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Anotace

SPRINGROVA 1. Vyznam kryokonzervace semen pro jejich klicivost na prikladu
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Univerzity Hradec Kralové. Vedouci diplomové prace RNDr. Romana Prausovj,
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Diplomova prace se zabyva studiem vyznamu zamrazeni semen terestrickych
avodnich rostlin pro uchovani schopnosti kli¢ivosti a sniZeni nebezpeci
kontaminace pri jejich kultivaci vlaboratornich podminkach. Soucasné studie
dokladaji vyznam vcasného a spravného ulozeni semen nebo plodi cévnatych
rostlin pro jejich nasledné tUspésné kliceni. Vyznamné zpomaleni fyziologickych
procest v semenech a plodech udrzuje vyssi vitalitu a oddaluje ztratu schopnosti
kliceni. Ke kryokonzervaci se pouZzivaji rtizné metody zmrazeni pii teplotach

-20°C, -80 °C nebo vtekutém dusiku pii teploté -180 °C (které se nejCastéji
pouzivd pfi manipulaci s biologickym materidlem v nestabilnich teplotnich

podminkach).

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

trofii — autotrofie, mixotrofie).
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This Master thesis studies an importance of freezing of seeds for germination of
terrestrial and aquatic plants seeds, 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 decreasing 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 plants - 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 species plants
and whether it works on the same princip at terrestrial and aquatic plants (with a

different trophy - autotrophy, mixotrophy etc.).
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Uvod

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda u semen vybranych terestrickych
avodnich rostlin dochazi ke zméné kliCivosti semen, pokud jsou pred testy
kli¢ivosti uloZena v hlubokomrazicim boxu. Ve variantach testi klicivosti se testuji
semena, kterd jsou uloZena na sucho pri pokojové teploté, a semena skladovana
kryokonzervaci pri teploté -80 °C. Semena byla vystavena takovym faktorim, jako
je zplisob ulozeni semen, teplota, svétlo, tepld a studena stratifikace. Jednotlivé
varianty testt klicivosti v laboratornich podminkach vychazely z jiz znamych adajt
o ucinném zplisobu preruseni dormance. Soucasti diplomové prace je reSerse
zdroji zamérenych na testované ohrozené druhy cévnatych rostlin: bublinatky
obecné (Utricularia vulgaris), rdestu dlouholistého (Potamogeton praelongus),
zvonovce liliolistého (Adenophora liliifolia). Prace se soustfedi na morfologické
znaKy téchto rostlin, druhové rozsiieni a jejich vyskyt v Ceské republice a ve svété.

Pozornost je vénovana téz ekologickym naroklim jednotlivych studovanych druht.



1 Teoreticka cast

1.1 Kli¢eni semen

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

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

1.1.1 Fyziologie kliceni

Kliceni semen zavisi predevsim na fyzikalnich procesech bobtnani. Semena rostlin
zacinaji klicit po piijmu potiebného mnozstvi vody (Kincl et Krpes 2000, Campbell
et Reece 2008). Prijem vody je trifazovy proces s rychlym pocatecnim
vychytavanim (faze I), nasleduje plosna faze (faze II) a dale faze zvySeni piijmu
vody (faze IIl). Osa embrya se prodluzuje, a tim protind kryci vrstvy semene

(Schopfer et Plachy 1984, Finch-Savage et Leubner-Metzger 2006).

K ristu semene dochazi diky vstrebani vody a prolomeni obalu (Campbell et Reece
2008). Bunécné vakuoly a bunécné koloidy prijimaji vodu pomoci rozpinatelnych
pletiv. Diky nim pribyvaji na svém objemu (Kincl et KrpeS 2000). Tento proces je
nazyvan bubieni semen, pii kterém vznikd bubrivy tlak a zvétSuje se objem
semene (Kincl et Krpes 2000, Ttima et Timova 1998). Embryo je obklopeno dvéma
krycimi vrstvami, triploidnim endospermem (vyzivujici Zivé buriky) a diploidni
testou (vrstva semena, prevazné mrtvé burnky). U nékolika druht rostlin je
endosperm zcela zniCen béhem vyvoje semen a Ziviny jsou premistény do

zasobnich déloh (Watkins et Cantlife 1983).

Velmi dilezitymi spoustéci jsou metabolické zmény v embryu, které umoziuji
pokracovani v riistu (Campbell et Reece 2008). Svoji Cinnosti Stépi slozité zasobni
latky (proteiny, Skrob, oleje) na jednodussi latky, které jsou predevsSim potiebné

pro rist pletiv (Kincl et Kolkova 1984).

