jsou N 6 substituované deriváty adeninu s dusíkovou purinovou bází. 
Nejrozšířenějším přirozeným cytokininem ve vyšších rostlinách je zeatin (Hopkins 
1995). Tento fytohormon je spojen s mnoha aspekty růstu a vývoje rostlin, včetně 
klíčivosti semen, funkcí meristému, apikální dominance a senescence listů (Mok et 
Mok 2001). 

Gibereliny 

Gibereliny jsou skupinou rostlinných hormonů, které se můžou definovatvíce podle 
chemické struktury než jejich biologické aktivity (Hopkins 1995). První gen 
giberelinové dráhy byl izolován z rýžového patogenu Gibberella fujikuroi. Tato 
houba se komerčně používá pro výrobu kyseliny giberelové a příbuzných giberelinů 
(Tudzynski 1999). Za první izolovaný a popsaný hormon je považován GA3, který je 
znám jako GA [Gibberellic Aciď), protože je snadno extrahován z houbových 
kultur. Gibereliny jsou nejvíce dostupné, v důsledku toho se nejčastěji zkoumají 
(Hopkins 1995). 

Gibereliny (GA) jsou nezbytnými regulátory mnoha aspektů vývoje rostlin, včetně 
klíčivosti semen, prodloužení stonku a kvetení. Jsou důležité pro růst a vývoj rostlin, 
proto se stále častěji využívají v zemědělství a zahradnictví (Gadea 2003). Gibereliny 
se světlem a dalšími hormony (ABA a etylén) regulují klíčení, které souvisí s 
dormancí semen (Leubner-Metzger 2001). Exogénni aplikace giberelinů působí 
pozitivně na klíčení semen a mobilizaci rezerv endospermu během růstu embryí, 
podílí se na kvetení (Hopkins 1995). 

Rozklad rezervních sacharidů a proteinů v endospermu umožňuje růst embrya. 
V endospermu při klíčení dochází k aktivitě hydrolytických enzymů (amylázy, 
proteázy a cytázy), které svojí činností uvolní cukry a aminokyseliny ze zásob 
endospermu (Paleg 1961). Kyselina giberelová (GA) je schopna aktivovat enzymy 
hydrolyzující škrob, včetně a-amylázy (Paleg 1960a), uvolňuje redukující cukry -
dochází k mobilizaci rezervy škrobu (Paleg 1960b). Kromě a-amylázy se mobilizují 
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rezervy endospermu účinkem proteolytických enzymů (proteázy), (3-amylázy a 
dalších enzymů degradujících škrob. Proces při klíčení semene můžeme rozdělit do 
tří fází (Obr. 1). V první fázi se gibereliny pohybují od embrya k aleuronu, kde 
stimulují syntézu enzymů a-amylázy a proteázy. V druhé fázi se proteáza přemění 
na neaktivní (3-amylázu a aktivní a- amylázu. Ve třetí fázi společně a, (3 amylázy štěpí 
škrob na glukózu, a tím dochází k růstu embrya (Hopkins 1995). 

Obr. 1 Schéma klíčení na semeni ječmene [Hordeum vulgaré), (převzato z: HOPKINS 
1995) 

Kyselina abscisová 

Kyselina abscisová (ABA) je sloučenina, která se primárně podílí na regulaci 
klíčivosti semen, syntézy skladovacích proteinů a modulaci vodního stresu. 
Poměrně velké množství ABA se rychle syntetizuje v listech v reakci na vodní stres, 
kde významně působí při regulaci otevírání a uzavírání stomat (Hopkins 1995). 
Rostlinný hormon kyselina abscisová (ABA) má důležitou roli při zrání a dormanci 
semen za nepříznivých podmínek (Yan et Chen 2017). 

Důležitým faktorem při klíčení semen je bilance ABA a GA (Seo et al. 2006, Yan et 
Chen 2017). Působením ABA dochází k celkové inhibici syntézy proteinů a enzymů 
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(napríklad hydroláz), které se podílejí na nastartování dormance. Proto je důležitý 
poměr obsahu ABA k obsahu GA v semenech. Obsah hormonů rozhoduje o tom, 
jestli jsou semena klíčivá nebo dormantní (Gloser 1995). Po uplynutí doby se 
semeno stává citlivým na změnu okolních podmínek, jako je například světlo, 
chladová teplota, která může přerušit dormanci semena tím, že se potlačí nebo 
změní činnost ABA, a to vede k nástupu klíčení semen (Yan et Chen 2017). 
Uvolnění z dormance je doprovázeno sníženou hladinou ABA a naopak zvýšenou 
hladinou GA, což přispívá ke snížení syntézy ABA a zvýšení katabolismu ABA (Sasaki 
et al.2015). 

Etylen 

Je to plynný fytohormon chemické struktury H2C = CH2. Etylen působí inhibičními 
účinky na prodlužování buněk. Kromě zmíněných účinků také působí stimulačně 
na dozrávání plodů a klíčení semen, urychluje stárnutí a opad listů (Gloser 1995, 
Tůma et Tůmová 1998, Psota et Šebánek 1999). 

Etylen se běžně používá k dozrávání například banánů a jiného ovoce, které jsou 
během přepravy zelené (Hopkins 1995). Zvýšení tvorby etylénu v rostlině je reakcí 
na působení stresoru. Zvýšenou tvorbu mohou vyvolat teplotní výkyvy, poranění 
nebo napadení patogeny atd. (Procházka 2003). 

1.4.2 Stratifikace 

Podstata stratifikace je vystavení semen nízkým a následně vysokým teplotám, nebo 
nejprve vysokým a poté nízkým teplotám. Tímto způsobem u některých druhů 
rostlin dochází při několikatýdenním působení nízkých teplot ke klíčení semen 
(Tůma et Tůmová 1998). U mnoha druhů rostlin dochází k přerušení dormance 
stratifikací při nízkých teplotách, ale málo druhů získává možnost klíčit při nízkých 
teplotách pod 10 °C (Schůtz 2000). Semena rozšiřovaná na podzim potřebují 
studenou stratifikaci. Semena šířená na jaře potřebují teplou stratifikaci. Účinné 
teploty studené stratifikace jsou 0-10 °C, s tím že 5 °C je optimální pro většinu druhů. 
Účinné teploty teplé stratifikace jsou 20-35 °C s optimem 20-25 °C, tímto jsou 
simulované letní teploty (Baskin et Baskin 1998). Některé mrazuvzdorné rostliny 
jsou tímto způsobem chráněny proti vyklíčení v době podzimu (Tůma et Tůmová 
1998). Při studené stratifikaci dochází k odbourávání kyseliny abscisové (ABA), tím 
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pádem dochází k navýšení hladiny giberelinů. Působením teplé nebo studené 
stratifikace může u mnoha rostlin dojít k přerušení dormance semen (Baskin et 
Baskin 1998). 

1.5 Životaschopnost semen 

1.5.1 Vitalita semen 

Vitalitu a životaschopnost (klíčivost) semen můžeme popsat jako přirozenou vnitřní 
sílu u zdravých semen. Tato schopnost se projevuje okamžitým vyklíčením semen, 
to znamená, že semena po zasetí rychle vyklíčí za různých podmínek (Hosnedl et al. 
2002). 

Na prověření klíčivosti semen se provádí zkouška klíčivosti. Realizuje se za 
optimálních podmínek prostředí pro klíčení semen, které jsou specifické pro různé 
druhy. Semena jsou schopná si udržet svoji schopnost klíčení v rozmezí 3-15 let, 
ale jsou i případy taxonů, jejichž semena klíčí po více letech (Tůma et Tůmová 1998, 
Kincl et Krpeš2000). 

Stárnutí semen vede ke snížení jejich vitality, což vede ke ztrátě jejich 
životaschopnosti (McDonald 1999). Ztráta životnosti je spojená s degradací DNA 
(Procházka 2003). Procesem stárnutí dochází v semeni ke ztrátě aktivních enzymů, 
které se podílejí na přestavbě bílkovin, dochází k postupnému nahromadění 
škodlivých produktů látkového metabolismu, vyčerpání živných zásobních látek. 
Kromě těchto zmíněných procesů dochází ke strukturální změně v protoplastech, 
degradaci buněčných jader a porušení funkce osemení. Uchování klíčivosti je 
druhově specifické (Tůma et Tůmová 1998, Kincl et Krpeš 2000). 

Podle ČSN 460610 je zkouška životnosti semen prováděna biochemickou cestou 
(Kroc 1961). Pro živá (klíčivá semena) se používá biochemická metoda, která 
spočívá v zabarvení pletiv zárodků nebo endospermu (Kincl et Krpeš 2000). 
Životaschopnost semen se může dokázat difúzí barviv do odumřelých pletiv nebo 
použitím 1% roztoku tetrazolia chloridu. Podstata testu spočívá v zabarvení 
bezbarvého roztoku na karmínové červený formazan, kde se živé pletivo zabarví 
červeně a mrtvé buňky zůstanou neobarvené (Kroc 1961). Po dobu 24 hodin 
semena nasávají vodou na filtračním papíře. Za pomoci skalpelu se semeno rozřízne 
podélným řezem na dvě půlky, ty se vystaví působení v 0,1% roztoku tetrazolia 
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chloridu opět po dobu 24 hodin při pokojové teplotě (Giménez-Benavides et al. 
2005). Následně jsou pozorovány barevné změny. 

1.5.2 Ukládání semen 

Za optimální podmínku skladování semen je považovaný snížený obsah vody, což 
souvisí se snížením teploty. Vysoká teplota a vlhkost během skladování mohou na 
semeno působit negativně. Může docházet ke ztrátám zásob v důsledku 
prodýchávání. Uvolněné teplo při dýchání semene může poškodit probuzený 
zárodek. Doba skladování někdy způsobuje ztrátu klíčivosti semen, jelikož může 
docházet k poruchám transkripce a translace nukleových kyselin, tím pádem 
dochází ke snížení enzymatické aktivity. Poškození semen nastává při sklízení 
nedostatečně vyzrálých semen anebo při skladování semen za nevhodných 
podmínek (Procházka 2003). 

1.5.3 Kryokonzervace semen 

Kryokonzervace je metoda zmrazování rostlinných semen při nízkých teplotách. 
Většina semen může být skladována za sucha v mrazících boxech Millennium Seed 
Bank (MSB) hluboko v podzemí. Některá semena nesnesou proces sušení. Proto 
k jejich dlouhodobému skladování a konzervaci je nutné použít speciální metody 
(Bargues 2019). 

Kryokonzervace při ultra nízkých teplotách (tekutý dusík -196 °C) umožňuje 
dlouhodobé skladování rostlinných materiálů. Klasické kryokonzervační techniky 
jsou založeny na dehydrataci vyvolané zmrazením (Engelman 2004). Dehydratace 
semen během dozrávání zajišťuje jejich dlouhodobé skladování a úspěšnou 
kryokonzervaci. Při procesu dochází k expresi mnoha genů, které působí na měnící 
se metabolismus semene (Askochenskaya 1982). Kryokonzervace zabraňuje 
vyčerpání rezervních látek, akumulaci toxinů, rozkladu a inaktivaci enzymových 
komplexů (Stanwood 1985), čímž se minimalizuje riziko genetických změn (Bonner 
1990). Kryokonzervace je jedinou technikou, která zajišťuje bezpečné a dlouhodobé 
uchování různých kategorií rostlin neortodoxních (neprocházejících fází vyschnutí) 
druhů semen, vzácných a ohrožených druhů (Engelman 2011). 

Přínosem krykonzervace je vysoká bezpečnost uchování, malá náročnost v období 
uchovávání. Je to metoda, která přispívá k uchování genetické stability, zabraňuje 
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stárnutí skladovaného materiálu. Je využívána pro uchování genetických zdrojů 
kulturních a planých forem rostlin (Svoboda et Faltus 2007). 

Kryokonzervační metoda se snaží ochránit ohrožené druhy rostlin např. orchidejí 
(Bustám et al. 2016) nebo endemické druhy, které mají k dispozici pouze malé 
množství semen (Peréz-García 2008, Ensconet 2009). Většina evropských 
semenných bank využívá nízké teploty, -20 °C a technologie sušení (Goméz-Campo 
1972, Puchalski 2004, Pérez-García et al. 2007). 

Pro uskladnění semen byl vytvořen standart pro ochranu semen - Millennium Seed 
Bank (MSB) UK Programme, který patří k největším programům na světě zabývající 
se ochranou stanovišť rostlin ex situ (Trivedi 2017, Liu et al. 2018). Zmíněný 
program je veden Královskou botanickou zahradou v Kew ve Velké Británii (Liu et 
al. 2018). První krok ke správnému uložení semen do banky začíná již při jejich 
sběru v terénu. Pro uložení semen do MSB je nejdříve zapotřebí shromáždit základní 
údaje o sběru. Údaje o sběru musí obsahovat geografickou lokaci, popis stanoviště a 
roční období, ve kterém proběhl sběr semen z populace rostlin. Ke sběru semen jsou 
přesně dané pokyny. Z rostliny se může shromáždit méně než 20 % zralých semen 
tak, aby dopad sběru neohrozil přežití populace. Jakmile jsou semena shromážděna 
a přenesena do MSB, jsou jim přidělena referenční čísla, která se mohou porovnat s 
terénními údaji a herbářovými položkami. Následuje sušení semen s kontrolovanou 
vlhkostí. Po vysušení semen pokračuje vyčištění a testování semen řezem, která 
odhalí, zdali jsou semena plná nebo jsou napadena hmyzem. Po vyčištění a vysušení 
mohou být semena přidána do sbírek MSB. Poté jsou semena označena a umístěna 
do vzduchotěsných nádob a skladována při -20 °C v podzemních komorách. Po 
zmrazení se vzorky vyjmou a jsou podrobeny testu klíčovosti. Testování se opakuje 
v desetiletých intervalech, aby se zjistilo, zda uložená semena zůstávají 
životaschopná pro budoucí potřebu (Johnston 2022). 

Kryokozervační metoda není vhodná pro všechny typy rostlinných semen. 
Příkladem můžou být rekalcitní semena (velká semena např. jírovec, dub), která 
špatně snášejí tradiční konzervační techniky. Semena těchto rostlin jsou velmi velká 
a pokud zmrznou celé žaludy a šišky, vytvoří se v tkáních semen led, který je usmrtí. 
Aby se předešlo k usmrcení, musí se z rekalcitních semen odebrat semenné embryo, 
které se zmrazí rychle při ultra nízké teplotě. V kryokonzervačních pokusech se 
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zjistilo, že takto malá část semene je schopna po hlubokém zmrazení vytvořit novou 
rostlinu. Embrya rekalcitních semen však můžeme sušit i částečně. Tento krok je 
nezbytný k odstranění vody z tkání embrya, která by mohla během chladicího kroku 
zmrznout v led a poškodit embryo. Aby se vzorky semen ochladily rychle a předešlo 
se vytvoření ledu, používají se zkapalněné plyny při velmi nízkých teplotách, běžně 
kapalný dusík (-196 °C) nebo směs kapalného dusíku, která se vytvoří pomocí 
vakuové pumpy (-210 °C). Poté následuje kultivace in vitro, kdy se semenná embrya 
rozmrazí. Následně jsou pěstována ve zkumavkách ve sterilních podmínkách 
obsahujících speciální kultivační médium, které podporuje jejich klíčivost a růst 
(Bargues 2019). 

Jiní autoři používají ultra nízké teploty uchovávání v tekutém dusíku pro 
dlouhodobou ochranu zárodku semen a spor, která se stala populární v zemích jako 
USA, Austrálie, Japonsko a Rusko (Voronkova et Kholina 2010, Ashmore et al. 2011). 
Chlazení obecně prodlužuje životnost suchého semene, kryokonzervace zajišťuje 
dlouhodobé skladování (10-100 let) krátkodobě žijících orthodoxních semen 
(Walters et al. 2004, Pritchard et Nadarajan 2008). 

Kryokonzervace rostlin se používá k ochraně biologické rozmanitosti druhů. Tímto 
se předchází zániku mnoha druhů rostlin, proto byly v mnoha zemích vytvořeny 
národní programy pro zachování přírodních genetických zdrojů. Vznikly semenné 
banky pro uchovávání semenných zárodků, meristémů, pylu a buněčných kultur, 
které umožňují dlouhodobé uchovávání genomů a ochranu genetického materiálu 
pěstovaných a volně žijících druhů rostlin (Roos 1989, Pence 1991, Rao 2004). 

1.5.4. Semenné banky 

Semenné banky jsou praktickým a efektivním nástrojem pro dlouhodobou ochranu 
rostlin ex situ (mimo jejich přirozené prostředí). Jsou prostředkem pro zachování 
rozmanitosti planě rostoucích rostlin a zásadním doplňkem ochrany a obnovy 
druhů a stanovišť (Chapman et al. 2019). Semenné banky patří k nej důležitějším a 
nejúčinnějším místům pro ochranu vzácných a ohrožených druhů. Poslední dobou 
se počet těchto míst, kde se semena mohou uchovávat, výrazně zvyšuje (Můller et 
al. 2017). Původně byly semenné banky využily pro uskladnění semen plodin. Dnes 
se semenné banky budují také pro ochranu planě rostoucích rostlin (O'Donell et al. 
2017). Botanické zahrady a semenné banky se svými dovednostmi vzájemně 
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doplňují, a to společně vede k propojení ochrany in situ a ex situ. Hlavním cílem bank 
je zachovat biologickou rozmanitost rostlin tak, abychom zabránili vymírání druhů 
a zachovali rostlinný materiál pro budoucí generace. Proto v botanických zahradách 
po celém světě byly vytvořeny živé sbírky rostlin a založeny semenné banky, které 
podporují ochranu a výzkum (Breman et al. 2021). 

Sebraný a uchovaný materiál podle standardu se dá využít pro znovuvysazení nebo 
pro obnovu původních stanovišť in situ. Mezi nejdůležitější standardy patří 
duplikace sbírky semen v jiném zařízením, které jsou geograficky oddělena (Ó 
Donnell etal. 2017). Semena jsou shromažďována a konzervována v zemi původu, a 
poté jsou duplikáty zasílány do MSB RBG Kew ke skladování (Liu et al. 2018). 
Následující postup byl zaveden z důvodu možného poškození skladované sbírky 
nebo možných úhynů. Tento standard pomáhá minimalizovat ztráty ohrožených 
druhů (Ó Donnell et al. 2017). Konvenční uchovávání semen, která jsou vysušená a 
zmrazená několik nebo desítek let, je považováno za cenný nástroj ex situ pro 
ochranu rostlin, archivaci a zdroj genetické variability (Gargiulo et al. 2019). 