Viditelnym znakem zdaftilého kliceni je penetrace radikuly skrz semenné obaly

(Bewley 1997) a vyraseni vyhonkd na povrch plidy (Fenner et Thompson 2005).
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1.2 Faktory ovliviujici kli¢eni

Kliceni semen zavisi na celém souboru podminek, které jsou pro kliceni zcela
nepostradatelné (Kincl et KrpeS 2000). Semena potrebuji k vykli¢eni specifické
vnéj$i podminky jako je voda, svétlo, kyslik, teplota a chemické vlivy (Sebanek

1998, Tiima et Timova 1998, Kincl et Krpes$ 2000).

Vhodnost semen pro kliceni kromé wnéjSich podminek urcuji také wvnitini
podminky. Nejsou-li splnény vnitfni podminky, semena neklici, poptfipadé mohou
kli¢it velmi pomalu a obtizné, i kdyZ vnéjsi podminky jsou priznivé (Praskova

2013).

1.2.1 Vnéjsi podminky Kkliceni

Voda

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

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

Kyslik

Kyslik je dalsi nepostradatelny faktor pro Kkliceni (Ttma et Tdmova 1998,
Prochazka 2003). Semena nékolika vodnich druhli potiebuji pro své kliceni
dostatek kysliku. Nedostatek Kkysliku muze rovnéz vést k preruseni dormance u

semen, kterd potrebujici stratifikaci chladem (Come et al. 1991). Ve vodnim
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prostredim je dilezita koncentrace rozpusténého kysliku, ktera zalezi na hloubce,
teploté vody a cinnosti organismi (Sculthorpe 1967). Vodni abaZinné druhy
mohou vykli¢it bez pritomnosti kysliku. Plyny pozitivné ovliviiuji klicivost semen,
predevSim vySsi koncentrace oxidu dusného, ktery pravdépodobné rusi nékteré
druhy dormance (Sarath et al. 2006). SniZené mnozZstvi kysliku anebo zvySené
mnoZstvi oxidu uhli¢itého inhibuje Kkli¢ivost umnoha druhii rostlin. Cim jsou
semena uloZena vice k povrchu, tim maji vétsi dosaZitelnost potifebného mnozstvi
kysliku. Semena a pidni organismy dychaji, tudiZ dochazi ke spotiebé vzdusného
kysliku. Nedostatek kysliku je kompenzovan zvySenim anaerobniho metabolismu,
ktery zplsobuje akumulaci toxickych latek v okoli semen (Benvenuti et Macchia

1995, Corbineau et Come 1995).

Teplota

Pro Kkli¢eni rozliSujeme kardinalni teplotni body, tj. hodnoty minima, optima,
maxima (Prochazka 2003, Tlima et Timova 1998, Kincl at Krpes 2000). Rostliny v
nasich podminkdch mivaji teplotni minimum 1-10 °C, optimum 25-28 °C a
maximum kolem 37 °C. Nékteré druhy rostlin musi zpo¢atku promrznout, ptricemz

dochazi k poruseni endospermu. Rostlina diky tomu mitize zacit kli¢it (Tima et

Timova 1998).

Semena nékterych druhii vyzaduji pro kli¢eni stalou teplotu, jind semena naopak
vyZaduji stfidani teplot (Atkins et al. 1987). Dormance semen byva preruSena v
zimnim obdobi studenou stratifikaci, poté mohou semena v obdobi jara zacit klicit

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

Svétlo

Semena reaguji na pritomnost svétla tim, Ze dokazi regulovat klieni v prijatelnou
dobu (Fenner et Thompson 2005). Svétlo neni podminkou pro kliCeni, i kdyz
néktera semena mohou rychleji kliCit na svétle nez ve tmé. Proto se rostliny cleni
podle reakci na svétlo (Prochazka 2003), a to na druhy reagujici zaporné (svétlo
kliceni inhibuje), a reagujici kladné (svétlo kliceni stimuluje) a fotoblasticky

(adaptacni vyznam). Pro kliceni semen je diilezité zachyceni svétla v podobé
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fytochromu. Mezi hlavni patii fytochrom A, fytochrom B. Fytochrom A reaguje od
UV po infraCervené zareni. Fytochrom B reaguje na infracervené zareni
(Shinomura 1997). Aktivni forma fytochromt zahaji kliceni, inaktivni forma kli¢en{

inhibuje (Baskin et Baskin 2014).

Chemické a fyzikalni vlivy

U nékterych druhii rostlin byly provadény pokusy zaméiené na zasahy, které by
mohly ovlivnit Kkli¢ivost. Pozitivni Ucinek byl zjistén, kdyZ bylo semeno pted
zahajenim testu Kkli¢ivosti ozareno laserem, radioaktivnim zarenim (Prochazka
2003). U druhu Potamogeton praelongus bylo k oSetfeni semen pouZito UVA zareni
(Prausova et al. 2013). Toto zareni ma vice energie nez viditelné svétlo, ale je méné
energetické nez UVB zareni. Test plisobeni UVA na semena tohoto druhu po dobu
30 minut ukazal, Ze nazky mohou prezit v terestrickych podminkach, kde vyschnou
a jsou vystaveny UVA zareni. To miiZze aktivovat jejich kliceni, které nastane po

zvySeni vlhkosti (Prausova et al. 2013).

Pozitivni Gc¢inek na kliceni semen ma i ethylen. V laboratornich testech kli¢ivosti se
vyuziva synteticky vyrabény regulator riistu Ethephon (2 - chlorethylfosfonova
kyselina) (Durrant et Masch 1991). Ve vodném prostiedi je Ethephon rozloZen na
etylen, fosfat a chloridové ionty (Roberts 1998). Uéinek etylenu na preruseni
dormance a aktivovani Kkliceni semen je znam napi. u druhu Amaranthus
retroflexus, stejné jako pozitivni ucinek kyseliny giberelové (Kepczynski et Sznigir
2012). Dormantni semena mohou byt uvolnéna z dormance téZ studenou
stratifikaci, dale dozravanim v suchych podminkdch nebo plisobenim dalSich
chemickych latek (Bewley et Black 1994). Uvoliiovani z dormance zahrnuje zmény
koncentraci kyseliny abscisové (ABA), giberelinti (GA) a etylenu, a zmény citlivosti

na tyto hormony (Kepczynski et a Kepczynska 1997, Matilla 2000, Hilhorst 2007).

1.2.2 Vnitini podminky kli¢eni

Vnitini podminky kliceni jsou urceny chemickym sloZenim, propustnosti obalg,
hydrata¢ni schopnosti a jeji velikosti (Copeland et McDonald 2001). Ziva semena

rostlin, kterd maji vyhovujici podminky pro kliceni, nemusi obvykle vyklicit.
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Divodem nevykliceni miiZze byt nepropustnost osemeni pro vodu, vyskyt
palisdidového sklerenchymu v osemeni, ktery brani priniku vody testou, dale téz
nedostatecna permeabilita pro 02 a COz, kdy ve vnéjsi vrstvé semene (endosperm,

nucelus, testa) neprobiha dostatecna vymeéna plynti (Prochazka 2003).

1.3 Dormance

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

inhibi¢niho charakteru (Bewley 1997, Tima et Timova 1998).

U semen muzeme rozliSit dva typy dormanci jako je primarni a sekundarni
dormance. Primarni dormance (vrozena) probihd u semen, ktera nevyklici
okamzité po dozrani na materské rostliné. Tato dormance je fizena inhibi¢nimi
vlivy ABA pfi zrani semen na mateiské rostliné (Finch-Savage et Leubner- Metzger
2006). Sekundarni (vyvoland) dormance vznikd reakci na nepiiznivé Zivotni
podminky. Semena s touto dormanci mohou pieckavat v klidu kratkodobé, do
obdobi zlepSeni podminek nebo dlouhodobé po nékolik sezén (Harper 1977,
Fenner 1985).

Dormance je adaptace rostlin na preziti v ménicich se podminkach (Harper 1977).
K dormanci semene mohou byt rtizné priCiny, napriklad kratka doba slunec¢niho
zareni, pokles teploty (Campoy et al. 2011). Aby doslo k preruSeni dormance, musi
prijit podnét z prostredi. Mezi tyto podnéty radime predevsim teplotu, plisobeni

dusicnant, svétla a dokonce i slozek koure (Bewley et al. 2013).

Nejnovéjsi vysvétleni dormance predlozili Baskin et Baskin (2004), Finch- Savage
et Leubner-Metzger (2006), kteri dormanci semen definuji jako potrebné
podminky, tedy faktory prostifedi dllezité pro kliceni semen, které by uvolnily
semeno z dormance. D4 se Fici, Ze dormance podle vSeho souvisi s klimatickymi
zménami, které probihaji béhem historie Zemé (Bewley et al. 2013). Proto se

blokovani kli¢eni vyvinulo u riznych druhli vCetné jejich adaptaci na prostredi

14



umoziujicich kliceni za vhodnych podminek (Hilhorst 1995, Vleeshouwers et al.