1.6 Bublinatka obecná [Utricularia vulgaris) 

1.6.1 Taxonomické zařazení 

Bublinatku obecnou [Utricularia vulgaris] řadíme do skupiny mixotrofních rostlin, 
což je pestrá skupina rostlin z odlišných řádů a čeledí. Vlastnost, která tyto rostliny 
spojuje, je schopnost lovit, konzumovat živočichy v různých podnebných a 
zeměpisných oblastech, které se navíc odlišují ekologicky a morfologicky (Studnička 
1984). Tento druh patří do čeledi Lentibulariaceae, která zahrnuje tři rody 
Utricularia (bublinatka), Genlisea (genlisej) a Pinguicula (tučnice) (Fischer et al. 
2000, Barthlott et al. 2004). 

Rod Utricularia v dnešní obě zahrnuje asi 240 druhů. Patří mezi největší a 
nejrozšířenější rod masožravých rostlin po celém světě. Klasifikovány jsou do dvou 
poddruhů Polypompholyx a Utricularia, které jsou založené na obecné morfologii a 
morfologii pastí. Z fylogenetických studií patří většina sekcí do monofyletické 
skupiny (Silva et al. 2018). 

Systematické členění rodu Utricularia je založeno na morfologii pastí a květenství. 
Je známo, že se vyskytují přechodné druhy například rod Biovularia, které jsou 
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sjednoceny s rodem Utrícularía na základě morfologie pasti a vodního habitatu. Rod 
je rozdělen do 35 sekcí. Například sekce Oligocista má pasti s dvěma jednoduchými 
hřbetními přívěsky a listeny [U. foveola], pasti s rozvětvenými přívěsky a absencí 
listenů má druh U. heterosepala. 

Sekce Vesiculina je velice rozmanitá, rozlišuje se typem pasti s přívěsky. Řada sekcí 
[Stylozheca, Stomiosia, Benjaminia) se odlišují na základě typu pasti, které můžou 
být podobného tvaru. Druhy Utrícularía jsou řazeny do mnoha sekcí, které se od 
sebe liší morfologií pastí nebo květenství a habitatem. Sekce Utrícularía je vymezena 
jednotným typem pastí, vodním habitatem a nepřítomností listenců. Vnitřní žlázy 
pastí jsou většinou stejného typu, který se vyskytuje v evropské skupině [U. vulgarís, 

U. autralis, U. intermedia), ale některé jsou poněkud nebo výrazně odlišné (Taylor 
1989). 

1.6.2 Morfologie 

Bublinatka [Utrícularía sp.) je vodní bezkořenná masožravá rostlina, která je volně 
plovoucí pod vodní hladinou, nebo může být ukotvena svými prýty v řídkém 
sedimentu (Adamec 2006). Utrícularía vulgarís roste v chladnějších místech a 
vytváří před zimou na konci prýtů zimní pupeny tzv. turiony. Jsou to zelená, oválná 
tělíska, která se vytvoří po zkrácení lodyžních článků a seskupení mladých 
asimilačních orgánů. Po následném oddělení zbylé odumírající lodyhy klesají na 
dno, kde přezimují (Studnička 1984). 

Jedna hlavní osa stonku způsobuje vznik řady bočních větví. Osy nesou 
fotosyntetizující listy, které jsou střídavě uspořádané po třech nebo čtyřech listech 
(Friday 1989). Listy mají mnohokrát čárkovitě dělené, zelené barvy (Frank 2009). 
Past je listového původu, má tvar měchýřku (Juniper et al. 1989). Lapací past je 
připojena ke stonku krátkou stopkou (Obr. 2). Stěna pasti je obvykle tvořena dvěma 
buněčnými vrstvami (Lloyd 1929), ale u jiných druhů je tvořena více než dvěma 
vrstvami (Lloyd 1942, Reifenrath et al. 2006). Stěny pastí, které se skládají ze dvou 
vrstev fotosyntetických buněk, jsou v mladých pastech turgescentní a pružné. Pro 
bublinatku jsou typické dimorfní pasti různých velikostí v rozmezí méně než 1 mm 
a více než 5 mm (Friday 1991), které mají na svém vnitřním i vnějším povrchu žlázy 
a trichomy (Juniper et al. 1989). 
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Obr. 2 Detail pasti, stereolupa Nikon SMZ25, foto: R. Prausová, 2017 

Květy jsou 5četné s nápadně zlatožlutou barvou (Husák 2000, Kubát 2002), která 
vytváří volná hroznovitá květenství vyrůstající nad vodní hladinou (Husák 2000, 
Frank 2009). Nejmenší druhy bublinatek mají květy jednotlivé, které obvykle tvoří 
několikakvěté hrozny, nesené nad vodní hladinou plovoucím rozvětveným prýtem. 
Květy U. vulgaris se od U. australis odlišují v době kvetení, kdy U. vulgarís má 
nápadně sedlovitě prohnutý dolní pysk koruny, naopak U. australis má zmíněnou 
část lehce prohnutou (Adamec 2008). 

1.6.3 Výskyt druhu 

Výskyt v České republice 

U. vulgaris byla v ČR ještě před 100 lety docela hojná v teplých oblastech s tvrdší 
vodou (Adamec 2008), bohužel negativním dopadem je eutrofizace vod, chovem 
ryb a vypouštění splašků do povrchových vod, patří dnes ke skoro vymizelým druhů 
(Frank 2009). Podle Červeného seznamu se řadí U. vulgaris mezi (Cit) kriticky 
ohrožené druhy s klesajícím trendem (Grulich et Chobot 2017). V současné době 
existuje pouze pět potvrzených existujících populací (Gálová et Hájková 2014, 
Prausová et al. 2015, Kaplan 2017). U. vulgaris s vyšší pokryvností v současné době 
vyskytuje v několika aluviálních tůní v Polabí (Rydlo 2005) a slatinných tůních u 
Hrabanova. Izolované výskyty byly zřídka zaznamenány v jižních Čechách v 
jihozápadní, jižní a střední Moravě (Grulich et Chobot 2017). Bublinatka se po 
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dvaceti letech začala vyskytovat v Hodonínské Dúbrave (Gálová et Hájková 2014). 
V roce 2014 byl znovu druh nalezen Faltysovou (rev. L. Adamec) v NPR 
Bohdanečský rybník ve východních Čechách (Prausová et al. 2015). Z dlouhodobého 
hlediska jsou považovány dvě populace za stabilní. U. vulgarís je často zaměňována 
s podobnými U. australis. Pouze 29 % z 339 zkoumaných herbářových položek 
původně identifikovaných jako U. vulgarís zatímco 70 % je U. australis. Distribuční 
mapa tohoto druhu (Obr. 3) je založena pouze na revidovaném herbáři (Kaplan 
2017). 
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Obr. 3 Rozšíření U. vulgarís v České republice, záznamy z období 2000-2016 
(převzato z Kaplan 2017) 

Výskyt ve světě 

Rod Utrícularia je kosmopolitní, ale na pólech a obecně v suchých oblastech neroste 
(Obr. 4). Bohatost druhů je vyšší na jižní polokouli (Taylor 1989). I přesto některé 
pronikly do vod horských tropů a subtropů. Například bublinatka menší (U. minor) 

byla zaznamenána až v Nepálu a horách Barmy a Nové Guiney. Bublinatka obecná 
[U. vulgarís) je udávána z tropů jižně od Sahary do Konga, ze Súdánu, Ugandy 
(Studnička 1990). 

U. vulgarís se vyskytuje po celé Evropě, chybí pouze v nejsevernější části. Ve světě 
se vyskytuje v severní Africe, Asii , severně na západní Sibiř a na jih do Turecka, Sýrie, 
Kavkazu, Afghánistánu, Pákistánu a Tibetu (Taylor 1989). V Evropě se hojněji 
vyskytuje v jižní, severní a východní Evropě (Adamec 2008). 
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Obr. 4 Oblast rozšíření bublinatky obecné [Utrícularía vulgarís) na Zemi (Linnaeus, 
2017) 

1.6.4 Ekologie 

Okolo 50 druhů Utrícularía jsou vodní nebo obojživelné rostliny, které rostou ve 
stojatých mokřadech s chudými živinami, ve vodách s velkou koncentrací 
huminových kyselin (Juniper et al. 1989). U. vulgarís roste v tůních, odvodňovacích 
kanálech, mrtvých říčních ramenech a na okrajích rybníků (Kubát 2002). Z hlediska 
vody vyžaduje mezotrofní až eutrofní vody s bahnitým dnem (Husák 2000). V těchto 
vodách jsou nízké koncentrace rozpuštěného kyslíku a pomalý rozklad sedimentu 
(Studnička 1990). Mixotrofní rostliny se vyskytují v prostředí chudém na živiny. 
Organický dusík a fosfor získávají trávením své kořisti (Ellison et Gotelli 2009). U. 

vulgarís potřebuje pro své přežití dostatek kyslíku, který je klíčový pro fungování 
pastí a množství CO2 pro fotosyntézu (Studnička 1990). 

Nepříznivým ekologickým podmínkám druh čelí pomocí turionů (zimní pupeny), 
které jsou produkovány mnoha vodními rostlinami (Sculthorpe 1967, Bartley et 
Spence 1987). Jsou to kulovité až elipsoidní pupeny na koncích prýtů (Slavík 2000), 
které za přijatelných podmínek vyplavou na hladinu a začnou klíčit (Studnička 
1990). 
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U. vulgaris kvete v období červen až září (Kubát 2002). Plodem je tobolka se dvěmi 
chlopněmi (Slavík 2000) o velikosti 3-5 mm (Husák 2000). Z bublinatek mezi hojně 
kvetoucí patří U. vulgaris, U. australis. Pouze U. vulgaris vytváří malá, klíčivá a četná 
semena v kulovitých tobolkách, zatímco U. autralis je vždy sterilní (Adamec 2008). 
Semena jsou matného vzhledu, mají barevnou škálu od tmavě šedé po tmavě 
zelenočernou (Obr. 5) (Holzbauerová 2015). Semena bublinatek jsou se 4 až 6 
hranami prismatická až kubická, šikmá, mnohoúhelníkovitá, hnědočerné barvy 
(Taylor, 1989, Cross etal., 2018b). 

U. vulgaris patří do asociace Lemno-Utricularietum vulgaris (Rydlo 2005), ve které 
dominují diagnostické druhy U. vulgaris a Lemna minor s vyšší pokryvností.V 
současnosti se toto společenstvo vyskytuje v několika aluviálních tůní v Polabí a 
slatinných tůních u Hrabanova (Šumberová 2011). 

1.6.5 Generativní reprodukce a klíčivost semen 

Masožravé rostliny se převážně rozmnožují vegetativně za pomoci fragmentace 
výhonů a turionů. Převážná část rostlin je schopná se rozmnožovat i generativně 
vytvořením semen (Taylor 1989, Cross 2012, Cross et al. 2016, 2018b). 
Rozmnožování semenem může sloužit jako bezpečnostní opatření pro překonání 
nepříznivého období (Adamec 2018). 

Generativní rozmnožování masožravé vodní rostliny Utricularia vulgaris 

[Lentibulariaceae] může vést k obnově přirozených populací po dočasném 
vyschnutí stanovišť. Další možnou variantou je šíření semen za pomoci vodního 
ptactva, která vede k založení nových lokalit (Prausová et al. 2022). 

Semena bublinatky byla podrobena různým variantám testů, které by mohly zlepšit 
a přispět k lepší klíčivost tohoto druhu. Nejlepší klíčivost byla zaznamenána u 
semen, která podléhala stratifikaci teplem a byla vystavena působení ethylenu 
(Holzbauerová 2015). Z úspěšného klíčení semen můžeme usoudit, že klíčivost je 
ovlivněna dostupností světla, polohou semene ve vodním sloupci a chemickým 
složením vody. Tyto významné faktory mohou pomoci ke klíčivosti semen v 
předešlých stanovištích (Prausová et al 2022). Kromě toho bylo zjištěno, že klíčení 
semen vodních rostlin včetně Utricularia vulgaris stimuluje působení etylénu (Cross 
2012, Cross et al. 2016). Stimulační účinek etylénu na klíčení semen byl zaznamenán 
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i u jiných masožravých rostlin např. u druhů rodu Byblis (Cross et al. 2018 a,b). 
Pozitivní účinek ethephonu byl odhalen u vodního druhu Potamogeton praelongus 

(Prausová et al. 2014). Požadavek na světlo se může snížit účinkem etylénu na klíčící 
semena (Prausová et al. 2022). V přírodních podmínkách se může z vhodného 
vlhkého sedimentu uvolňovat přírodní etylén (Cross et al. 2014). 

Bylo objeveno, že několik druhů rostlin produkuje fotofilní semena, která ke svému 
klíčení potřebují světlo (Baskin a Baskin 2014). To představuje vynoření semen na 
vodní hladinu, kde jsou semena vystavována světlu. Toto může být důležitý faktor, 
který pomáhá k lepší klíčivosti semen (Prausová et al. 2022). Pro klíčení semen 
u rodu Aldrovanda a také druhu Utrícularía vulgarís se ukázalo, že oba tyto druhy 
potřebují světlené podmínky a vyšší teplotu 25 °C, aby došlo k narušení dormance 
po několika týdnech studené stratifikace (Holzbauerová 2015). 

370nm 

Obr. 5 Semena bublinatky obecné (Utrícularía vulgarís), stereolupa Nikon SMZ25, 
foto: R. Prausová, 2017 
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1.7 Rdest dlouholistý {Potamogeton praelongus) 

1.7.1 Taxonomické zařazení 

Rdest dlouholistý [Potamogeton praelongus] patří do čeledi rdestovité 
[Potamogetonaceae], která zahrnuje rody: rdest [Potamogeton], rdestice 
[Groenlandia], rdestík [Stuckenia], šej dračka [Zannichellia], Lepilaena a Althenia. 

Největší počet taxonů má rod Potamogeton (E-monocot 2018). Navíc je známo, že 
rod vytváří četné vnitrodruhové hybridy, které způsobují potíže při taxonomické 
klasifikaci (Kaplan et al. 2013). 

Čeleď Potamogetonaceae podle morfologických metod a molekulárních studií 
prokazuje existenci 22 taxonů, z nichž 18 rodů náleží do rodu Potamogeton (včetně 
4 mezidruhových hybridů), 3 do rodu Stuckenia, a 1 do monotypického rodu 
Groenlandia (Aykurt et al. 2020). Všechny druhy v čeledi Potamogetonaceae se 
vyznačují velkou morfologickou variabilitou, což představuje celkový vzhled, délka, 
šířka a tvar listů, nakonec také podmínky prostředí (Kaplan 2002, 2008). 

1.7.2 Morfologie 

Rdest dlouholistý [Potamogeton praelongus] je vytrvalá vodní rostlina s dlouhým 
plazivým oddenkem (Kaplan 2010). Délka lodyhy může nabývat rozměrů od desítky 
centimetrů po několik metrů. Mezi faktory, které ovlivňují délku lodyhy, je 
průhlednost vody, přísun slunečního záření. Délka lodyhy rdestu v ČR se pohybuje 
o 30-150 cm (Prausová 2016a). Lodyha je obvykle v uzlinách lomená cik-cak. 
Vzplývavé listy zpravidla vždy chybí. Ponořené listy jsou kopinaté, přisedlé, barvy 
svěže zelené, průsvitné a na bázi objímavé a na vrcholu kápovité. Listy jsou 11-23 
žilné a mohou dosahovat délky 5-180 mm (Prausová et Adamec 2010). Barva 
palistů je od bělavé po zelenavě bílou, na straně přivrácené k listu po celé délce 
vzájemně srostlé (Kaplan 2010). 

Květy jsou drobné, oboupohlavné, přisedlé (Kaplan 2010). Kvete v období květen až 
červen, kdy klasy krátkodobě vyčnívají na vodní hladinu. Staré lodyhy odumírají. 
Zralé klasy s nažkami uhnívají a klesají ke dnu (Prausová 2016a). Nažky 
Potamogeton praelongus jsou tmavě zelené, eliptické nebo obvejčité s ostrým 
hřbetním kýlem a jejich délka je následující 4,5-5,8 mm. Pevné oplodí stárnutím 
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tmavne. Semena jsou malá, bez endospermu, embryo je zatočené (Kaplan 2010, 
Prausová 2016a). 

1.7.3 Výskyt druhu 

Výskyt v České republic 

V minulosti se druh nacházel od nížin po pahorkatiny. Kromě těchto zmíněných 
vegetačních stupňů byl jeho výskyt zaznamenán v roce 1983 v Praze v řece Vltavě 
(Rydlo 1986 a, b). Další výskyty v minulosti byly známy z Českolipska (řeka 
Ploučnice), okolí Písku (řeka Otava a rybníky), Chlumce nad Cidlinou (rybníky)a 
mezi Týništěm nad Orlicí a Hradcem Králové-z řeky Orlice, mrtvých ramen a tůní 
(Rydlo 1986 a, b, 1995), (Obr. 6). 

Na předposlední české lokalitě rdestu dlouholistého v Jezuitském jezeře (tůni 
Orlice) v Malšovicích u Hradce Králové byla v roce 1987 velikost populace 
odhadována na 100 000 lodyh rdestu dlouholistého, bohužel v dalších dvou letech 
populace vyhynula z důvodu eutrofizace tůně (Husák et Kaplan 1997). Dnes se druh 
vyskytuje na jediné původní lokalitě u ramene řeky Orlice u Hradce Králové, 
Rameno u Stříbrného rybníka. Na řece Orlici a na rameni řeky Ploučnice byly 
populace rdestu úspěšně reintrodukovány (Prausová et al. 2017a). V tůních na 
Kokořínsku se vyskytuje dočasná záložní populace. Cílem záchranného programu 
bylo posílení nebo založení několika (3-6) nových populací P. praelongus 

v oblastech jeho původního výskytu (Poorličí, povodí Ploučnice, případně Polabí) 
popřípadě posílení populace u ramena Orlice u Stříbrného rybníku. Další vybrané 
lokality byly Kašparovo jezero v nivě Orlice, u Slezského Předměstí v Hradci Králové 
a v rameni Ploučnice u Heřmaniček na Českolipsku (Prausová et al. 2017a). 