1995, Bewley 1997, Baskin et Baskin 2004, Fenner et Thompson 2005).

Semena jsou schopna pretrvat v dormanci rok i vice let. Nékterd dormantni
semena mohou byt vitalni a schopna kli¢it od nékolika dnli po desetileti, dokonce i
déle. Tento fakt zaleZi na druhu a prirodnich podminkach (Campbeel et Reece
2008). Proto je mnoho blokt kliceni, které vznikly jako adaptace na rtizna prirodni
stanovisté a klima, ve kterych pilisobi (Bewley et al. 2013). Dormance miiZe
nékterym druhlim zarucit preziti ptirodnich katastrof (Finkelstein 2008). V pidé
se hromadi velké zasoby nevyklicenych semen, ktera se mohou nakupit béhem
nékolika let. Proto se ve vegetaci okamzité objevi po suchu, zaplavach a poZzaru,

piipadné dalSim narusenim (Campbeel et Reece 2008).

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

morfofyziologickou, fyzikalni a kombinovanou, chemickou a mechanickou.

vV

2004). VySe uvedeny Kklasifika¢ni systém dormance ukazuje na velkou rozmanitost
morfologickych a fyziologickych vlastnosti v reakci na rGzna prostiedi

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

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

embrya k endospermu.

1.3.1 Morfologicka dormance

U mnoha druhl rostlin s morfologickou dormanci rozliSujeme diferencované

embryo, radikulu s déloznimi listky. V semeni se nachazi embryo, které neni
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dostatecné vyvinuté. Aby doslo k vykliCeni, je zapotiebi, aby embryo dostatecné
vyrostlo. Jiné druhy semen s morfologickou dormanci maji nediferencované
embryo, coZ je masové rozptyleni bunék. U tohoto typu semen nedochazi ke
kliceni, dokud se diferenciace a riist aplné nedokon¢i. Zralému semeni je tedy
zabranéno vyklicit kvili morfologické charakteristice embrya (Baskin et Baskin

1998).

Embrya semen s morfologickou dormanci nepotrebuji specifické podminky ani
oSetreni, aby doSlo k preruseni dormance a vykliceni. Dormance je tedy doba mezi
inkubaci Cerstvého semene a vznikem radikuly (Baskin et Baskin 2004).
Morfologickd dormance se vyskytuje predevSim u semen s linedrnim

a rudimentalnim embryem (Baskin et Baskin 1998).

Semena nékterych tropickych druh s morfologickou dormanci vykli¢ci za
vhodnych podminek za 1-3 mésice (Hayat 1963). Pri prijatelnych podminkach
zacne zralé semeno riist v dobé nékolika dnti az tydnii. Nasledné semena vyKkIici v

pribéhu 30 dni (Baskin et Baskin 2004).

1.3.2 Morfofyziologicka dormance

Cerstvé vyzrald semena majici morfologickou dormanci, jsou schopna si souc¢asné
vyvinout fyziologickou dormanci. Tato dormance je tedy kombinaci morfologické a
fyziologické dormance (Baskin et Baskin 1998). Semena s morfofyziologickou
dormanci maji nedostatetné vyvinuta embrya. Semena v tomto typu dormance
vyZaduji oSetreni, aby doSlo k preruSeni dormance. Prikladem oSetfeni semen
miZe byt kombinace teplé anebo studené stratifikace, ktera mize byt nahrazena

aplikaci kyseliny giberelové (Baskin et Baskin 2004).

Morfofyziologickd dormance se objevuje u semen, kterd maji primitivni nebo
linearni embrya. Nékteré Celedi rostlin maji nedostatecné vyvinuta embrya, proto
nelze presnéji urcit, zdali se jedna o morfologickou nebo fyziologickou dormanci.
PreruSeni dormance embrya se odviji od specifickych podminek prostredi, které
souvisi s druhem rostliny (Baskin et Baskin 1998). V zavislosti na druhu dochazi k
prerusSeni dormance stratifikaci pri teploté 15 °C (Baskin 1990b) nebo chladovou

stratifikaci pri teploté 0-10 °C (Baskin et Baskin 1984), prip. teplou stratifikaci
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(Nikolaeva 1977). Morfofyziologickd dormance (MFD) byla roz¢lenéna na nékolik
typt (Baskin et Baskin 1998, 2004).

e Nehluboka jednoducha dormance

Tento typ MFD byl poprvé popsan u celedi Apiaceae (Baskin et Baskin 1990a).
Dozravajici semena pozdniho jara Kkli¢i nasledujici podzim, pokud je prerusena
fyziologickd a morfologickd dormance. Pti nizkych teplotach (5,15/6 a 20/10 °C)
nedochazi k preruseni dormance, naopak je tomu pti vyssich teplotach v 1été, kdy
je dormance preruSena pfii teploté 25/15, 30/15 a 35/20 °C. Morfologicka
dormance nemiZe byt prerusena diive nez fyziologickd dormance, proto embryo
nezacCind rust diive neZ v dobé podzimu. Semena pro své Kliceni potiebuji
prijatelnou teplotu, napt. 25/15 °C, vlhky substrat a dobré svételné podminky.
Pokud semena vstoupi do nehluboké fyziologické dormance, nedochazi ke kliceni
semen ve vhodnych podminkach. Z fyziologické dormance semeno zpravidla
vystoupi dalsi 1éto. Morfologicka dormance vétSinou byva ukoncena na podzim,

kdy jsou omezené svételné, vodni a teplotni podminky (Baskin et Baskin 1990a).

e Stiredné jednoducha

Semena stiedni jednoduché MFD potiebuji v dobé 1éta teplou stratifikaci, aby se
prerusily obé dormance. Po preruseni fyziologické dormance dochazi k ristu
embryi na podzim pfi teplotach 15-20 °C. Semena, ktera maji prodlouZena embrya,
vyZaduji studenou stratifikaci za¢atkem léta. Cerstvé zrala semena, nachazejici se
vpldé za prirozenych sezonnich teplotnich zmén, vykli¢i nasledujici biezen

a duben (Baskin et Baskin 1998).

¢ Hluboka jednoducha

Semena s hlubokou jednoduchou MFD vyZaduji zahrati a naslednou studenou
stratifikaci predtim, nez zacne semeno klic¢it, protoze hluboka jednoducha MFD
obsahuje jednu morfologickou a dva typy fyziologické dormance (Baskin et Baskin
1998). Nikolaeva (1977) zdlraznila, Ze druha ¢ast tepelné stratifikace by méla mit
nizsi teplotu neZ prvni ¢ast. Aby doslo ke zruseni morfologické dormance, musi byt

preruseny oba typy fyziologické dormance. Teplotni poZadavky na preruseni
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prvniho typu fyziologické dormance jsou splnény v 1été (stratifikace teplem pri
relativné vysoké teploté). Na podzim (stratifikace teplem pfi relativné nizkych
teplotach) a v zimé (studenda stratifikace) se prerusi druhy typ fyziologické

dormance, coZ umoZziiuje semeni zacit kli¢it v dobé jara.

¢ Nehluboka komplexni

Pro tuto dormanci je potifeba studend stratifikace. Aby byla stratifikace Ucinna,
musi nejprve probéhnout stratifikace teplem (Baskin et Baskin 1998). Pri plisobeni
stratifikace chladem na semena s nehlubokou fyziologickou dormanci miiZe
dochazet k uvolnéni zasobnich latek v endospermu, které se stanou pristupnymi

pro rostouci embryo (Stokes 1952b).

e Stiedné komplexni

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

teplot dochazi v semenech k ristu embrya (Baskin et Baskin 1998).

e Hluboka komplexni

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

dtlezité pro rist embrya.

1.3.3 Fyziologicka dormance

Tato dormance je zpusobena fyziologickymi inhibi¢nimi mechanismy embrya,
které chrani pred vznikem radikuly. Mnoho semen s touto dormanci nepropousti

vodu (Baskin et Baskin 1998). Fyziologickou dormanci miizeme rozdélit do ti{
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urovni: nehlubokd, stifedné hluboka a hluboka (Nikolaeva 1977, Baskin et Baskin
2004).

e Nehluboka fyziologicka dormance

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

kliceni u semen s timto typem dormance (Baskin et Baskin 2004).

e Stiredné hluboka fyziologicka dormance

U stredné fyziologické dormance jsou semena prerusena stratifikaci chladem
(Nikolaeva 1969). Aby dosSlo k preruseni dormance, vyzaduji 3-4 mésicni
stratifikaci chladem. Kromé toho zavisi na druhu rostliny a dobé plisobeni

stratifikace (Baskin et Baskin 1998, 2004).