Potamogeton praelongus byl vysázen do revitalizovaných tůní v CHKO Kokořínsko 
(tůň nad rybníkem Harasov, tůně v nivě Liběchovky, tůně pod Plešivcem, tůň 
u Štampachu, tůň u Medonos, tůň u Tupadel). Nejvíce se založené populaci dařilo 
v tůni Harasov, která v roce 2007 čítala skoro 1400 lodyh. Naopak došlo k zániku 
dvou tůni v nivě Liběchovky, což bylo způsobeno nízký sloupcem vody, následným 
prohřátím vodního sloupce a zarůstáním tůně konkurenčně zdatnějšími druhy 
Potamogeton natans a Calliergonella cuspidata (Prausová et al. 2017a). 
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• současný výskyl 0 50 100 km 

Obr. 6 Historické a současné rozšíření rdestu dlouholistého [Potamogeton 

praelongus), (převzato z: Prausová 2016a) 

Výskyt ve světě 

Rozšíření P. praelongus je označováno jako cirkumboreální a subocenánické (Obr. 
7). Na Evropském kontinentu se vyskytuje především v severní části a v oblasti 
Středomoří úplně chybí. Vyskytuje se s rostoucím gradientem zeměpisné šířky, od 
střední po severní Evropu a koreluje se zlepšujícími se podmínkami (průhlednost 
vody a obsah živin ve vodě) (Kozelková et al. 2021). 

V Evropě můžeme P. praelongus nalézt od Islandu, Skandinávie po severní Itálii, 
Slovinsko, Francii. Velmi četný výskyt je v severských zemí jako jsou Norsko, Finsko, 
Švédsko, Dánsko. Nový výskyt byl také zaznamenán v jihozápadním Grónsku (Vóge 
2002). 

V celé střední Evropě je považován za kriticky ohrožený druh (Pott 1995, Schubert 
et al. 1995). V ČR musí být druh aktivně chráněn pomocí záchranného programu. 
Ačkoli je P. praelongus rozšířen v celé boreální zóně, v několika evropských zemích 
je označován jako ohrožený druh. Na území Japonska je tento druh zařazován mezi 
kriticky ohrožené druhy. Kdysi byl hojně rozšířen na celém ostrově Hokkaidó 
(Kadono 2020), ale na známých lokalitách vymizel, nebo se jeho početnost snížila 
(Kadono 2016). 
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Jak již bylo uvedeno dříve, P. praelongus má široký areál rozšíření po celé severní 
polokouli. V několika zemích, ale jeho populace klesají (Bayindir et Ikinci 2020). P. 

praelongus se vzácně vyskytuje i v Turecku. Druh byl zařazen do Turecké flóry 
(Uotila 1984) na základě ojedinělého nálezu výskytu (Grossheim 1928), v provincii 
Kars v severovýchodním Turecku. Od té doby se jej nepodařilo znovu najít, proto byl 
považována za vyhynulý druh. Až během terénních prací v roce 2016 P. praelongus 

byl nalezen v lokalitě jižního Turecka na středomořském horském stanovišti v 
oligotrofním alpském jezeře, v nadmořské výšce cca 2600 m. Jedná se o jedinou 
populaci v Turecku a jediný nález v oblasti Středozemního moře. Rozsah rozšíření 
populace je zde menší než 500 m 2 (Bayindir et Ikinci 2020). 

Obr. 7 Oblast rozšíření rdestu dlouholistého (P. praelongus) na Zemi (Linnaeus, 
2018 

1.7.4 Ekologie 

Důležitými vlastnostmi vody pro růst tohoto druhu jsou pH, elektrická vodivost a 
tvrdost vody(Prausová 2016a). Rostlina využívá hydrogenuhličitanové ionty jako 
zdroj uhlíku pro fotosyntézu (Husák et Adamec 1998). Na polských lokalitách 
(vojvodství Mazowieckie a Lubilskie) byl pozorován vysoký obsah vápníku ve formě 
uhličitanu vápenatého, který způsobil silnou inkrustaci listů (Prausová etal. 2017a). 
Kombinace všech ekologických podmínek je klíčová pro růst rdestu. Optimální jsou 
především hlubší, chladnější, nížinné tvrdé vody, které jsou u nás v současnosti 
vzácné (Husák et Adamec 1998, Prausová 2016a). 
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Makrofyta jsou celosvětově ovlivňována mnoha přírodními a lidskými faktory (Xia 
et al. 2022). Ponořená makrofyta mohou indikovat změny v kvalitě vody a 
hydromorfologii (Alahuhta et al. 2013). Většina lidských zásahů vede ke snížení 
kvality vod, zvýšené množství živin, které vedou k eutrofizaci (Sand-Jensen et al. 
2000, Brett et Benjamin 2008). 

Na dně vodních ekosystémů může docházet k ukládání organického materiálu 
z odumřelých vodních rostlin. Může dojít k vytvoření anoxického prostředí a 
z bahnitého sedimentu se začnou uvolňovat jedovaté plyny jako jsou např. sirovodík 
a metan (Prausová et al. 2017). Při vyšší teplotě a vysoké koncentraci minerálních 
živin dochází k přemnožení vláknitých řas, které porůstající lodyhy a svým 
přemnožením přispívají ve vodním sloupci ke snížení průhlednosti vody (Prausová 
et Janova 2010, Prausová etal. 2017a). Kadono etal. (1992) a Kadono (2007) tvrdili, 
že potenciální příčinou ústupu druhu je znečištění vody prostřednictvím eutrofizace 
a (nebo) snížené průhlednosti. V Evropě a Severní Americe bylo zjištěno, že P. 

praelongus preferuje chladnější vodu (<27 °C) a jeho lodyhy mohou být poškozeny, 
pokud teplota přesáhne 25 °C (Kozelková et al. 2021). 

1.7.5 Generativní reprodukce a klíčivost 

U druhu Potamogeton prealongus převládá vegetativní rozmnožování nad 
generativním. Pro vytvoření nových populací tohoto druhu pomáhá transport na 
delší vzdálenost. Studium generativního rozmnožování P. praelongus 

v laboratorních podmínkách může pomoci k zachování kriticky ohroženého druhu 
v České republice a celé střední Evropě a ke zvýšení genetické diverzity populací 
(Prausová et al. 2015). 

Klíčovým faktorem pro reprodukci ponořených rostlin jsou světelné podmínky pod 
vodou v období klíčení vegetativních výhonů rostlin (Lu et al. 2012), ale i u 
vzrostlých rostlin. Slabá intenzita podvodního světla brání klíčení, čímž se počet 
makrofytních druhu snižuje (Madesen etal. 2001). Když dochází k zaplavení, snižuje 
se průhlednost vody a zvýšení zákalu a tento nedostatek podvodního světla 
ovlivňuje růst a reprodukci ponořených rostlin (Wang et al. 2019). V laboratorních 
podmínkách bylo zjištěno, že přerušení dormance semen (Obr. 8.) lze dosáhnout 
přírodě blízkými metodami jako jsou stratifikace, působení mikrobiální aktivity ve 
vodě a skarifikace (Prausová et al. 2015). 
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Obr. 8 Vzhled nažky rdestu dlouholistého (P. praelongus), stereolupa Nikon SMZ25, 
foto: R. Prausová, 2018 

1.8 Zvonovec liliolistý [Adenophora liliiofoliá) 

1.8.1 Taxonomické zařazení 

Zvonovec liliolistý (Adenophora liliifolia) patří do čeledi zvonkovité 
[Campanulaceae). Tato čeleď je zastoupena rody zvonek [Campanula], zvonečník 
[Phyteuma], zvoněnka (Legousia), pavinec []asione], zvonovec [Adenophora) (Kubát 
etal. 2002). Campanula L. [Campanulaceae, Campanuloideae] je velký rod s dlouhou 
a složitou taxonomickou historií (Liveri et. al. 2019). Zahrnuje více než 2300 druhů 
(Crowl et al. 2016), které se vyznačují morfologickou a stanovištní rozmanitostí a 
přitom jsou rozšířeny na všech kontinentech, od tropických deštných lesů až po 
arktickou tundru (Lammers 2007). 

1.8.2 Morfologie 

Zvonovec je vytrvalá bylina se ztlustlými kořeny. Lodyha je přímá, větvená nebo 
nevětvená (Kubát et al. 2002). Dosahuje výšky 40-90 cm a může být válcovitá, 
podélně rýhovaná, nevětvená. Přízemní listy jsou dlouhé, řapíkaté se srdčitou až 
okrouhlou čepelí. Lodyžní listy jsou v postavení střídavé, pilovité a mohou být až 
celokrajné (Kovanda 2000). Zvonovec kvete od konce června do srpna (Kubát et al. 
2002). Květy mohou vytvářet květenství latu nebo hrozen. Jednotlivé květy jsou nící, 
mají světle modrou zvonkovitou, vzácně i bílou korunu (Rybka et al. 2004). 
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Na rozdíl od zvonků jsou květy zvonovce vonné a čnělka vyčnívá z koruny (Prausová 
et Marečková 2017). Plodem jsou tobolky hruškovitého tvaru. Semena dosahují 
velikosti 2,0-2,5 mm a jsou rezavohnědé barvy (Kovanda 2000). 

1.8.3 Výskyt druhu 

Výskyt v České republice 

Kovanda (2000) uvádí, že se v České republice z původních cca 20 lokalit dochovalo 
5 lokalit. Prausová et al. (2016b) uvádí, že zvonovec se nachází na lokalitách: PP 
Babinské louky, NPR Karlštejn, PR Karlické údolí, lesní komplex u Bílichova, lesní 
komplex Báňský les, PP Džbán a PP Vražba ve východních Čechách. Celkový počet 
rostlin navšech lokalitách se je malý. Srovnání historických dat se současnými 
průzkumy ukázalo rychlý pokles počtu populací A. liliifolia vmiste jejich výskytu. 
(Prausová et al. 2016b). 
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Obr. 9 Současné rozšíření zvonovce liliolitého v ČR (převzato z: AOPK ČR 2013) 

Výskyt ve světě 

Adenophora liliifolia je rostlina s omezenou schopností šíření na velké vzdálenosti. 
Roste v klimaticky neextrémních stanovištích (Roleček 2007, Prausová et al. 2016b, 
Kaplan 2017). Druh představuje evropsko-jihosibiřský floristický prvek, pro který 
optimální podmínky poskytují hemiboreální lesy jižního Uralu a jihozápadní Sibiře 
(Roleček 2007). V Polsku se druh vyskytoval přibližně na 100 lokalitách, ale dnes 
zůstalo jen 21-22 lokalit (Prausová et al. 2016b). Zvonovec eurosibiřský element 
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(Ciosek 2006), jeho areál se táhne z východní Asie až dostřední Evropy (Obr. 10). 
Česká republika leží na okraji jeho areálu (Prausová et al. 2018). Centrum, ze 
kterého se druh šíří, se nachází v západní Asii-jižní Sibiři a disjunktně zasahuje až 
do západní Evropy (Německo, Švýcarsko) (Tacik 1971, Fedorov 1978). V současné 
době se nejvhodnější stanoviště pro tento druh nachází ve střední Evropě. Těmito 
stanovišti jsou perialpidské bazifilní teplomilné doubravy - svaz Quercion 

pubescenti-petraeae (Chytrý et al. 2013), střídavě vlhké louky chudé na živiny -
Molinion caeruleae (Chytrý 2007). Ve středním ruském lesním pásmu je A. liliifolia 

typický břehový druh preferující světlé dubové lesy a jejich okraje na hlavních 
říčních nivách (Seregin 2017). Zvonovec v Evropě byl zaznamenán na Slovensku v 
Rakousku, Maďarsku, dále se vyskytuje v severnější části Itálie a Balkánského 
poloostrova. V současné době je rozšíření v Evropě značně roztříštěné. Omezuje se 
především na malé a izolované populace ve střední a východní Evropě (Prausová et 
al. 2016b). Podobný trend úbytku populace je uváděn také z evropské části Ruska 
(Boronnikova 2009). 

S ohledem na rozšíření ve střední Evropě je A. liliifolia považována za indikátorový 
druh pozdně glaciálního raně holocenního refugia světlých a mezofilních biotopů. 
Tyto porosty později většinou ustoupily s rozšířením hustých lesů během středního 
holocénu (Dítě et al. 2018, Roleček 2007). V současné době jsou evropské populace 
ohroženy fragmentací a ztrátou biotopů, což vede ke zmenšování populací a jejich 
vymírání (Prausová et al. 2016b). 

Zara, cut *OPS CR 2011 

Obr. 10 Areál rozšíření zvonovce liliolistého (převzato z: převzato z: AOPK ČR 2011) 
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1.8.4 Ekologie 

Půdním podkladem na lokalitách A. liliifolia mohou být mírně vlhké, nepodmáčené 
půdy s hojným obsahem živin (Rybka et al. 2004). Zvonovec liliolistý je mírně 
svěťlomilný druh, který preferuje zásadité podklady jako vápence, sliny, slínovce, 
andezity (Prausová et Marečková 2017). Rybka et al. (2004) uvádí, že recentní 
lokality zvonovce většinou mají lesní nebo luční charakter, kde preferují polostinná 
stanoviště nebo toulavý stín s několikahodinovým slunění. Je to vytrvalá rostlina 
dožívající se několika desítek let. 

K přečkávání nepříznivého období využívá řepovitý kořen, na němž se za vhodných 
podmínek zakládá nadzemní lodyhy. Přečkává tak zimní období, po němž přibližně 
v polovině dubna raší první stonky. Stejným způsobem přežívá i nepříznivé 
období v průběhu vegetační sezóny, např. za sucha (pozorováno v roce 2015 na 
lokalitě Vražba). Může tvořit částečnou růžici nebo soustavu několika hustě 
olistěných lodyh, které za příznivých podmínek dorůstají výšky kolem jednoho 
metru. Květenství se začínají formovat koncem května a v průběhu června. Rozvíjení 
květů začíná zpravidla v červenci (hlavně ve druhé polovině), rostliny dokvétají v 
průběhu srpna, výjimečně ještě v září. Opylení probíhá hmyzem, větrem i 
autogamicky. Na nejčasněji kvetoucích větvích začínají zrát tobolky, které 
nedozrávají ve stejnou dobu, ale postupně (Prausová etal. 2018). 

Nejvíce semen (Obr. 11) dozrává v září. Malé klíční rostlinky dosahují rozměru 2-3 
mm a mají dva zelené děložní lístky. Semenáčky, které jsou v následujícím roce 
v malém počtu nalézány v blízkém okolí mateřských rostlin, mají velikou mortalitu 
kvůli málo vyvinutému kořenovému systému a nízké konkurenceschopnosti. Mladé 
rostliny často hynou suchem, sešlapem, okusem, napadením houbovými organismy. 
S prvními mrazíky dochází k opadu listů a odumírání nadzemních lodyh. Některé 
suché lodyhy zůstávají holé a vzpřímené do následujícího roku (Prausová et al. 
2018). 

43 



Obr. 11 Semeno zvonovce liliolistého (Adenophora liliifolia), stereolupa Nikon 
SMZ25, foto: R. Prausová, 2017 

1.8.5 Generativní reprodukce a klíčivost semene 

Adenophora liliifolia je vytrvalá bylina, která se řadí ke konkurenčně-stresově (C-S) 
tolerantní životní strategii s omezenou schopností disperze na velké vzdálenosti 
(Roleček 2007, Prausová et al. 2016b, Kaplan 2017). Čeleď Campanulaceae se 
vyznačuje malou hmotností semen (obvykle v rozmezí 10-200 |ig) (Koutsovoulou 
etal. 2014). Semena jsou zbarvená rezavohnědě, lesklá, zploštělá (často s náznakem 
kýlu) a na povrchu podélně svraskalá (Prausová et Marečková 2017). 

Proběhla studie vlivu světla na klíčení semen u čeledi Campanulaceae u rostlin 
vyskytujících se na různých typech stanovišť (písečné duny, mokřady, kroviny, lesy, 
skály, horské a vysokohorské louky), nacházejících se na všech pěti kontinentech. 
Požadavek na světlo pro klíčení semen byl zjištěn u všech zkoumaných taxonů 
(Koutsovoulou et al. 2014). 

Adenophora liliofolia patří mezi ohrožené druhy nejenom v ČR, ale i v Polsku 
(Puchalski et al. 2014). Je považován za reliktní, evropsky ohrožený druh rostliny. 
Jeho výskyt v Rumunsku je omezen na několik málo lokalit. Možnou příčinou jsou 
požadavky na klíčení druhu, které jsou ztíženy změnou charakteru vegetace. Přežití 
a posílení populace je podmíněno opatřeními pro lesní hospodaření s cílem 
redukovat bylinnou či keřovou vegetaci a omezit kosení, pastvu. Navrhují se rovněž 
opatření na ochranu ex situ (Manole et al. 2015). Výzkum ukazuje, že evropské 
populace nejsou ohroženy sníženou genetickou rozmanitostí, ale spíše fragmentací 
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a ztrátou stanovišť, což vede ke zmenšování populací a jejich vymírání (Prausová et 
al. 2016b). 

Cílem připraveného záchranného programu (Prausová et al. 2017c) je zaměření se 
na vývoj vhodných technik konzervace ex situ, např. vytvoření sterilních tkáňových 
kultur, vhodné skladování semen v semenných bankách, experimentální zkoušky 
klíčivosti a pěstování zaměřené na identifikaci faktorů kritických pro růst semen 
(Vaculná et al. 2021). 