¢ Hluboka fyziologicka dormance

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

giberelové nedochazi k preruseni dormance (Nikolaeva 1977).

1.3.4 Fyzikalni dormance

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

prichodnost vody do semene (Baskin et Baskin 1998).
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1.3.5 Kombinovana dormance

Piitomnost fyzikdlni a fyziologické dormance u semene je oznacovana jako
kombinovana dormance (Nikolaeva 1969). Pro zahajeni kliceni semene musi byt
preruseny obé dormance (Barton 1934). Pii této dormanci maji semena
nepropustny plast pro vodu v kombinaci s dormantnim embryem (Baskin et

Baskin 1998, 2004).

1.3.6 Mechanicka dormance

Mechanickou dormanci zptisobuje vyskyt tvrdé plodové stény, a proto je endokarp
nepropustny pro potfebnou vodu (Nikolaeva 1969). U ostatnich rostlinnych celedi
miZe byt endokarp propustny pro vodu. Nékteré plody s kamennymi endokarpy
maji embrya s hlubokou fyziologickou dormanci. K preruSeni dormance je
zapotfebi dlouhé studené stratifikace (Nikolaeva 1969). Aby doSlo ke Kkliceni

semene, musi byt endokarp zcela odstranén (Baskin et Baskin 1998).

1.3.7 Chemicka dormance

Chemickda dormance semen miiZe byt preruSena odstranénim perikarpi nebo
vyluhovanim inhibitort kliceni (Nikolaeva 1969, 1977). Studie ukazuji, Ze se
nemusi jednat o skute¢nou chemickou dormanci, protoze Ucinky inhibitori byly
testovany na semenech za ucelem prerusSeni fyziologické dormance (Baskin et

Baskin 1998).

1.4 Preruseni dormance

1.4.1 Pisobeni rostlinnych hormonu (fytohormonii)

Fytohormon je organicka sloucenina, ktera je po syntéze v jedné casti rostliny
transportovana do jiné ¢asti (Gloser 1995, Campbeel et Reece 2008). Rostlinné
hormony miZeme oznacit jako pfirozené regulatory (Psota et Sebanek 1999),
chemické slouceniny piisobici ve velmi malém stopovém mnozZstvi (<1mmol. 11
nebo < 1umol.l1). Latky, které podporuji rist, jsou oznacovany jako stimulatory,
naopak latky s opatnym ucinkem jsou oznacovany jako inhibitory (Tlma et

Timova 1998). Plisobenim fytohormonti dochazi k biochemické, fyziologické
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a morfologické reakci, kterd plisobi v misté vzniku nebo je transportovana

vodivymi svazky nebo diftizi do jiného mista (Psota et Sebanek 1999).

Rostliny pouZivaji Sirokou skalu fytohormont, jako jsou napriklad auxiny, kyselina
abscisova, cytokininy, etylen a gibereliny, které ptisobi v malém mnozstvi (Teale et
al. 2006). Fytohormony hraji dilezitou roli ve fyziologii rostlin, napt. u kli¢ivosti
semen, tvorby kotenti, kvétl atd. (MacDonald 1997, Woodward et Bartel 2005). V
gibereliny, cytokininy, kyselinu abscisovou (ABA) a plynny etylen (Gloser 1995,
Hopkins 1995). Dalsi fytohormony v mensich zastoupenich jsou brassinosteroidy,

kyselina jasmonova a fenolické latky (Gloser 1995).

Auxiny

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

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

Kromé rostlin produkuji své metabolity také plidni mikroorganismy, bakterie,
houby a rasy (Sarwar et Kremer 1995). Bakterie na rhizodermis stimuluji
proliferaci postrannich kotent, které zvysuji povrch pohlcujici Ziviny a vysledkem
je lepsi asimilace vody a Zivin z ptidy. Mohou zlepsit riist rostlin tim, Ze zvysSuji
klicivost, chrani rostliny pred Sklidci a chorobami prenaSenymi puadou

(Thomashow et Weller 1996, Berg et al. 2005).

Cytokininy

Cytokininy jsou Né substituované derivaty adeninu s dusikovou purinovou bazi.
NejrozsirenéjSim prirozenym cytokininem ve vyssich rostlinach je zeatin (Hopkins

1995). Tento fytohormon je spojen s mnoha aspekty rlistu a vyvoje rostlin, véetné
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kli¢ivosti semen, funkci meristému, apikalni dominance a senescence listi (Mok et

Mok 2001).