Puchalski et al. (2014) uvádí, že kryokonzervace je spolehlivou metodou pro 
uchování semen a následné pěstování A. liliifolia ex situ, (semena byla vystavena 
vlivu nízké teploty kapalného dusíku, teplota -160 °C). Na území Polska tuto metodu 
používají pro záchranu ubývajících populací jedinců A liliofolia v Podkarpatském a 
Lublinském vojvodství. Odborníci tvrdí, že k posílení zmenšujících se populací lze 
přispět materiálem (semeny) z populace geneticky a geograficky velmi blízké 
populace (Riccardi et Simberloff 2009). Genetická záchrana strategie je používaná k 
ochraně populací, které jsou malé nebo mají nízkou genetickou rozmanitost 
(Ingvarsson 2001). Na sesbíraných semenech byly provedeny testy klíčivosti semen. 
Nejdříve byla extrahovaná semena vyčištěna a umístěna do komory, aby se 
stabilizovala při teplotě 15 °C a relativní vlhkosti 18 %. Po 30 dnech byla část semen 
vystavena 30denní chladové stratifikaci na médiu namočeném v destilované vodě, v 
chladničce při teplotě 4 °C. Během této doby zbytek semen zůstal v komoře, aby se 
udržely konstantní parametry vlhkosti. Po stratifikaci byly provedeny testy 
klíčivosti ve dvou variantách. První variantou byla semena bez stratifikace 
(kontrolní test). Druhá varianta byla semena po chladové stratifikaci. Semena byla 
naklíčená v Petriho miskách 0 9 mm v kultivačních komorách. Pro klíčení byly 
použily proměnlivé teploty 25/15 °C, fotoperioda (16 hod. světla/8 hod. tma) a 70% 
vlhkost vzduchu. Klíčivost byla poměrně vysoká - 42 % u kontrolního vzorku a 65 
% u kontrolního vzorku u semen po studené stratifikaci (Puchlaski et al. 2014). 
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2 Praktická část 
2.1 Metodika 

2.1.1 Testy klíčivosti 

Testy klíčivosti byly realizovány se semeny rostlin bublinatky obecné [Utrícularia 

vulgarís), rdestu dlouholistého [Potamogeton praelongus], zvonovce liliolistého 
[Adenophora liliifoliá] v laboratoři botaniky Katedry biologie Přírodovědecké 
fakulty Univerzity Hradec Králové. Probíhaly od března 2017 do února 2018. 
Celkem bylo použito 4 400 semen a bylo provedeno 26 variant testů, které sloužily 
k zjištění, která varianta testu je účinná pro přerušení dormance a zda na množství 
vyklíčených semen má vliv uložení semen při pokojové teplotě nebo při velmi nízké 
teplotě (kryokonzervace). Testy klíčivosti probíhaly v termostatu za stabilních 
podmínek. V termostatu byla nastavená světelná perioda 16 hodin světlo a 8 hodin 
tma, teplotní perioda 21 °C ve dne a 15 °C v noci. Kontroly byly prováděny v 
laminárním boxu, vysterilizovaným pomocí UV lampy. 

2.1.2 Původ, sběr, uložení semen 

Semena rostlin byla sklízena za jejich dostatečné zralosti v kulturách. Původ semen 
jednotlivých rostlin je uveden níže. 

bublinatka obecná {Utrícularia vulgarís) 

Ve všech variantách testu klíčivosti byla použita semena sbíraná v roce 2017 ve 
sbírce vodních rostlin v BÚ AV ČR v Třeboni. 

rdest dlouholistý [Potamogeton praelongus) 

V testech klíčivosti byla použita semena z let 2015 a 2016 pocházející ze sbírky 
vodních a mokřadních rostlin v BÚ AV ČR v Třeboni. 

zvonovec liliolistý [Adenophora liliifoliá) 

Ve variantách testu klíčivosti byla použita semena z roku 2016 získaná z kultury 
vypěstované ze semen z PP Vražba. 

Pro polovinu testů klíčivosti byla sklizená semena uskladněna v papírových sáčcích 
při pokojové teplotě 21±1 °C. Pro druhou polovinu testů byla použita semena 
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uskladněná v hlubokomrazicím boxu při teplotě -80 °C ve Fakultní nemocnici Hradec 
Králové. 

2.1.3 Ošetření semen 

bublinatka obecná {Utrícularía vulgarís) 

Před realizací testů byla semena ošetřena v roztoku Sava s destilovanou vodou 
v poměru 1:1. Semena byla v tomto roztoku ponořena 2 minuly. Poté byla dána do 
jemného sítka a promyta proudem destilované vody. Následně byla vkládána do 
živných roztoků I a III. 

rdest dlouholistý [Potamogeton praelongus) 

Semena byla před založení testu ošetřena dezinfekčním roztokem Sava (1:1) po 
dobu 5 minut a následně kultivována. 

zvonovec liliolistý [Adenophora liliifoliá) 

Semena byla před založení testu ošetřena přípravkem 0,3% roztokem přípravku 
Previcur. Semena byla ponořena v přípravku na dobu 30 minut. Po ošetření byla 
semena vkládána do květináčů se zeminou nebo do Petriho misek. 

2.1.4 Postupy při zakládání testů 

bublinatka obecná {Utrícularía vulgarís) 

Realizace testů byla prováděna ve sterilním prostředí laminárního boxu. Zde byla 
semena převedena pomocí vysterilizované pinzety do nádobek se živnými roztoky 
I a III. K testům bublinatky obecné bylo použito 2400 semen, z toho 1200 semen 
skladovaných při pokojové teplotě (suchá semena) a 1200 semen skladovaných 
v hlubokomrazicím boxu při teplotě -80 °C (zmražená semena). Na každou variantu 
testu bylo použito vždy 100 semen (5 nádob po 20 semenech) (Tab. 1). 

Testy určené pro variantu ve tmě byly realizované v plastových uzavíratelných 
nádobkách. Pro varianty testu na světle byly použily uzavíratelné skleněné nádobky 
(Obr. 12). Do každé nádobky bylo umístěno 20 semen, tj. Jedna varianta testu 
probíhala v 5 nádobkách. Složení živných roztoků bylo následující: roztok I (0.5 
mM KC1 + 0.1 mM CaCl2 + 0.1 mM MgS0 4), roztok III (0.5 mM KHC0 3 + 0.1 mM 
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CaCl2 + 0.1 mM MgS04). Nádobky s variantami testu byly řádně označeny. Varianty 
se zmrazenými semeny po dobu 2 a 4 měsíců byly převedeny do termostatu 
a kultivovány při teplotě 21±1 °C. Semena ve variantách testu s tepelnou stratifikací 
byla nejdříve ponechána na týden v termostatu při teplotě 30 °C. Poté byla 
přenesena do termostatu. 

Obr. 12 Způsob kultivace semen ve variantách světlo a tma, foto: autorka, 2017 
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Tab. 1 Varianty testu tma a světla: Utricularia vulgaris 

označení 
variant 

termín 
světelné 
poměry 

suché zmrazené 

ks 1-ks 5 1. 10.2017-

Kontrola 
1.12.2017 světlo 100 100 

ktl-kt5 1. 10.2017 

1. 12.2017 
tma 100 100 

l a l - l a 5 30.10.2017 

Klíčení po 
zmrazení 
2 měsíce 

(suché) 
l b - l b 5 

(zmrazené) 
28.12.2017 světlo 100 100 100 100 

Klíčení po 
zmrazení 
2 měsíce l a l - l a 5 

(suché) 
l b - l b 5 

(zmrazené) 

25.10.2017 

16.1.2018 tma 100 100 100 100 

2al-2a5 30.10.2017 

Klíčení po 
zmrazení 
4 měsíce 

(suché) 
2b-2b5 

(zmrazené 2) 
28.12.2017 světlo 100 100 100 100 

Klíčení po 
zmrazení 
4 měsíce 2al-2a5 25.10.2017 
Klíčení po 
zmrazení 
4 měsíce (suché) 

2b-2b5 
(zmrazené) 

16.1.2018 tma 100 100 100 100 

3al-3a5 31.10.2017 

Klíčení po 
(suché) 
3a -3a5 28.12.2017 světlo 100 100 100 100 

teplé (zmrazené) 
stratifikaci 3al-3a5 25.10.2017 
30°C (suché) 

3b - 3b5 
(zmrazené) 

16.1.2018 tma 100 100 100 100 

rdest dlouholistý (Potamogeton praelongus) 

Realizace testů byla prováděna ve sterilní prostředí laminárního boxu. Semena byla 
převedena pomocí vysterilizované pinzety do nádobek s vysterilizovanou vodou z 
řeky Orlice. Při testech bylo použito 800 semen rdestu dlouholistého (Tab. 2). Do 
jedné sklenice bylo vkládáno 50 semen (Obr. 13), tj. 1 varianta testu probíhala ve 2 
sklenicích. Hrdlo sklenic bylo přelepeno vysterilizovanou parafilmovou páskou. 
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Sklenice byly řádně označeny. Varianty testu se studenou stratifikací byly 
ponechány 1 měsíc v lednici při teplotě 8 °C, poté byly přeneseny na 14 dní na okno 
laboratoře a následně byly přeneseny do termostatu. 

Obr. 13 Způsob uložení semen ke kultivaci P. praelongus, foto: autorka, 2017 

Tab. 2 Varianty testu: Potamogeton praelongus 

suché zmrazené 
označení testu termín 

2015 2016 2015 2016 

klíčení ve 
vodě 
z Orlice 
(kontrola) 

l a l - l a 5 2al-2a5 klíčení ve 
vodě 
z Orlice 
(kontrola) 

(suché) 
l b l - l b 5 

(zmrazené) 
(2016) 

(suché) 
2bl-2b5 

(zmrazené) 
(2015) 

21. 3. 
2017 

5. 6. 
2017 

100 100 100 100 

3al-3a5 4al-4a5 

studená 
stratifikace 

(suché) 
3bl-3b5 

(zmrazené) 
(2016) 

(suché) 
4bl-4b5 

(zmrazené) 
(2015) 

23. 3. 
2017 

5. 6. 
2017 

100 100 100 100 
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zvonovec liliolistý {Adenophora liliifoliá) 

Testy byly prováděny ve sterilní prostředí laminárního boxu. K realizaci testů bylo 
použito 1 200 semen (Tab. 3). Vysterilizovanou pinzetou byla semena přenesena 
na filtrační papír do sterilních Petriho misek (Obr. 14), a to u variant testů: kontrola, 
klíčení po teplé a studené stratifikaci. K navlhčení filtračního papíru byla použita 
destilovaná voda. Do jedné Petriho misky bylo uloženo 50 semen, tj. 1 varianta testu 
klíčivosti probíhala ve dvou Petriho miskách (celkem 100 semen). Obvod Petriho 
misky byl zalepen sterilní parafilmovou páskou, aby nedocházelok vysychání. 
Varianta testu č. 1. probíhala v termostatu při teplotě 21 °C. Varianta testu klíčení 
po teplé a studené stratifikaci byla nejdříve na týden ponechána v termostatu 
při teplotě 30 °C k teplé stratifikaci, pak byla přenesena do lednice ke studené 
stratifikaci při teplotě 8 °C po dobu 1 měsíce a následně přenesena do termostatu ke 
kultivaci při teplotě 21±1 °C. Varianta testů klíčivosti v substrátu byla zakládána do 
vysterilizovaných květináčů s vysterilizovanou zeminou pocházející z lokalita 
Vražba (Obr. 14). Do každého květináče bylo pomocí pinzety uloženo 50 semen a 
následně překryto zeminou. Jedna varianta testu klíčení v půdním substrátu byla 
pravidelně zalévána destilovanou vodou. Druhá varianta klíčení v půdním substrátu 
byla zalévána roztokem kyseliny giberelové (10 mg/l). 

Obr. 14 Způsob uložení semen A. liliifoliá ke kultivaci, vlevo - půdní substrát, vpravo 
- P-misky, foto: autorka, 2017 
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Tab. 3 Varianty testu: Adenophora liliifolia 

označení testu termín suché zmrazené 

klíčení v půdním 
substrátu 

2al-2a2 (suché) 
2b 1- 2b2 

(zmrazené) 

4.5.2017 

3.7.2017 100 100 

klíčení v půdním 
substrátu za působení 

kyseliny giberelové 

3al-3a2 (suché) 
3bl-3b2 

(zmrazené) 

4.5.2017 

3. 7.2017 100 100 

klíčení po teplé a 
studené stratifikaci 

4al-4a2 (suché) 
4 b l - 4 b 2 

(zmrazené) 

5. 12.2017 

5.2.2018 100 100 

2.1.5 Kontrola klíčivosti semen 

Testy byly kontrolovány jednou až dvakrát týdně. Aby nedošlo v Petriho miskách 
k vysušení filtračního papíru a semen, byla pravidelně zalévána sterilizovanou 
vodou, případně byl dodáván do květináčů roztok kyseliny giberelové. Pravidelně 
byly sledovány známky kontaminace mikroorganismy. Kontaminovaná semena byla 
odstraňována. Vyklíčená semena byla po zaznamenání přesazována do jiných nádob 
k dopestovaní. 

2.1.6 Vyhodnocení testů 

K vyhodnocení úspěšnosti testů klíčivosti byly použily kontingenční tabulky a log-
lineární modely. Nejdříve byly provedeny samostatné analýzy, které 
prostřednictvím kontingenčních tabulek testovaly vliv jednotlivých faktorů 
ovlivňujících klíčení (způsob skladování, chemické složení kultivačního roztoku, 
světelné podmínky kultivace, ošetření semen před testem klíčivosti). Následně byl 
testován vliv kombinace faktorů. Použit byl jak parciální, tak marginální Chí-
kvadrát test. Poslední analýza byla zaměřena na celkový test průkaznosti modelu 
s využitím Chí kvadrát testu - Tests Section. Veškeré statistické analýzy byly 
provedeny v programu NCSS (Hintze 2001). 
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2.2 Výsledky 

2.2.1 Bublinatka obecná {Utricularia vulgariš) 

Vzhledem k rozsáhlosti testů klíčivosti a získaných výsledků (Tab. 4, Obr. 15), byla 
při statistickém testování použita vícecestná analýza, v níž byly testy průkazné až 
do 4. úrovně (Tab. 5). Při testování významnosti působení jednotlivých faktorů(tj. 
způsob uložení semen, složení kultivačního roztoku, světelné podmínky, způsob 
ošetření před testem) vyšly průkazně všechny faktory včetně jejich interakcí (Tab. 
6). Nejlepšími testovanými modely (P=0,0972) byly: AE (roztok I nebo III), ABC 
(kombinace: roztok I nebo III, ošetření zásahu před testem), AD (světlo/tma). Z 
výsledků testů klíčivosti tedy vyplývá, že semena uložená v hlubokomrazicím boxu 
mají lepší klíčivost než semena uskladněná při pokojové teplotě. Nejlepší klíčivost 
se projevila ve variantě testů na světle. Semena testovanáv živném roztoku I klíčila 
lépe než v roztoku III. 

Tab. 4 Výsledky testů klíčivosti bublinatka obecná [Utricularia vulgaris) 

klíčivost 
1 2 3 4 5 (ze 100 

semen) 
roztok I, světlo kontrola - suché 0 0 0 0 1 1 
roztok I, tma kontrola - suché 0 0 0 0 2 2 
roztoklll, 0 světlo kontrola - suché 0 0 0 0 0 0 
roztok III, tma kontrola - suché 0 0 0 0 0 0 
roztok I klíčení po zmrazení 2 měsíce - suché 0 2 0 0 3 5 
světlo klíčení po zmrazení 2 měsíce -

zmrazené 
0 0 4 0 0 4 

klíčení po zmrazení 4 měsíce - suché 0 0 0 0 1 1 
klíčení po zmrazení 4 měsíce - 0 0 8 0 8 16 
zmrazené 
klíčení po teplé stratifikaci - suché 7 0 3 0 0 11 
klíčení po teplé stratifikaci - zmrazené 7 3 10 0 6 26 

roztok I klíčení po zmrazení 2 měsíce - suché 0 2 0 0 0 2 
tma klíčení po zmrazení 2 měsíce -

zmrazené 
10 0 6 0 1 17 

klíčení po zmrazení 4 měsíce - suché 0 0 0 1 3 4 
klíčení po zmrazení 4 měsíce - 0 0 4 0 0 4 
zmrazené 
klíčení po teplé stratifikaci - suché 7 6 3 5 5 25 
klíčení po teplé stratifikaci - zmrazené 6 2 2 1 0 11 

roztok III klíčení po zmrazení 2 měsíce - suché 0 0 0 0 0 0 
světlo klíčení po zmrazení 2 měsíce -

zmrazené 
2 0 0 0 0 2 
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Tab. 4 Výsledky testů klíčivosti bublinatka obecná [Utrícularia vulgaris) 
(pokračování] 

1 2 3 4 5 
klíčivost 
(ze 100 
semen) 

klíčení po zmrazení 4 měsíce - suché 0 0 0 0 0 0 
klíčení po zmrazení 4 měsíce -
zmrazené 

0 0 0 0 2 2 

klíčení po teplé stratifikaci - suché 5 4 0 0 0 9 
klíčení po teplé stratifikaci - zmrazené 2 0 0 0 13 15 

roztok III klíčení po zmrazení 2 měsíce - suché 0 0 0 0 0 0 
tma klíčení po zmrazení 2 měsíce -

zmrazené 
8 1 2 1 0 12 

klíčení po zmrazení 4 měsíce - suché 3 3 0 0 0 6 
klíčení po zmrazení 4 měsíce -
zmrazené 

0 0 3 1 3 7 

klíčení po teplé stratifikaci - suché 8 5 1 0 0 14 
klíčení po teplé stratifikaci - zmrazené 0 0 3 4 4 11 
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Obr. 15 Výsledky klíčivosti testů bublinatky obecné ve variantě světlo, tma 
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Tab. 5 Vícecestná analýza testů klíčivosti (Multiple-Term Test Section) bublinatky 
obecné, průkazné testy jsou zbarveny žlutě 

Like. 
Ratio Prob Pearson Prob 

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

Tab. 6 Působení faktorů v testech klíčivosti (Single-Term Test Section) bublinatky 
obecné, průkazné testy jsou zbarveny žlutě, A - klíčení, B - způsob uložení před 
testem, C - ošetření před testem, D - světlo/tma, E - kultivační roztok I nebo III), 
průkazný test při testování jednotlivých faktorů - tučně, nejlepší testované modely 
červeně) 

Effect 
Partial Prob Marginal Prob 

Effect 
DF Chi-

Square Level 
Chi-

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 I 12.77 0.0004 12.31 0.0004 
ABC 2 18.74 0.0001 14.93 0.0006 
ABD 1 8.77 0.0031 7.17 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 dlouholistý [Potamogeton praelonguš) 

Ve 3 variantách (ze 4) testů klíčivosti rdestu dlouholistého (Tab. 7, Obr. 16) 
dosahovala semena lepších výsledků klíčivosti při uskladnění v hlubokomrazicím 
boxu než při pokojové teplotě. Lépe v testech klíčila semena kultivovaná ve vodě 
z řeky Orlice než semena, která navíc prošla studenou stratifikací. Při testování 
významnosti působení jednotlivých faktorů (tj. způsob uložení semen, způsob 
ošetření před testem) vyšly průkazně všechny faktory včetně jejich interakcí 
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(Tab. 8). Semena rdestu dlouholistého získaná z roku 2016 měla ve všech testech 
klíčivosti větší úspěšnost klíčení. Nejlepší variantou testu byla kultivace zmrazených 
semen z roku 2016 ve vodě z řeky Orlice. Nejméně klíčila v testech klíčivosti semena 
sklizená v roce 2015, a to zejména ta, která prošla studenou stratifikací. 

Tab. 7 Výsledky testů klíčivosti rdestu dlouholistého [Potamogeton praelongus] 

1. sklenice 2. sklenice Klíčivost (%) 
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) 
studená stratifikace - suché (2016) 20 11 31 
studená stratifikace - zmrazené (2016) 21 21 42 
studená stratifikace - suché (2015) 1 2 3 
studená stratifikace - zmrazené (2015) 0 0 0 
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Obr. 16 Testy klíčivosti rdestu dlouholistého různého staří semen 
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Tab. 8 Působení faktorů v testech klíčivosti (Single - Term Test Section) rdestu 
dlouholistého, průkazné testy jsou zbarveny žlutě, A - klíčení, B - způsob uložení 
před testem, C - ošetření před testem) 

Effect DF 
Partial Prob Marginal Prob 

Effect DF Chi-
Square Level 

Chi-
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 liliolistý [Adenophora liliifoliá) 

V testech klíčivosti (Tab. 9, Obr. 17) nejlépe klíčila semena zvonovce uloženáv 
hlobokomrazicím boxu a následně přenesená do půdního substrátu, v němž byla 
pravidelně zalévána kyselinou giberelovou. Naopak semena zvonovce liliolistého 
skladovaná nasucho při pokojové teplotě a následně přenesená do půdního 
substrátu, v němž byla pravidelně zalévaná destilovanou vodou, neklíčila vůbec. 
Při testování významnosti působení jednotlivých faktorů (tj. způsob uložení semen, 
způsob ošetření před testem) vyšly průkazně všechny faktory včetně jejich interakcí 
(Tab. 10). 

Tab. 9 Výsledky testů klíčivosti zvonovce liliolistého [Adenophora liliifoliá] 

1.miska 2. miska celkem 
kontrola - suché 1 1 2 
kontrola - zmrazené 2 7 9 
substrát - suché 0 0 0 
substrát - zmrazené 2 2 4 
substrát - kyselina giberelová - suché 8 18 26 
substrát - kyselina giberelová - zmrazené 21 34 55 
teplá a studená stratifikace - suché (Vražba) 12 5 17 
teplá a studená stratifikace - zmrazené (Vražba) 32 15 47 
teplá a studená stratifikace - suché (Karlštejn) 15 22 37 
teplá a studená stratifikace - zmrazené (Karlštejn) 21 12 33 
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Obr. 17 Varianty testů klíčivosti zvonovce liliolistého v půdním substrátu a Petriho 
miskách 

Tab. 10 Působení faktorů v testech klíčivosti (Single - Term Test Section) zvonovce 
liliolistého, průkazné testy jsou zbarveny žlutě, A - klíčení, B - způsob uložení před 
testem, C - ošetření před testem) 

Effect DF 
Partial Prob Marginal Prob 

Effect DF Chi-
Square Level 

Chi-
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 klíčivosti všech druhů (Utrícularía vulgarís, Potamogeton prealongus, 

Adenophora liliifoliá] ukázaly na pozitivní význam uložení semen vodních i 
terestrických rostlin při nízkých teplotách (hlubokomrazicí box - teplota -80 °C) pro 
jejich následnou klíčivost. U všech druhů vyšly průkazně též způsoby ošetření 
semen před zásahem, v čemž se pozitivně projevil výběr variant ošetření podle 
výsledků předchozích studií (Janova 2010, Sikorová 2013, Prausová et al. 2013 
Bajerová 2015, Holzbauerová 2015). 

bublinatka obecná {Utrícularía vulgarís) 

Holzbauerová (2015) udává, že při testech klíčivosti semen bublinatky obecné, 
která byla skladována jako suchá, se neprojevila snížená klíčivost. Z výsledků 
aktuálních testů vyplývá, že suchá semena skladovaná při pokojové teplotě mají 
menší klíčivost než semena skladovaná v hlubokomrazicím boxu. 

Semena vodních rostlin pro klíčení potřebují vhodné světelné podmínky (Baskin et 
Baskin 1998). V testech Holzbauerové (2015) i v aktuálních testech se prováděly 
testy klíčivosti semen bublinatky obecné ve dvou různých světelných variantách, tj. 
světlo a tma. Holzbauerová (2015) uvádí, že semena ke klíčení vyžadují vhodné 
světelné podmínky, což se ve všech variantách jejích testů potvrdilo, naopak semena 
ve variantě tma vykazovala minimální klíčivost. V aktuálních testech byl prokázán 
význam světla pro klíčení semen bublinatky obecné. Mnoho druhů rostlin produkuje 
malá semena, která potřebují pro klíčení světlo, tedy jsou fotofilní (Baskin et Baskin, 
2014) . Je pravděpodobné, že semena Utrícularía vulgarís vyžadují světlo, protože 
vystupují na vodní povrch před vyklíčením (Adamec, nepublikováno). Jestliže ve 
tmě semena vyklíčila, klíčící rostlinky byly bělavé a průsvitné barvy. Semena 
bublinatky klíčila ve tmě po ošetření teplou stratifikací, méně též po převedení 
semen z krátkodobého zamrazení do vyšších teplot při kultivaci (Holzbauerová 
2015) . Prausová et al. (2022) uvádí, že nejvyšší úspěšnost klíčení byla zaznamenána 
u semen stratifikovaných teplem a semen vystavených působení etylénu. Úspěšnější 
klíčivost byla zaznamenána při teplotě 21 °C než při 25 °C. Dalším důležitým fa torem 
pozitivně ovlivňujícím klíčivost, bylo mírně zásadité prostředí (pH 8). 
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Pro přerušení dormance při studené stratifikaci semen v období zimy potřebuje 
bublinatka obecná teplotní optima v době jara při přijatelných světlených 
podmínkách (Baskin et Baskin 1998). Studnička (1990) uvádí, že semena a turiony 
bublinatky obecné potřebují ke svému prezimovaní chladnější období. Za 
přijatelných podmínek turiony vyplavou na vodní hladinu. Holzbauerová (2015) 
uvádí, že semena dosáhla dobré klíčivosti, pokud byla vystavená mrazu po dobu 14 
dní. U kontrolních variant testů, ve kterých semena nebyla vystavena studené 
stratifikaci nebo mrazu, měla semena malou klíčivost. 

Studená stratifikace nebyla vysoce účinná pro přerušení dormance semen U. 

vulgaris. Ukázalo se, že jednoduchá nehluboká morfofyziologická dormance byla 
výrazněji zmírněna teplou stratifikací. Reakce semen na teplou stratifikaci může 
usnadnit klíčení v mělkých mokřadních tůní, kde se vodní sloupec po nástupu 
jarních podmínek rychleji prohřívá (Prausová et al. 2022). 

Podle Holzbauerové (2015) byly též úspěšné varianty klíčivosti: 1) vystavení semen 
14 dní mrazu a poté ponechání v lednici po dobu 14 dní, 2) stratifikace mrazem 
(lměsíc), následná kultivace při teplotě ±25 °C při světelné periodě. Z aktuálních 
testů vyplývá, že semena bublinatky uložená v hlubokomrazicím boxu mají lepší 
klíčivost než semena skladovaná na sucho při pokojové teplotě. Úspěšná klíčivost 
semen se projevila také u variant testů s teplou stratifikací semen. 

Etylén aplikovaný v testech klíčivosti semen U. vulgaris prokázal pozitivní účinek na 
klíčení (Prausová et al. 2022). Působením Ethefonu dochází k postupnému uvolnění 
plynného etylénu v roztoku. Etylén je známý jako stimulant klíčení pro mnoho 
vodních a mokřadních druhů rostlin (např. Baskin et Baskin 2014; Cross et al., 2014, 
2015, 2018b, Prausová et al. 2014). Přítomnost etylénu kompenzuje nedostatek 
světla při klíčení semen (Prausová et al. 2022). 

Holzbauerová (2015) uvádí, že nejvíce vyklíčených semen bublinatky obecné bylo 
zjištěno v živném roztoku II o složení 0.5 mM KHCO3+ 0.1 mM CaCl2+ 0.1 mM MgSCU 
(pH cca 8.0). V testech klíčivosti v této práci byly použily roztoky I a III s 
modifikovaným složením včetně mírně odlišné pH reakce (viz metodika). Lepší 
klíčivosti dosahovala semena v živné roztoku I než v roztoku III. K nejúspěšnějším 
variantám testů klíčivosti patřilo klíčení v roztoku I za světla, při teplé stratifikaci i 

60 



zatmy. Úspěšná klíčivost byla zjištěna i u některých variant v živném roztoku III, a 
to v případě teplé stratifikace i ve variantě tma. Holzbauerová (2015) uvádí, že 
komplexní statistické testy nepotvrdily vliv chemického složení kultivačních 
živných roztoků na klíčivost semen. Příčinou byly podle ní odlišné teploty kultivace 
±21 °C, ±25 °C ve variantách testů. V aktuálních testech vliv složení roztoku na 
klíčivost semen vyšel signifikantní. Prausová et al. (2022) uvádí, že živný roztok 
obsahující KHCO3, CaCb a MgSCU napodobuje mezotrofníhuminové vody, ve kterých 
se druh přirozeně vyskytuje. Úspěch klíčení souvisí s dostupností světla, chemickým 
složením vody a pozicí semen ve vodním sloupci. Největší klíčivost semen u 
Utricularía vulgaris byla v klíčícím roztoku s pH 8, které se nejvíce podobalo 
přirozenému biotopu na Hrabanovské černavě, kde se pH vody během vegetačního 
období pohybuje v rozmezí pH 7-8. Utricularía vulgaris se nejčastěji vyskytuje ve 
slatiniších s neutrálním pH (Kaplan et al. 2017). Podmínky potřebné pro klíčení 
semen ve vodním prostředí Utricularía vulgaris se mohou lišit od suchozemských 
druhů stejného rodu. 

rdest dlouholistý [Potamogeton praelonguš) 

Způsob uchování semen před realizací testů klíčivosti má vliv na klíčivost semen. 
Sikorová (2013) ve svých testech klíčivosti udává, že záleží na způsobu uchování 
semen po jejich sběru. Podle ní mají lepší klíčivost taková semena, která jsou 
skladovaná ve vodě. Lépe klíčí i semena zavodněná, kdy jsou semena po sběru 
vysušená a skladovaná při pokojové teplotě 21±1 °C, před zakládáním testů jsou 
po dobu jednoho měsíce zavodněna vodou. Podle Teltschrové a Hejného (1973) 
mohou mít nízké teploty negativní vliv na klíčivost semen rdestů. Janova (2010) 
došla k podobnému závěru poté, kdy nechala semena na 36 hodin v mrazicím 
boxu. Sikorová (2013) se domnívá, že postupné vysychání semen může vést 
k oslabení obalů semene (Sikorová 2013) a vysušená semena pak po nabobtnání 
mohou lépe klíčit. Guppy (1984-1897) ze svých testů klíčivosti na rdestu vyvodil, že 
semena jsou schopna klíčit po několikaměsíčním vysušení. 

Testy klíčivosti v rámci této práce byly realizovány s vysušenými semeny, která se 
lišila způsobem uložení. Jeden způsob uložení semen byl při pokojové teplotě 21±1 
°C, druhý způsob uložení suchých semen spočíval v uloženív hlubokomrazicím boxu 
při teplotě -80 °C. Z aktuálních výsledků vyplývá, že vysušená a následně 
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kryokonzervací skladovaná semena jsou schopna klíčit. Semena uložená v 
hlubokomrazicím boxu mají lepší úspěšnost klíčení než semena uložená při 
pokojové teplotě. Vliv způsobu skladování na klíčivost semen vyšel statisticky 
průkazný. Zajímavé je, že lépe klíčila semena sklizená v předchozí vegetační sezóně 
2016, nežstarší semena (rok 2015). Použitá semena rdestu dlouholistého z roku 
2016 při skladování na sucho při pokojové teplotě měla klíčivost 34,5 % a zmrazená 
semena 67 %. Použitá semena rdestu dlouholistého z roku 2015 uskladněná na 
sucho při pokojové teplotě vyklíčila na 2,5 % a zmrazená semena vyklíčila na 36 %. 
Kincl et Krpeš (2000) uvádějí, že se klíčivost semen se stářím snižuje. Sikorová 
(2013) při porovnávání klíčivosti čerstvých a jeden rok skladovaných semen zjistila, 
že starší semena klíčila lépe. Po tříměsíční kultivaci čerstvých semen jí vyklíčilo 0,67 
%, zatímco ze semen skladovaných jeden rok vyklíčilo za stejnou dobu 4,17 %. 
Sikorová (2013) dospěla k závěru, že roční skladování semen má pozitivní vliv na 
jejich klíčivost, zatímco u čerstvých semen se teprve dokončuje zrání zárodku a 
uplatňuje se fyziologická dormance. Z aktuálních výsledků testů v této rigorózní 
práci vyplývá, že semena skladovaná déle než 1 rok pravděpodobně snižují svoji 
klíčivost. Tento faktor nebyl statisticky hodnocen. 

Janova (2010) uvádí, že nejlepší metoda pro přerušení dormance semen rdestu 
dlouholistého je studená stratifikace. Semena měla uložena na dva a půl měsíce před 
testem v lednici a poté 14 dní v pokojové teplotě. Sikorová (2011) zjistila vysokou 
klíčivost u semen uskladněných v uzavíratelných láhvích v lednici za nedostatku 
světla a následně přenesených do pokojové teploty. Usoudila, že je to nejlepší a v 
přírodě nejpravděpodobnější způsob přerušení dormance, jelikož semena v 
průběhu zimního období projdou nižší teplotou (za menšího přísunu kyslíku a 
za nedostatku světla). Z aktuálních testů klíčivosti rdestu dlouholistého vychází, že 
semena kultivovaná ve vodě z Orlice klíčí lépe než semena ovlivněná studenou 
stratifikací. Faktor způsobu ošetření semen vyšel statisticky průkazný. 

Sikorová (2011) uvádí, že vyšší klíčivosti semen rdestu dlouholistého při 
laboratorních testech lze docílit nejen studenou stratifikací, ale i narušením obalů 
plodu a semene, např. přípravkem Savo (5% roztok chlornanu sodného). Janova 
(2010) uvádí, že u semen, která byla krátkodobě (2 hodiny) ošetřena roztokem Sava, 
nedošlo k narušení vnitřních vrstev semen, tudíž nedošlo ke stimulaci klíčení. 
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Naopak, při delším působení Sava (36 hodin) se pozitivní účinek na klíčení semen 
projevil. Autorka přistoupila ke snížení koncentrace Sava ze 100 % na 50 % a 
nakonec až na 25 %, protože účinek 100% Sava vedl k zastavení růstu klíčku. 
Prausová et al. (2013) uvádí, že Savo nejprve naruší povrchové struktury semene, 
proto dochází ke klíčení semen. Při delším působení však Savo může negativně 
ovlivnit klíčení, protože kromě vnějších vrstev proniká i do vnitřních vrstev 
semene a embrya. Proto klíčení ani růst klíčících rostlin následně nepokračuje. 
V tomto aktuálním testu klíčivosti bylo Savo použito pouze ke sterilizaci semen před 
založení testů klíčivosti. 

Janova (2010) a Sikorová (2013) využily aplikaci roztoku Sava k dezinfekci semen, 
to znamená, že ošetřovaly semena ve všech variantách testů osvědčeným slabým 
roztokem Sava za účelem snížení kontaminace testů mikroorganismy. V aktuálních 
testech klíčivosti byla semena také ošetřována před založením testu klíčivosti 
roztokem Sava (1:1) po dobu 5 minut za účelem sterilizace, následně byla 
kultivována. 

zvonovec liliolistý (Adenophora liliifoliá) 

Bajerová (2015) ve své bakalářské práci o zvonovci liliolistém zmiňuje velký 
problém kontaminace semen i po ošetření přípravkem Savo. Proto v aktuálních 
testech klíčivosti byla semena zvonovce ošetřena fungicidním přípravkem Previcur 
(viz metodika). 

Klíčivost semen ovlivňuje několik faktorů: doba sběru semen, stav zralosti semen 
a uskladnění semen (Bajerová 2015). V aktuálních testech klíčivosti byl posuzován 
vliv uskladnění a způsob ošetření semen před testy klíčivosti. Oba tyto faktory i 
jejich kombinace vyšly statisticky průkazné. 

Bajerová (2015) uvádí, že uložení semen po dobu 7 dní do hlubokomrazicího boxu 
není pro klíčivost semen pozitivní, protože při inkubaci 21 °C v jejích testech 
nevyklíčilo žádné semeno. Naopak z testů klíčivosti v této práci vyplynulo, že lépe 
klíčila semena uskladněná v hlubokomrazicím boxu při teplotě -80 °C. Vliv faktoru 
skladování semen před testy klíčivosti byl statisticky průkazný. Ke stejnému závěru 
dospěl i Puchalski et al. (2014), který uchovával semena po dobu 30 dnů při utra 
nízké teplotě -160 °C. Lepší klíčivost se projevila u semen, která byla uchována 
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okamžitým zmrazením při ultra nízké teplotě (klíčivost 52 %) než usemen u kterých 
byla při zamražování teplota postupně snižována o 0,5 °C za minutu (43 %). 
Bajerová (2015) udává, že semena v jejích testech nebyla pravděpodobně vystavena 
dostatečně nízkým teplotámm, aby došlo k úplnému zničení mikroorganismů 
přítomných na semenech. 

Bajerová (2015) i Truhlářová (2008) se shodují, že semena, která jsou vystavena 
vyšším kultivačním teplotám, mají lepší klíčivost. Bajerová (2015) zaznamenala 
lepší klíčivost semen zvonovce liliolistého u variant kultivace při teplotě ±25 °C 
(27 %), než u varianty při teplotě ±21 °C (17 %). V aktuálních testech klíčivosti 
zvonovce liliolistého byla semena vystavena kombinaci teplé a studené stratifikace. 
Nejdříve byla semena na týden ponechána v termostatu při teplotě 30 °C k teplé 
stratifikaci, pak byla přenesena do lednice ke studené stratifikaci při teplotě 8 °C po 
dobu 1 měsíce a následně přenesena do termostatu ke kultivaci při teplotě 21±1 °C. 
Semena, která byla vystavena teplotním změnám (semena s teplou a studenou 
stratifikací), mají lepší klíčivost, než semena kultivovaná pouze v termostatu při 
teplotě 21±1°C. 