Gibereliny

Gibereliny jsou skupinou rostlinnych hormont, které se miZou definovat vice
podle chemické struktury nez jejich biologické aktivity (Hopkins 1995). Prvni gen
giberelinové drahy byl izolovan z ryZového patogenu Gibberella fujikuroi. Tato
houba se komerc¢né pouzivd pro vyrobu Kkyseliny giberelové a pribuznych
giberelint (Tudzynski 1999). Za prvni izolovany a popsany hormon je povazovan
GAs, ktery je znam jako GA (Gibberellic Acid), protoZe je snadno extrahovan
z houbovych kultur. Gibereliny jsou nejvice dostupné, v diisledku toho se nejcastéji

zkoumaji (Hopkins 1995).

Gibereliny (GA) jsou nezbytnymi regulatory mnoha aspektii vyvoje rostlin, véetné
Kli¢ivosti semen, prodlouZeni stonku a kveteni. Jsou dulezité pro rist a vyvoj
rostlin, proto se stale castéji vyuzivaji v zemédélstvi a zahradnictvi (Gadea 2003).
Gibereliny se svétlem a dalSimi hormony (ABA a etylen) reguluji kliceni, které
souvisi s dormanci semen (Leubner-Metzger 2001). Exogenni aplikace giberelinii
plsobi pozitivné na kliceni semen a mobilizaci rezerv endospermu béhem ristu

embryi, podili se na kveteni (Hopkins 1995).

Rozklad rezervnich sacharidli a proteini v endospermu umoziiuje riist embrya.
V endospermu pri kliceni dochazi k aktivité hydrolytickych enzymi (amylazy,
proteazy a cytazy), které svoji ¢innosti uvolni cukry a aminokyseliny ze zasob
endospermu (Paleg 1961). Kyselina giberelova (GAz) je schopna aktivovat enzymy
hydrolyzujici Skrob, véetné a-amylazy (Paleg 1960a), uvoliuje redukujici cukry -
dochazi k mobilizaci rezervy Skrobu (Paleg 1960b). Kromé a-amylazy se mobilizuji
rezervy endospermu ucinkem proteolytickych enzymi (protedzy), B-amylazy a
dalsich enzymi degradujicich Skrob. Proces pfi kliceni semene miiZzeme rozdélit do
tri fazi (obr. 1). V prvni fazi se gibereliny pohybuji od embrya k aleuronu, kde
stimuluji syntézu enzymi a-amylazy a protedzy. V druhé fazi se protedza premeéni
na neaktivni f-amylazu a aktivni o- amylazu. Ve treti fazi spolecné «,  amylazy

$tépi Skrob na glukoézu, a tim dochazi k riistu embrya (Hopkins 1995).
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Obr. 1 Schéma kliceni na semeni je¢mene (Hordeum vulgare), (prevzato z:
HOPKINS 1995)

Kyselina abscisova

Kyselina abscisovd (ABA) je sloucenina, kterd se primarné podili na regulaci
klicivosti semen, syntézy skladovacich proteinli a modulaci vodniho stresu.
Pomérné velké mnoZstvi ABA se rychle syntetizuje v listech v reakci na vodnf stres,
kde vyznamné plisobi pii regulaci otevirani a uzavirani stomat (Hopkins 1995).
Rostlinny hormon kyselina abscisova (ABA) ma dtlezitou roli pti zrani a dormanci

semen za nepiiznivych podminek (An Yan et Zhong Chen 2017).

Dilezitym faktorem pii kliceni semen je bilance ABA a GA (Seo et al. 2006, An Yan
et Zhong Chen 2017). Plisobenim ABA dochazi k celkové inhibici syntézy proteint
a enzymu (napriklad hydrolaz), které se podileji na nastartovani dormance. Proto
je dilezity pomér obsahu ABA k obsahu GA v semenech. Obsah hormont
rozhoduje o tom, jestli jsou semena kli¢ivd nebo dormantni (Gloser 1995). Po
uplynuti doby se semeno stava citlivym na zménu okolnich podminek, jako je
napriklad svétlo, chladova teplota, ktera miiZe prerusit dormanci semena tim, Ze se

potlac¢i nebo zméni ¢innost ABA, a to vede k nastupu kliceni semen (An Yan et
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Zhong Chen 2017). Uvolnéni z dormance je doprovazeno sniZenou hladinou ABA a
naopak zvysenou hladinou GA, coz prispiva ke snizeni syntézy ABA a zvySeni

katabolismu ABA (Sasaki et al. 2015).