V aktuálních testech klíčivosti semen zvonovce liliolistého bylo kromě kultivace na 
vlhkém filtračním papíře v Petriho miskách použito též klíčení semen ve 
vysterizilizovaném půdním substrátu v květináčcích. Jedna varianta byla pravidelně 
zalévána destilovanou vodou. Druhá varianta byla pravidelně zalévána roztokem 
kyseliny giberelové. Dobrá klíčivost semen byla zjištěna u semen uskladněných v 
hlubokomrazicím boxu než při pokojové teplotě. Nejlepší výsledky klíčivosti semen 
byly zaznamenány ve variantě testu se semeny, která byla uskladněna v 
hlubokomrazicím boxu, poté přenesena do půdního substrátu s pravidelnou 
zálivkou (roztokem kyseliny giberelové). Naopak ve variantě testu se semeny 
skladovanými v hlubokomrazicím boxu, následně přenesenými do půdního 
substrátu a pravidelně zalévanými destilovanou vodou žádná semena nevyklíčila. 
Dobrá klíčivosti semen ošetřených kyselinou giberelovou potvrzuje závěry 
Hopkinse (1995) o pozitivním působení exogénni aplikace giberelinů na klíčení 
semen a mobilizaci rezerv endospermu. 

Truhlářová (2008) uvádí, že semena zvonovce liliolistého začínají klíčit do 1 týdne 
od založení testů. V testech Bajerové (2015) klíčení semen probíhalo od prvního do 
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čtvrtého týdne od založení testů. Aktuální testy klíčivosti potvrzují závěry Bajerové 
(2015), protože nej větší klíčivost byla zaznamenána mezi druhým až čtvrtým 
týdnem od založení testu. 
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4 Závěr 
Rigorózní práce se zabývá studiem významu zamrazení semen terestrických a 
vodních rostlin pro uchování schopnosti klíčivosti semen v laboratorních 
podmínkách. Práce obsahuje popis jednotlivých testovaných rostlin, jejich 
celosvětové rozšíření a výskyt v ČR, dále jejich ekologické nároky a podmínky,které 
potřebují pro klíčení semen. 

Výsledky vlastních testů byly porovnávány s výsledky jiných autorů, kteří se 
zabývali stejnou problematikou. Obecně z aktuálních testů klíčivosti semen 
terestrických a vodních rostlin vyplývá, že uložení semen v hlubokomrazicím boxu 
je dobrá metoda, která zvyšuje úspěšnost klíčivosti semen ve srovnání se semeny 
uchovávanými při pokojové teplotě. 

Z výsledků testů klíčivosti bublinatky obecné je patrné, že pro vyšší klíčivost semen 
za vyšší teploty, je zapotřebí teplé stratifikace. Před začátkem testů se 
nepředpokládalo, že by semena bublinatky klíčila i za tmy. I když vyšla vyšší 
klíčivost semen ve variantě světlo, v případě teplé stratifikace byla zjištěna 
schopnost semen klíčit i za tmy. Můžeme říci, že úspěch klíčení souvisí s dostupností 
světla, chemickým složením vody a pozicí semen ve vodním sloupci. Největší 
klíčivost semen u Utricularía vulgaris byla zaznamenána v testech klíčivosti v 
klíčícím roztoku s pH 8. Tento roztok se nejvíce podobá pH vody z místa jejich 
přirozeného výskytu jako je např. Hrabanovská černava. Zde se ve vegetačním 
období pohybuje chemismus vody v toleranci pH 7-8. 

V testech klíčivosti rdestu dlouholistého byla semena podrobena různým variantám 
ošetření. Nejlepší klíčivosti dosahovala zmrazená semena z roku 2016 ve vodě z 
Orlice kultivovaná při teplotě 21±1°C, jejich klíčivost byla 92 %. Dalo se 
předpokládat, že semena sbíraná a uskladněná z roku 2015 nebudou mít takovou 
klíčivost jako semena z roku 2016 (skladovaná 8 měsíců). Tyto testy klíčivosti se 
semeny z roku 2015 potvrdily, že stářím se schopnosti klíčení semen snižuje. 

V testech klíčivosti zvonovce liliolistého byla ověřena úspěšná klíčivost semen 
v půdním substrátu, která byla pravidelně zalévána roztokem kyseliny giberelové, 
podporující klíčení. Vůbec neklíčila semena skladovaná na sucho ve variantě v 
půdním substrátu, kde byla zalévána destilovanou vodou. Předpoklad, že tato 
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varianta bude mít aspoň malou klíčivost, se nepotvrdila. Pravděpodobně i v 
přírodních podmínkách semena klíčí až po teplé a studené stratifikaci, případně 
vlivem fytohormonů, např. kyseliny giberelové. Přítomnost etylénu kompenzuje 
nedostatek světla při klíčení semen. Ukázalo se, že etylén působí jako stimulant 
klíčení pro mnoho vodních a mokřadních druhů rostlin. Pozitivní vliv Ethephonu na 
klíčení semen byl zjištěn jak Utrículara vulgaris, tak také u makrofytní rostliny jako 
je Potamogeton praelongus. 

Rigorózní práce se věnuje druhům, které jsou na území ČR velmi vzácné a 
přežívají na několika posledních lokalitách. Poznání jejich schopnoti klíčit a 
uchovat si klíčivost je důležité pro účinnou ochranu těchto druhů. Je to důležité 
nejen pro ČR, tak i pro EU, v jejíchž předpisech patří druhy taktéž k ohroženým 
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Generat ive r eproduc t i on of d ie carn ivorous aquatic p lant Utricularia vulgaris (Lencibulariaceae) h o r n seeds may 
be a cr i t i ca l process i n the recovery of na tu ra l populat ions fo l io w i n ? temporary d i y i n g or." habitat , and i n the 
co lon isa t i on of n e w potent ia l sites through d ispersa l of seeds by water birds. However , l i t t le is presently k n o w n 
about the seed ecology and ge rmina t i on b io logy of this species. We tested the ge rmina t i on response of seeds 
under var ious temperature and seed storage regimes, to examine the processes r equ i red for seed do rmancy 
a l l e v i a t i on and the effects of different ge rmina t i on so lut ion and temperature o n ge rmina t i on probab i l i t y . Seeds 
l i k e l y possess non-deep s imp le morp l i ophys i o l og i ca i do rmancy a l l ev ia ted by w a r m sua t l f i ca t i on . Highest 
ge rmina t i on success was recorded for warm-strat i f i ed seeds and seeds exposed to ethylene. Seeds were photo-
ph i l ous , w i t h ger i iu i i a t i on more successful at 21 C than at 2 5 C and greatest i n s l i ghdy a lka l ine CpH S) 
ge rmina t i on so lut ion con ta in ing K H C O s , C a C h and M g S 0 4 mirm'ck i i i g the mesotrop l i i c h u m i c waters i n w h i c h 
the species nat i j ra l ly occurs, h i d ie a lka l ine so lut ion , 97 % of seeds rose to die surface pr ior to germinat ion . In 
na tu ra l habitats, this effect may faci l i tate seedlings r each ing d ie warmer and i rradiated writer surface, As seed 
ge rmina t i on success appears l i n k e d to l i gh t ava i l ab i l i t y , water c h e m i s u y , and seed pos i t i on i n d ie water c o lumn , 
care ful management a n d eco log ica l restorat ion of r emnant habitats ha rbour ing di is species m a y need to ensure 
pos i t ive conservat ion outcomes. 

I . I n t r o d u c t i o n 

Utricularia vulgaris L. [ L e n t i b u l a r i a c e a e ) is a p e r e n n i a l , r o o t l e s s , free 

f l o a t i n g a q u a t i c c a r n i v o r o u s p l a n t p r o d u c i n g l i n e a r , p o o r l y - b r a n c h e d 

s h o o t s r a n g i n g f r o m 0 . 5 t o 2 .5 m l o n g ( T a y l o r , I 9 5 9 ) . T h e spec i es is 

w i d e s p r e a d i n E u r o p e , N o r t h A f r i c a a n d A s i a ( T a y l o r . I 9S9\ w h e r e i t 

o c c u r s i n s h a l l o w s t a n d i n g , m e s o t r o p h i c to m i l d l y e u t r o p h i c h u m i c 

w a t e r s [e.g., l a k e s , b a c k w a t e r p o o l s a n d o x b o w s , f i s h p o n d s , d a m rese r ­

v o i r s , fens} t h a t a re r i c h i n c a r b o n a t e s and" c a l c i u m a n d n e u t r a l to 

s l i g h t l y a l k a l i n e ( K o s h i b a , 1 9 9 2 a , b , 2 0 0 4 ; F l e i s c h m a n n a n d S c h l a u e r , 

2 0 1 4 ) . T h e f i l a m e n t o u s , p i n n a t e l y - d i v i d e d l e a v e s a r e a r r a n g e d i n l e a f 

n o d e s a n d b e a r a b u n d a n t b l a d t i e r - s h a p e d t r aps o f f o l i a r o r i g i n 1 - 5 m m 

l o n g ( T a y l o r , 1 9 8 9 ; F l e i s c h m a n n a n d S c h l a u e r , 2 0 14). O v e r t h e g r o w i n g 

s e a s o n , U. vulgaris r a p i d l y r e p r o d u c e s v e g e t a t i v e l y t h r o u g h f r e q u e n t 

b r a n c h i n g o f s h o o t s , a n d s i n g l e s h o o t s o v e r w i n t e r as t u r i o n s ( w i n t e r 

buds ) s i m i l a r to o t h e r c l o s e l y - r e l a t e d Utricularia s p e c i e s ( A d a m e c , 

2 0 1 8 a ) . 

Utricularia vulgaris f o r m s a n e m e r g e n t r a c e m o s e i n f l o r e s c e n c e w i t h 

g o l d e n - y e l l o w flowers o n a n e r e c t f l o w e r s c a p e 3 0 - 5 0 c m h i g h u n d e r 

f a v o u r a b l e c o n d i t i o n s f r o m J u n e to S e p t e m b e r . A l t h o u g h f l o w e r s c a n be 

po l l i na t ed " b y d i p t e r a n s ( P i a c h n o et a l , h 2 0 1 8 ) , U. vulgaris is o n e o f t h r e e 

E u r o p e a n Utricularia ( w i t h U, intermedia a n d U. m i n o r ) c a p a b l e o f 

s e l f - p o l l i n a t i o n to f o r m f e r t i l e f r u i t a n d v i a b l e seeds ( T a y l c c , 1 9 8 9 ; 

F l e i s c h m a n n a n d S c h l a u e r , 2 0 1 4 ) . M a t u r e f r u i t a r e g l o b o s e , 3 - 5 m m 

l o n g , o p e n b y a n u p p e r l i d a n d c o n t a i n a b o u t 5 0 - 1 5 0 s m a l l ( m e a n seed 

m a s s is 0 . 0 5 2 m g ; L. A d a m e c , u n p u b l . d a t a ) , c u b i c to p r i s m a t i c , 4 - 6 

a n g l e d , p o l y g o n a l b r o w n - b l a c k seed's ( I and 2; T a y l o r , 1 9 8 9 ; C r o s s 

et a l . j 2 0 I 8a ) . Seeds, u s u a l l y r i p e n i n f r u i t a b o v e th e su r f a ce o f d i e w a t e r , 

and" u p o n d e h i s c e n c e a re r e l e a s e d i n t o d i e w a t e r c o l u m n w h e r e t h e y s i n k 

to b o t t o m s e d i m e n t s (L . A d a m e c , u n p u b l i s h e d ) a n d f o r m a p e r s i s t e n t 

s e d i m e n t s eed b a n k ( G a l u v a a n d H a j k o v a , 2 0 1 4 ) . 

A t l eas t s o m e spec i e s o f Utricularia p r o d u c e s e eds w i t h a n 
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u n d i f f e r e n t i a t e d d w a r f e m b r y o o c c u p y i n g m o s t o f t h e s e e d v o l u m e , a n d 

t h e s e eds o f t h e s e s p e c i e s possess e i t h e r m o r p h o l o g i c a l d o r m a n c y ( M D ) 

o r m o r p h o p h y s i o l o g i c a l d o r m a n c y ( M P D ; C r o s s e t a l . , 2 0 1 8 a ) . S e e d s 

w i t h u n d e r d e v e l o p e d e m b r y o s r e q u i r e a p e r i o d o f e m b r y o d e v e l o p m e n t 

p r i o r t o g e r m i n a t i o n , a n d seeds w i t h M P D a l s o r e q u i r e a p h y s i o l o g i c a l 

c u e f o l l o w i n g t h i s p e r i o d o f e m b r y o m a t u r a t i o n ( B a s k i n a n d B a s k i n , 

2 0 1 4 ; K i l d i s h e v a e t a l . , 2 0 2 0 ) . S e e d s o f Utricularia s p p . t h a t g e r m i n a t e 

s h o r t l y a f t e r d e h i s c e n c e ( w i t h i n s e v e r a l w e e k s ) l i k e l y h a v e M D ( S w a m y , 

R a m , H . Y , 1 9 6 9 ) , w h i l e t h o s e r e q u i r i n g a d d i t i o n a l e n v i r o n m e n t a l c u e s 

b e f o r e g e r m i n a t i n g l i k e l y h a v e M P D ( C r o s s et a l . , 2 0 1 8 a ) . 

L i t t l e is k n o w n a b o u t t h e s e e d g e r m i n a t i o n e c o l o g y o f U. vulgaris a n d 

o t h e r a q u a t i c Utricularia s p e c i e s . S e e d d o r m a n c y i s a p p a r e n t l y a l l e v i a t e d 

b y c o l d s t r a t i f i c a t i o n i n Utricularia f r o m t e m p e r a t e r e g i o n s ( B a s k i n a n d 

B a s k i n , 2 0 1 4 ) , a n d i t h a s b e e n r e p o r t e d t h a t s e e d g e r m i n a t i o n i n 

U. vulgaris c a n be s t i m u l a t e d b y e x p o s u r e t o e t h y l e n e ( C r o s s et a l . , 

2 0 1 8 a ) . T h e s e eds o f n u m e r o u s a q u a t i c p l a n t s e x h i b i t a g e r m i n a t i o n 

r e s p o n s e t o e t h y l e n e e x p o s u r e , i n c l u d i n g t h e a q u a t i c c a r n i v o r o u s p l a n t 

Aldrovanda vesiculosa ( D r o s e r a c e a e ) w h i c h c o m m o n l y c o - o c c u r s , o f t e n 

s y m p a t r i c a i l y , w i t h U. vulgaris t h r o u g h o u t i t s E u r o p e a n n a t u r a l r a n g e 

a n d p r o d u c e s seeds w i t h p h y s i o l o g i c a l d o r m a n c y ( P D ; C r o s s , 2 0 1 2 ; C r o s s 

e t a l . , 2 0 1 6 ) . M a n y s p e c i e s p r o d u c i n g s m a l l s eeds a r e p h o t o p h i l o u s 

( l i g h t - r e q u i r i n g f o r g e r m i n a t i o n ; B a s k i n a n d B a s k i n , 2 0 1 4 ) , a n d i t a p ­

p e a r s l i k e l y t h a t t h e s e eds o f U. vulgaris a r e l i g h t - r e q u i r i n g as t h e y 

c o m m o n l y r i s e t o t h e s u r f a c e p r i o r t o g e r m i n a t i n g (L . A d a m e c , u n p u b ­

l i s h e d ) . I n a field e x p e r i m e n t , 9 5 - 9 7 % o f U. vulgaris s eeds e n c l o s e d i n 

n y l o n b a g s p e r s i s t e d t h r o u g h a n 1 I - m o n t h p e r i o d s h a i l o w l y b u r i e d i n o r 

e x p o s e d o n t h e s u r f a c e o f s e d i m e n t i n a s h a l l o w s a n d - p i t p o o l , w i t h c a . 

41 % g e r m i n a t i n g i n o u t d o o r c u l t u r e o v e r t h e f o l l o w i n g 15 m o n t h s 

( A d a m e c , 2 0 1 8 b ) . A s i m i l a r g e r m i n a t i o n r e s p o n s e w a s r e p o r t e d f o r 

U. vulgaris s e eds a g e d i n w e t l a n d s e d i m e n t s f o r 7 0 - 1 0 0 y e a r s i n S o u t h 

M o r a v i a ( C z e c h R e p u b l i c ) a f t e r e x p o s u r e t o l i g h t ( G a l o v a a n d Há jková , 

2 0 1 4 ) , i n d i c a t i n g t h a t t h e s e eds o f U. vulgaris a r e l o n g - l i v e d u n d e r 

s u i t a b l e c o n d i t i o n s a n d l i k e l y f o r m l a r g e a n d l o n g - l i v e d s e d i m e n t s e e d 

b a n k s . H o w e v e r , t h e t y p e o f s e e d d o r m a n c y i n U. vulgaris, as w e l l as t h e 

s p e c i f i c e n v i r o n m e n t a l c u e s r e s p o n s i b l e f o r a l l e v i a t i n g s e e d d o r m a n c y 

a n d s t i m u l a t i n g s eed g e r m i n a t i o n , r e m a i n u n r e s o l v e d . 

T h e a i m o f t h i s s t u d y w a s t o e l u c i d a t e t h e s e e d g e r m i n a t i o n e c o l o g y 

o f U. vulgaris, b y ( Í ) e x a m i n i n g t h e g e r m i n a t i o n r e s p o n s e o f U. vulgaris 

s e e d s t o d i f f e r e n t p H o f g e r m i n a t i o n m e d i a , t o v a r i a b l e t e m p e r a t u r e a n d 

l i g h t r e g i m e s , t o e t h y l e n e as a g e r m i n a t i o n s t i m u l u s , a n d t o d o r m a n c y 

a l l e v i a t i o n t r e a t m e n t s i n c l u d i n g c o l d a n d w a r m s t r a t i f i c a t i o n ; ( i i ) 

d e t e r m i n i n g w h e t h e r s eeds d i s p l a y e d o r t h o d o x s e e d s t o r a g e b e h a v i o u r , 

b y t e s t i n g s e e d g e r m i n a t i o n o f f r e s h l y - c o l l e c t e d a n d d r y - s t o r e d seeds a n d 

f o l l o w i n g s u b - z e r o t e m p e r a t u r e s t o r a g e . 
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F i g . 2 . Seed surface o f Utricularia vulgaris i n a n e lec t ron ic m ic roscope . P h o t o b y 

M . Vo j ta ( H I T A C H I F l e x S E M 1000) . 

2 . M a t e r i a l s a n d m e t h o d s 

2.1. Seed collection and storage 

M a t u r e s e eds ( d a r k b r o w n a n d d e h i s c i n g ) o f U. vulgaris L . w e r e 

c o l l e c t e d f r o m p l a n t s i n o u t d o o r c u l t i v a t i o n a t t h e I n s t i t u t e o f B o t a n y o f 

t h e C z e c h A c a d e m y o f S c i e n c e s a t T ř eboň , C z e c h R e p u b l i c ( S i r o v a e t a l . , 

2 0 0 3 ) . C u l t i v a t e d p l a n t s o r i g i n a t e f r o m S o u t h M o r a v i a , C z e c h R e p u b l i c 

( c a . 2 5 0 k m f a r a w a y ; G a l o v a a n d Hájková , 2 0 1 4 ) . E x p e r i m e n t s w e r e 

u n d e r t a k e n u s i n g s e e d s c o l l e c t e d i n 2 0 1 8 a n d 2 0 2 0 . G e r m i n a t i o n e x ­

p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d o n freshly c o l l e c t e d s e e d s w h e r e p o s s i b l e , b u t 

w h e r e s e e d s t o r a g e p r i o r to e x p e r i m e n t a l u s e w a s n e c e s s a r y s e eds w e r e 

s t o r e d d e p e n d i n g u p o n t r e a t m e n t u n d e r e i t h e r d i y (a t 2 2 - 2 4 °C a n d 

r e l a t i v e h u m i d i t y o f 5 5 - 6 0 %) o r w e t ( i n t a p w a t e r a t 4 ± 1 'C ) c o n d i ­

t i o n s a t t i re U n i v e r s i t y o f H r a d e c K rá l o v é , C z e c h R e p u b l i c . 

T o p r o v i d e r e p r e s e n t a t i v e t e m p e r a t u r e r a n g e s e x p e r i e n c e d b y s e eds 

o f U. vulgaris u n d e r n a t u r a l c o n d i t i o n s , t e m p e r a t u r e d a t a l o g g e r s 

( M i n i k i n T i e , E M S B r n o , C z e c h R e p u b l i c ) w e r e e s t a b l i s h e d a t t w o n a t ­

u r a l U. vulgaris p o p u l a t i o n s i n C e n t r a l a n d E a s t B o h e m i a . T h e first, 

Hrabanovská če rnava f e n ( 5 0 12* 5 3 . 7 ' N , 1 4 ' 4 9 ' 4 1 . 2 " E , 1 8 7 m a b o v e 

s e a l e v e l ) , c o m p r i s e s a c e n t r a l p o o l h a r b o u r i n g n u m e r o u s m a c r o p h y t e s 

s u r r o u n d e d b y w e t l a n d s , f ens a n d Molinia caendea m e a d o w s . T h e sec ­

o n d , Bohdanečský fishpond ( 5 0 " 5 ' 4 S . 6 " N , 15 4 0 ' 5 6 . 1 " E , 2 1 2 m a b o v e 
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sea level ) , comprises a complex of fens and M. caerulca meadows sur­
r o u n d i n g the M a t k a and Bohdanecsky f ishponds. Average water dep th 
d u r i n g the g r o w i n g season where U. vulgaris occurs is 5 0 - 6 0 c m at 
Hrabanovska cernava fen (e lectr ical conduc t i v i t y 4 4 0 - 1 7 9 0 |.LS.cm 1 

and p H 7.1—G.0) and 5 0 - 7 0 c m at Bohdanecsky f i shpond (e lectr ical 
c onduc t i v i t y [50—440 uS.cm 1 and p H 6 .5 -9 .7 ; J a r a and Prausova , 
2021 ) . Da t a loggers were ins ta l l ed i n the water c o l u m n a m o n g 
U. vulgaris i nd i v idua l s at 30 c m depth at b o d i sites, and measured water 
temperature at I h interva ls f r o m J a n u a r y to D e c e m b e i 2 0 1 9 , 

2.2. Seed niorphomctric measurements 

Before under tak ing ge rmina t i on tests, each seed co l l e c t i on was 
examined at L 0 * magn i f i ca t i on us ing a sterecmicroscope [SZP 1 1 0 2 - T 
Z O O M s, Arsena l , Doubravc ice , Czech Republ ic } , and underdeve loped , 
damaged or immature seeds were removed . Seeds f rom each co l l ec t i on 
were photo -documented us ing a 3-D mic roscope ( K E Y E N C E V H X - 5 0 0 , 
Keyence Corpora t i on , Osaka , J a p a n ; Fig . I J . T o determine seed size, 
100 seeds f r o m each co l l e c t i on were r andom ly selected. Seed w i d t h and 
he ight o f them were measured at lOOx magn i f i ca t i on . As the seeds of 
U. vulgaris are cubic to pr ismat ic (Cross ec al. . 20 I 3b), the ir w i d t h was 
measured o n the upper and l ower parts o f seeds, and the numbe r of 
surfaces on each seed was also counted. Add i t i ona l l y , a scann ing elec­
t ron mic roscope H I T A C H I F l e x S E M 1000 [H i tach i , Japan ) was used to 
show their shape and surface features ("Fig, 2}. 

2.3. Germination biology 

To de te rmine the seed ge rmina t i on response of U. vulgaris to tem­
perature, lights p H and ge rmina t i on s t imulants , seeds were surface 
ster i l ised i n a 2.5 % N a C l O so lu t i on for two minutes before being r insed 
tho rough l y w i t h steri le d is t i l l ed water and p laced h i 20 m L sealed plast ic 
tubes conta in ing 15 m l of e i ther ac idic (So lu t ion 1), neutra l [So lu t i on2 ) 
o r a l ka l i n e [So lut ion 3) g e rm ina t i on m e d i a so lut ion . So lu t i on I 
compr ised 0.5 m M KC1 w i t h 0.1 m M C a C l 2 and 0.1 n i M M g S 0 4 adjusted 
to p H 5.5, So lu t i on 2 compr ised 0,5 m M K H C 0 3 w i t h 0.1 m M C a G K and 
0.1 m M M g S 0 4 adjusted to 6, and So lu t i on 3 compr i sed 0.5 m M K H C O g 
w i t h 0.1 m M C a C l 2 and 0.1 m M M g S 0 4 adjusted to p H S, (a l l p H ad­
justments made us ing H C l ) . F i ve replicates of 20 seeds for each treat­
ment were placed i n incubators at a constant temperature o f either 21 o r 
2 5 n C ( ± I *C) , on a 15-h photoper iod ( f luorescent l i ght in tens i ty 2 -2 .5 
k l x equal to 3 5 - 4 0 umoL m 2 s 1 photosynthe t i ca l l y act ive rad iat ion ) o r 
i n constant darkness (prepared i n darkness and p laced i n l i gh t -exc lus ion 
boxes}. Ge rm ina t i on (protrus ion of the first f i lamentous " co t y l edono ids " 
f r o m d i e seed, sensu Cross et a l , 2016) was scored week l y for six weeks 
i n l i gh t treatments, but only once after six weeks i n da rk treatments, 
G e r m i n a t i n g seeds [Fig. S I ) were transferred to a 4 L conta iner con­
t a i n i n g water col lected f rom natura l sites of V. vulgaris w i t h d ry l i t ter of 
Carcx spp. for further cu l t i va t ion . 

To invest igate d ie potent ia l role o f ethylene as a ge rmina t i on s t im­
ulus, add i t i ona l repl icates o f 20 seeds were prepared as prev ious ly 
descr ibed but i m b i b e d i n d i s t i l l ed water for 24 h and exposed to a n 
SO mg .L 1 E thephon [Sigma A l d r i c h , Germany ) for a further 24 h pr io r 
to be ing p laced i n 2 0 m L sealed plastic tubes con ta in ing 15 m L of e i ther 
ac id ic , neutra l or a lka l ine ge rmina t i on med i a so lu t i on . E d i e p h o n is 
k n o w n to g radua l l y release ethylene gas i n so lu t i on , and ed iy lene is a 
k n o w n a ge rmina t i on s t imu lan t for m a n y aquat ic and we t l and p lant 
species (e.g., B a s k i n and B a s k i n , 2014 ; Cross et a l . , 2014 , 2015 , 2018b ; 
P rausova et a l . , 20 I 4). Seeds were then Incubated at 21 o r 25 *C o n a 
15-h photoper iod or i n constant darkness for six weeks as p rev ious ly 
descr ibed . G e r m i n a t i o n was scored week l y for six weeks i n l ight treat­
ments, but o n l y once after six weeks i n dark treatments. 

To investigate the impac t of co ld and w a r m strat i f icat ion on the 
a l l e v i a t i on of seed d o r m a n c y i n V. vulgaris, add i t i ona l repl icates of 20 
seeds were prepared as descr ibed prev ious ly for ac id i c , neu t ra l o r 
a lka l i n e ge rmina t i on m e d i a so lu t i on treatments. Fo r strat i f icat ion, seeds 

were incubated in sealed plastic tubes at 4 _i_ 1 •"'C (co ld strati f ication} or 
at 30 _i_ 1 •"'C [wa rm strat i f icat ion) i n constant darkness for four weeks, 
then incubated at 2 [ '"'C for a further two weeks o n a 15-h photoper iod or 
in constant darkness. Utricularia vulgaris seeds regu lar l y exper ience sub­
zero temperatures i n the sediment seed bank throughout d ie species 
na tu ra l range in w in te r . A d d i t i o n a l l y , to investigate the impac t of sub­
zero s t rat i f i cat ion temperatures on the a l l ev ia t i on o f seed do rmancy , 
add i t i ona l repl icates of dry seeds were incubated in sealed plast ic tubes 
at - IS ± 1 n C (frost strat i f icat ion) i n constant darkness for four weeks, 
or at - LO ± 1 '"'C for two weeks and d i en at 4 ± ] '"'C for two weeks 
( vary ing stratif ication}, and then incubated at 21 " C for further two 
weeks o n a 15-h photoper iod o r i n constant darkness. Ge rm ina t i on at 
21 ' C and 25 ' C was scored week l y for six weeks in l i gh t treatments, but 
on l y once after six weeks in dark treatments. 

2.4. Dccp-frost seed storage 

To prov ide an assessment of seed response to deep-frost seed storage, 
the ge rmina t i on response of seeds after three or fifteen months of dry 
storage at 4 ± 1 *C , was tested after e id ier eight or sixteen weeks of dry 
storage i n l i q u i d n i t rogen at 0 0 "'C. F o l l o w i n g dry storage, seeds were 
placed in 20 m l sealed plast ic tubes c on ta in ing 15 m L of either ac id i c or 
neu t ra l g e rmina t i on m e d i a so lut ion mid incubated at 2 I °C on a 15-h 
photoper iod o r i n constant darkness for six weeks as prev ious ly 
descr ibed. G e r m i n a t i o n was scored week l y for six weeks i n l i gh t treat­
ments, but on ly once after six weeks i n dark treatments. 

2.5. Seed rising before germination 

The re la t ionsh ip between seed r i s ing (buoyancy} and seed germi­
na t i on was Investigated for GOO seeds us ing So lu t i on 3 in 2 0 m l test 
tubes. Three treatments each compr i s ing five repl icates of 2 0 seeds were 
establ ished, i n c l u d i n g ( I ) controls ; [2) l i gh t reg ime (15 h l i gh t/ 9 h 
dark) or cont inuous darkness; (3) temperature of seed ge rmina t i on of 
21 ± 1 o r 8 ± 1 n C . G e r m i n a t i o n was scored week l y for six weeks i n a l l 
repl icates, w i t h seeds scored e id ier as ge rmina t ing w i thou t r i s ing (e.g., 
r em a in in g o n the bottom), ge rmina t ing after r i s ing [i.e., germinated on 
the so lu t i on surface), r i s i n g w i thou t germinat ing , or nei ther ge rmina t ing 
no r r is ing . 

2.6. Statistical analysis 

Binary log ist ic regress ion (SFSS Statist ics 2S; IBM, Uni ted States} was 
used to assess the m a i n and in t e rac t i on effects of l i gh t exposure, Incu­
bat ion temperature, treatment (ethylene exposure, s t rat i f i cat ion treat­
ments arid seed storage treatments) o i l seed g e rm ina t i on success. Three-
w a y A N O V A with. Tukey post-hoc tests were used to determine the m a i n 
and in terac t ion effects of temperature, l i gh t exposure and seeds r i s ing on 
the n u m b e r of seeds f rom each rep l icate that germinated . A l l stat ist ical 
tests were conducted us ing the 95 % conf idence in te rva l (CI), w i t h sig­
ni f icance determined by P -•• 0 .05. Data are presented as mean j l SE of 
the r a w data , unless stated otherwise. 

3, R e s u l t s 

3.1. Monitoring of temperatures from natural sites 

Dai l y water temperature trends were s imi la r for the two U. vulgaris 
populat ions over the January to December per iod mon i t o r ed (F ig . 3), 
w i t h da i ly water temperature at 30 c m dep th rang ing f rom 2.3 to 22 .9 °G 
at H rabanovska c emava fen and -2 .6—26,5 °C at Bohdanecsky fishpond. 
Water r ema ined co ld (< I0°C) f r om October f o l l ow ing seed p roduc t i on 
and dehiscence through to M a r c h - A p r i l , before w a r m i n g marked l y 
( I S - 2 S °C) pr io r to observat ion of na tu ra l seed ge rmina t i on i n 
J u n e - J u l y . 
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F i g . 3. Average da i l y temperature (bold l ines) and d a i l y m i n i m u m and m a x i m u m temperature [grey l ines) at two Utriciilaria vulgaris popula t ions i n East Bohemia , 

Czech Repub l i c , w i t h key eco log ica l per iods r e l a t ing to seed-based r ep roduc t i on i n U. vidgaris annotated (L. A d a m e c and R. Prausová, ur ipubl . ) . Grey co lumns ind ica te 

per iods where temperatures m a y be conduc i ve to w a r m stradr icar ior i or seeds i n cer ta in aľeas of U. vulgaris hab i ta t , w h i l e arrows indicate d ie po in t at w h i c h average 

d a i l y water temperature reached 2 ľ C for the first time over the seasonal m o n i t o r i n g per iod. 

3.2. Seed morphometric characteristics 

M e a s u r e d U. vulgaris seeds w e r e p r i s m a t i c ( F i g . 2 ) , m o s t l y p e n t a g ­

o n a l w i t h s e v e n faces ( S 6 % o f s t u d i e d seeds ) , o c c a s i o n a l l y w i t h e i g h t 

( 1 3 %) o r , r a r e l y , s i x f aces (1 %) (F i gs . 1 a n d 2 ) . M a t u r e , d e h i s c e n t seeds 

w e r e d a r k g r e y to d a r k g r e e n - b l a c k i n c o l o u r , t h e w i d t h o f th e u p p e r p a r t 

r a n g e d f r o m 0 .4 to 1.9 m m ( m e a n 0 9 j _ 0 . 3 m m ) , o f t h e b o t t o m p a r t 

f r o m 0 . 6 to 2 .0 m m ( m e a n 1.2 J _ 0 . 3 m m } a n d t h e h e i g h t f r o m 0 . 3 to 

1 .7 m m ( m e a n 1.0 _ L 0 , 2 2 m m ) . T h e e m b r y o a p p e a l s u n d i f f e r e n t i a t e d a t 

seed m a t u r i t y ( F i g . I}. 

3.3. Germination biology 

G e r m i n a t i o n s u c c e s s f o r f r e s h l y - c o l l e c t e d , u n t r e a t e d c o n t r o l seeds 

r a n g e d f r o m 0.21 to 0 . 3 9 a t 21 °C a n d 0 . 0 7 - 0 . 3 1 a t 2 5 o n a ] 5 - h 

p h o t o p e r i o d , a n d 0 . 0 9 - 0 . 2 9 a t 2 I °C a n d 0 . 0 4 - 0 . 2 7 a t 2 5 °C i n c o n ­

s t an t d a r k n e s s ( T a b l e S l 3 F i g , 4 ) . N u m e r o u s i n t e r a c t i o n e f fects o n 

g e r m i n a t i o n success w e r e p r e s e n t a m o n g l i g h t e x p o s u r e , i n c u b a t i o n 

t e m p e r a t u r e , s t o r a g e m e t h o d a n d t r e a t m e n t , w i t h s t r o n g e s t e f fects f r o m 

t h e i n t e r a c t i o n o f L i g h t e x p o s u r e X I n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e , G e r m i n a ­

t i o n so l u t i o n X I n c u b a t i o n t e m p e r a t u r e , G e r m r n a t i o n s o l u t i o n X 

T r e a t m e n t , a r i d L i g h t e x p o s u r e X T r e a t m e n t ( T a b l e I). 

G e r m i n a t r o n success a c r o s s a l l t r e a t m e n t s w a s g r ea t e r f o r seeds 

i n c u b a t e d o n a I 5 -h p h o t o p e r i o d d i a n i n c o n s t a n t d a r k n e s s ( F i g . 4 ) , a n d 

t h i s e f fect w a s m o r e p r o n o u n c e d 1 f o r seeds i n c u b a t e d a t 2 5 D C ( 0 . 1 4 

J L 0 . 0 0 5 i n l i g h t a n d 0 . 0 5 J _ 0 . 0 0 3 i n d a r k n e s s ) t h a n f o r seeds a t 21 °C 

( 0 . 1 9 ± 0 . 0 0 6 i n l i g h t , 0 . 0 9 ± 0 . 0 0 4 i n d a r k n e s s ) . S i m i l a r l y , t h e s u p ­

p r e s s i o n o f g e r m i n a t i o n a t 2 5 r e s u l t e d i n c o m p a r a b l e g e r m i n a t i o n 

success a c r o s s a l l t r e a t m e n t s a m o n g t h e t h r e e g e r m i n a t i o n s o l u t i o n s 

( 0 . 1 1 ± 0 . 0 0 5 a t p H 5 .5 , 0 . 0 8 ± 0 . 0 0 5 a t p H 6 , 0 . 1 0 ± 0 . 0 0 5 a t p H G) , 

w h i l e g e r m i n a t i o n w a s n o t a b l y m o r e s u c c e s s f u l a t p H S ( 0 . 1 7 j _ 0 . 0 0 7 ) 

a n d p H 6 ( 0 . 1 6 i 0 . 0 0 7 ) c o m p a r e d w i t h p H 5 .5 ( 0 . 1 0 ± 0 . 0 0 5 ) w h e n 

seeds w e r e i n c u b a t e d a t 21 °C. 

C o m p a r e d w i t h c o n t r o l s , g e r i n i n a t i o n s u c c e s s w a s m a r k e d l y 

i n c r e a s e d f o l l o w i n g w a r m s t r a t i f i c a t i o n m i d e x p o s u r e to e t h y l e n e ( u p t o 

0 . 7 5 - 0 . 9 0 ; F i g . 4 ) . T h i s e f f ec t w a s m o s t p r o n o u n c e d f o r w e t - s t o r e d seeds 

i n p H S a n d p H 6 s o l u t i o n s i n c u b a t e d o n a I 5 - h p h o t o p e r i o d . A l t h o u g h 

the e f fects w e r e p a r t l y s u p p r e s s e d a t b o t h t e m p e r a t u r e s i n d r y - s t o r e d 

seeds a n d m a r k e d l y i n seeds i n c u b a t e d i n c o n s t a n t d a r k n e s s , b o t h 

w a r m s t r a t i f i c a t i o n m i d e t h y l e n e e x p o s u r e d i d s t i l l g e n e r a l l y i m p r o v e 

g e r m i n a t i o n success u n d e r these c o n d i t i o n s c o m p a r e d w i t h c o n t r o l s . 

C o l d s t r a t i f i c a t i o n , v a r y i n g s t r a t i f i c a t i o n , a r i d f r o s t s t r a t i f i c a t i o n h a d n o 

c o n s i s t e n t o r p r o n o u n c e d ef fect o n g e r m i n a t i o n success e x c e p t f o r d i e 

p H 6 s o l u t i o n ( F i g , T h e s t o rage o f U. vulgaris seeds i n l i q u i d n i t r o g e n 

d i d n o t a p p e a r d e t r i m e n t a l to g e r m i n a t i o n success , a n d , i n d e e d , seeds 

i n c u b a t e d a t 21 °C a n d p H B f o l l o w i n g l i q u i d n i t r o g e n s t o rage g e r m i ­

n a t e d m u c h b e t t e r d i a n i n c o n t r o l t r e a t m e n t s i n b o t h l i g h t a n d c o n s t a n t 

d a r k n e s s ( 0 . 6 - 0 . 7 ; F i g . 4 ) . 

3.4. Relationship between seed rising and germination 

O f 4 6 1 seeds t h a t g e r m i n a t e d , 4 4 8 ( 9 7 %.) r o s e to t h e s u r f a c e o f 

a l k a l i n e s o l u t i o n p r i o r t o g e r m i n a t i o n w h i l e o n l y 13 (3 %) g e r m i n a t e d 

w i t h o u t r i s i n g . T h e ef fect o f s e eds r i s i n g o n g e r m i n a t i o n n u m b e r s w a s 

h i g h l y s i g n i f i c a n t ( F ( 2 ] 0 B ) = 2 7 5 . 1 , P < 0 . 0 0 1 ) . N e i t h e r t e m p e r a t u r e 

( F ( l LOB) = 2 . 9 7 4 , P = 0 .OG7 ) , n o r l i g h t e x p o s u r e (F ( ] LOB) = 2 7 5 . 0 5 , 

P = 0 . 0 5 2 ) s i g n i f i c a n t l y i n f l u e n c e d g e r m i n a t i o n i n t h i s t r i a l ( F i g . 5 ) , a n d 

n o s i g n i f i c a n t i n t e r a c t i o n ef fects w e r e e v i d e n t 

4 + D i s c u s s i o n 

Utricularia vulgaris p r o d u c e s m i n u t e ( < l m m ) e n d o s p e r m o u s seeds 

w i t h a s m a l l , u n d i f f e r e n t i a t e d e m b r y o ( F i g . I). S e e d g e r m i n a t i o n a p ­

pears p h o t o p l i i l o u s (or , a t least , g e r m i n a t i o n w a s m a r k e d l y s u p p r e s s e d 

i n seeds i n c u b a t e d u n d e r c o n s t a n t d a r k n e s s ) , a n d w a s m o s t s u c c e s s f u l i n 

a n a l k a l i n e ( p H S) g e r m i n a t i o n s o l u t i o n r e f l e c t i v e o f the w a t e r c h e m i s t r y 

o f s i tes h a r b o u r i n g n a t u r a l U. vulgaris p o p u l a t i o n s ( n o t i n g t h a t t h e p H 6 

s o l u t i o n m a y be m o r e r e f l e c t i v e o f t h e p H o f t h e s e d i m e n t ) . T h e s e eds o f 

-
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Fig . 4. Germination probability +95 % CI of Utricidaria valgum seeds incubated In light (open symbols) or constant darkness (closed symbols) under different 
temperature conditions in acidic, neutral, or aJUtaline germination media following either wet or dry storage and in response to different stratification, germination 
stimulation and storage treatments. 

Table 1 
Statistical outputs (interaction effects) from testing the Influence of experi­
mental factors (light exposure, incubation temperature, gemiination solution, 
treatment, and storage method) on Utiricularia. vulgaris seed germination success. 
E indicates jnstandardised regression weight (L.e., slope of the regression line). 

Factor B / 2 P 

light exposure X Intubation temperature 0.129 157.5 : 0.00] 
Gemiination solution X Incubation temperature -0.126 95.8 < 0.001 

Gemiination solution X Treatment -0.133 00.3 < 0.001 
light exposure X Treatment -0.210 70.7 0.00] 
Light exposure x storage method -0.540 27.0 : 0.00] 
l:ijrL"?.[ioji temper,:. [Lire * Sior^je nieihoil 0.006 20.1 : 0.001 
Intubation temperature Treaauerit -0.014 1 I.L 0.001 
Gemiination solution K Storage method 0.199 10.5 0.001 

Treatment X Storage method -0.077 10.') 0.002 

U. vulgaris appear to possess non -Jeep s imple morphophys ioJog ica l 
d o rmancy (MPD ) o n the basis o f an undi f ferent iated embryo at seed 
matur i t y arid an apparent phys io log ica l component to do rmancy as 

ind ica ted by a strong posit ive effect of w o r m strat i f i cat ion for l ight-
exposed seeds. Exposure to ethylene appears to act as a germinat ion 
st imulant i n U. vulgaris, as has been reported for other, often co-
occurr ing aquatic carn ivorous plants i n c l u d i n g Aldrovanda vesiculosa 
(Gross et a l . , 201 2. 2016 ) . Indeed, a s t imulatory effect of ethylene on 
seed ge rmina t i on has also been reported for od i e r carn ivorous plants 
f rom wet habitats , such as species o f Byblis (dross et al ,* 2QISa) . 

Data f r om the present study suggests the f iee- f l cat ing aquat ic 
U. vulgaris produces photoph i lous seeds, w i t h l ight exposure a require­
ment for seed germinat ion . Seeds of aquatic plants t yp ica l l y requ i re l ight 
for seed ge rmina t i on to occur (Frankland et a l . , 1987; Bask in et Bask in , 
1 99G). Th i s prevents seeds f rom ge rmina t ing underwater i n condi t ions 
unsui tab le for further g rowth of seedlings; for example , i n anaerobic 
env i ronments i n m u d d y substrate o r at l o w temperatures (Bibbey, 194C; 
H o l m , 1972; Bask in et B a s k i n , 1998). In seed-ris ing experiments, die 
vast major i ty of seeds surfaced pr io r to germinat ion , though a few also 
genn lnated w i thou t r i s ing (Fig, o). Th i s some trend has also been 
c o m m o n l y observed for U. vulgaris seeds ge rmina t ing outdoors i n con­
tainers under exper imenta l cul ture (L. Adamec , unpubl ished ) . We 

5 
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Fig . 5. Germination probability ±95 % CI of Utricuiaria vulgaris seeds between those diat rose to the surface of germination media and those that remained fully 
submerged, incubated in light (open symbols) o i constant darkness (closeJ symbols) under different temperature conditions. 

therefore suggest that the r i s ing o f seeds to the water surface is (broadly ) 
a necessary precursor to seed germinat ion , l i k e l y fac i l i tat ing l i gh t 
exposure. The r i s ing of U, vulgaris seeds i n this manner is probab ly a n 
impor tan t eco log ica l process, as otherwise the t i n y seedl ings ( K g . S I ) 
may become entangled at depth arid at l ow temperatures, po tent ia l l y i n 
l ow- l i ght condi t ions and under, anox ia . To the best of our knowledge , 
this process has not been descr ibed and pub l i shed so far". It seems l i k e l y 
that gas accumula t i on (possibly CO;,) ins ide or w i t h i n the seed testa 
in f luenc ing seed buoyancy , i n a s im i l a r fashion proposed for 
A. vesiculosa (Cross, 2012) , may faci l i tate this process; future studies 
shou ld examine this interest ing and potent ia l ly impor tant eco log ica l 
process i n greater de ta i l . 

D u r i n g exper iments , greatest seed ge rmina t i on i n U. vulgaris 
occurred i n a ge rmina t i on so lut ion of p H 8. This treatment most c losely 
rep l icated the p H condi t ions o f the na tu ra l habi tat at Hrabanovska 
ce rnava fen, where water p H d u r i n g the g row ing season ranges f rom p H 
7 -S . Th i s may be expected g i ven U. vulgaris most c o m m o n l y occurs i n 
pH-neut ra l water i n fens (Kap l an et a l . , 20 17), and suggests the cond i ­
t ions requ i red for seed ge rmina t i on i n the aquatic U. vulgaris may dif fer 
f r o m those of terrestr ial Utricuiaria species. For example , K o n d o (1971) 
emp loyed four different p H solut ions (p r l 4.5, 4,7, 5.1, 7.2) i n genn i -
nat ir ig the seeds of terrestr ia l U. jimcca and U. comuta, and reported 
highest g ennh ia t i on probab i l i t y for bo th species at p H 4.5—5.1. 

Seed do rmancy w i t h a phys io log ica l component mus t be a l lev iated 
by exposure to per iods of sui tab le env i ronmenta l cond i t i ons (Bask in and 
Bosk in , I99C) . P rev i ous authors have proposed that seed dormancy i n 
11 vulgaris, at least i n temperate regions, is l i k e l y a l l ev ia ted by a per iod 
o f co ld s trat i f i cat ion over the co ld w in te r months pr io r to ge rmina t i on i n 
spr ing , as. ind ica ted by h i gh ge rmina t i on success, reported for seeds 
incubated under ind ica t i ve spr ing temperatures f o l l ow ing co ld strat i f i ­
ca t i on {Baskin et Bask in , 199S). S im i l a r ge rminat ion responses 
f o l l ow ing co ld s trat i f i cat ion have been reported for species co -occurr ing 
w i t h U, vulgaris, i n c lud ing Potamogctoiipraclcngus (Prausovd et a l . , 2 0 1 3 , 
20 14). However , data f rom the present study suggests that co ld strat i­
f i ca t i on was poor l y effective at a l l ev ia t ing seed do rmancy in U, vulgaris,. 
and that M P D was instead a l lev iated by a per iod of w a r m strat i f icat ion 
[Tig. - ) . Response to w a r m strat i f icat ion i n this manner m a y faci l i tate 
seed ge rmina t i on i n sha l l ow we t l and pools where the water c o l u m n 
warms i n temperature more rap id l y f o l l ow ing the onset of spr ing con­
di t ions. Howeve r , such sha l l ow wet land habitats may experience more 
pronounced d r y ing dur ing late spr ing and ear ly summer w i thou t 

consistent ra in fa l l ; tor example , comple te des iccat ion of U. vulgaris 
hab i ta t was obse ived i n 2015 at both study sites i n the Czech Republ ic 
(Bohdonecsky f ishpond and f i rabanovskd ce rnava fen). As w a r m strat­
i f i cat ion occurs w h e n seeds are exposed to periods o f w o r m , mo is t 
storage (ICaplan et al ,* 2017 ) , i t is also possible that seed do rmancy is 
a l lev iated i n late summer as water levels beg in r i s ing but ambient 
temperatures r ema in w a r m . Fur ther s tudy is requ i red to de te rmine die 
seasonal t i m i n g o f w a r m strat i f icat ion i n U. vulgaris. 

It is p laus ib le that the apparent s t imula to ry effect of e thy lene o n seed 
ge rmina t i on i n U. vulgaris represents a bet hedg ing mechan i sm, w i t h 
biogenic ed iy lene release f rom sediment s i gna l ing suitable sediment 
mo is ture levels for seed ge rmina t i on as has been reported for od i e r 
sha l low, h i gh l y ephemeral wet lands (Cross et a l . , 2014 ) . The l ight 
r equ i r ement c a n be somewhat a l lev iated b y ethylene exposure. A c ­
cord ing to our results., an impac t of E thephon releasing ethylene s t im­
ulates seed ge rmina t i on i n both the l i gh t and dark conditions, (the most 
successful var iant of a l l tests i n dark condi t ions , g e rmina t i on rate 17.3 
%). The presence of ed iy l ene probab ly compensates the lack o f l ight 
dur ing germinat ion . Pos i t ive effect of E thephon on ge rmina t i on was 
proved for other aquat ic plants, for example up to 5 % Potamogctoii 
praclongiis seeds germinated w i t h E thephon (Prausova et a... 20 14). 
Ge rm ina t i on rate was h i gh (>75 % } i n ethylene-exposed seeds incubated 
at 2 [ *C, o n a 15-h photoper iod i n a lka l ine ge rmina t i on so lu t i on . This is 
a lmost an ident i ca l m e c h a n i s m to what was found for Aldrovanda ves­
iculosa (Cross et a l . , 2016) , and very s imi lar to other carn ivorous plants 
f rom wet habitats such as Byblis (Cross et a l . , 2 0 ISa). 

It appears, that U. vulgaris produces a long- l i ved sediment seed bank, 
as seeds discovered i n 70 -100-year -o ld sediments i n South M o r a v i a 
have been subsequent ly germinated under laboratory experiments 
(Ga lova and Ha jkova , 20 14). This m a y i m p l y that U. vulgaris seeds cycle 
i n and out of do rmancy i n response to seasonal condi t ions , as has been 
shown for other species p roduc ing seeds w i t h a phys io l og i ca l component 
to do rmancy (e.g;., Me r r i t t et a l . , 2007) . Utricuiaria vulgaris seeds were 
stored under bod i d r y and wet cond i t i ons before seed ge rmina t i on ex­
per iments, and w e observed no dec l ine i n ge rminab i l l t y f o l l ow ing even 
extended per iods o f d r y storage pr io r to ge rminat ion exper iments . Bas­
k i n and BasJdn ( 1 ) report that the seeds of some aquat ic plants both 
exit and re-enter do rmancy i n response to seasonal drought , and A i t s 
and v a n der f ie i jden 0 990} con f i rmed that drought or w a r m strati f i ­
cat ion for 28 days at about 20/G '̂ C temperature a l lev iated or b roken 
seed do rmancy i n Littorella uniflora (P lantaginaceae) . Mnensche r ( [ 936) 
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reported that a i r -dr ied Potamogetan seeds stored dry for 2 - 3 months d id 

not germinate, wh i l e Hay et al. (2Q0S) suggested that Potasnovcton seeds 

survived dry ing and germinated upon subsequent rewett ing. Seeds of 

P. praclcngus surv ived d ry ing and germinated after water logg ing 

(Prausova et al., 20 I 3, 20 I 4). W a r m strat i f icat ion or dry storage broke 

seed dormancy of medi terranean species P. sehwcinfurthii (Spence et a l , 

1971). Seeds o f Aldrovanda vesiculosa also appear tolerant of des iccat ion 

and m a y survive across seasons in a persistent sediment seed bank (Cross 

et a l . . 2015] . Future studies should examine d ie persistence c f the seed 

bank i n U. vulgaris and other aquatic carnivorous plants, and the degree 

to w h i c h seeds are tolerant of extended periods of seasonal desiccation. 

The storage of seeds at l o w temperature is a possible method to 

prevent physio log ica l changes w i d i i n seeds responsible for seed 

dormancy a l lev ia t ion or the s t imula t ion of germinat ion [Baskin anil 

Baskir.. Cryopreservat ion at ultra- low temperatures ( l iquid n i ­

trogen, - 1 9 6 P Q a l lows for the long-term storage of plant mater ials , 

i n c lud ing d ie seeds of at least some species of carnivorous plants (Nor th 

et a l . , 202 I}. Standard cryopreservat ion techniques are based on dehy­

drat ion caused by freezing (Er.gelnianr., 2 0 0 - ) , and data f r om the pre­

sent study suggests that storage o f V. vulgaris seeds i n l i q u i d ni trogen was 

not deleterious to seed germinat ion success. Indeed, U. vulgaris seeds 

stored at IS X or i n l i qu id ni trogen at SO X germinated more 

read i ly than seeds stored for a comparable per iod at r oom temperature 

(Fig. 4). Future studies should examine the efficacy and v i ab i l i t y of 

cryopreservat ion as a n cx situ conservat ion tool i n V. vulgaris and other 

aquatic carnivorous plants i n greater detai l . 

5. C o n c l u s i o n s 

Apparent morphophys io log i ca l seed dormancy in U. vulgaris appears 

al lev iated by w a r m strati f icat ion, w i t h seed germinat ion st imulated by 

exposure to ethylene gas under suitable temperature and moisture 

condit ions. However , the success of seed germinat ion appeal's, l inked to 

l ight ava i labi l i ty , water chemistry, and , thus, seed posit ion in the water 

co lumn, w h i c h Indicates careful management of remnant habitats har­

bour ing this species may be needed to ensure positive conservat ion 

outcomes. As U. vulgaris has been assessed as Cr i t i ca l l y Endangered i n 

the Czech Republ ic (Gru l i ch , 2017) , threatened pr imar i l y by succes-

sionad degradat ion of sites, eutrophicat ion, grounding o f pools and 

ponds, and hydro log ica l changes [Sumberovru 201 ] ) , management ac­

tivit ies shou ld focus on the maintenance of hydro log ica l regimes, water 

qua l i ty and contro l of invasive macrophytes. Management measures 

should ma in ta in the shal low, open, mesotrophic habitats enabl ing 

v igorous growth of U. vulgaris {Kaplan et a l . . 20 17), ensuring that con­

dit ions are opt ima l for both asexual and seed-based reproduct ion. 
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