Etylen

Je to plynny fytohormon chemické struktury H>C = CHz. Etylen ptisobi inhibi¢nimi
ucinky na prodluZovani bunék. Kromé zminénych uc¢inka také ptsobi stimula¢né
na dozravani ploda a kliceni semen, urychluje starnuti a opad listi (Gloser 1995,

Ttma et Timova 1998, Psota et Sebanek 1999).

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

nebo napadeni patogeny atd. (Prochazka 2003).

1.4.2 Stratifikace

Podstata stratifikace je vystaveni semen nizkym a nasledné vysokym teplotam,
nebo nejprve vysokym a poté nizkym teplotam. Timto zplisobem u nékterych
druhti rostlin dochazi pri nékolikatydennim ptlisobeni nizkych teplot ke kliceni
semen (Tima et Timova 1998). U mnoha druhi rostlin dochazi k preruseni
dormance stratifikaci pti nizkych teplotach, ale malo druht ziskdva moZnost Klicit
pfi nizkych teplotach pod 10 °C (Schiitz 2000). Semena rozsSifovana na podzim
potirebuji studenou stratifikaci. Semena Sifena na jare potiebuji teplou stratifikaci.
U¢inné teploty studené stratifikace jsou 0-10 °C, s tim Ze 5 °C je optimalni pro
vétsinu druhfi. U¢inné teploty teplé stratifikace jsou 20-35 °C s optimem 20-25 °C,
timto jsou simulované letni teploty (Baskin et Baskin 1998). Neékteré
mrazuvzdorné rostliny jsou timto zplsobem chranény proti vykliceni v dobé
podzimu (Ttma et Timova 1998). Pri studené stratifikaci dochazi k odbouravani
kyseliny abscisové (ABA), tim padem dochazi knavysSeni hladiny giberelind.
Plisobenim teplé nebo studené stratifikace mize u mnoha rostlin dojit k preruseni

dormance semen (Baskin et Baskin 1998).
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1.5 Zivotaschopnost semen

1.5.1 Vitalita semen

Vitalitu a zivotaschopnost (kli¢ivost) semen miiZzeme popsat jako prirozenou
vnitini silu u zdravych semen. Tato schopnost se projevuje okamzitym vyklicenim
semen, to znamend, Ze semena po zaseti rychle vykli¢i za rGznych podminek

(Hosnedl et al. 2002).

Na provéreni KkliCivosti semen se provadi zkouska klic¢ivosti. Realizuje se za
optimalnich podminek prostredi pro kliceni semen, které jsou specifické pro rtizné
druhy. Semena jsou schopnd si udrzet svoji schopnost kliceni v rozmezi 3-15 let,
ale jsou i pripady taxoni, jejichZ semena Kli¢i po vice letech (Tlma et Timova

1998, Kincl et Krpes 2000).

Starnuti semen vede Kke sniZeni jejich vitality, coz vede ke ztraté jejich
Zivotaschopnosti (McDonald 1999). Ztrata Zivotnosti je spojena s degradaci DNA
(Prochazka 2003). Procesem starnuti dochazi v semeni ke ztraté aktivnich enzymd,
které se podileji na prestavbé bilkovin, dochazi k postupnému nahromadéni
Skodlivych produktl latkového metabolismu, vyCerpani Zivnych zasobnich latek.
Kromé téchto zminénych procesii dochazi ke strukturalni zméné v protoplastech,
degradaci bunécnych jader a poruSeni funkce osemeni. Uchovani KkliCivosti je

druhoveé specifické (Ttima et Timova 1998, Kincl et Krpes 2000).

Podle CSN 460610 je zkouska Zivotnosti semen provadéna biochemickou cestou
(Kroc 1961). Pro ziva (kliciva semena) se pouziva biochemickd metoda, ktera
spociva v zabarveni pletiv zarodkd nebo endospermu (Kincl et Krpes 2000).
Zivotaschopnost semen se miize dokazat diftizi barviv do odumfelych pletiv nebo
pouzitim 1% roztoku tetrazolia chloridu. Podstata testu spociva v zabarveni
bezbarvého roztoku na karminové cerveny formazan, kde se Zivé pletivo zabarvi
Cervené a mrtvé bunky zilistanou neobarvené (Kroc 1961). Po dobu 24 hodin
semena nasavaji vodou na filtratnim papire. Za pomoci skalpelu se semeno
roziizne podélnym rezem na dvé piulky, ty se vystavi pisobeni v 0,1% roztoku
tetrazolia chloridu opét po dobu 24 hodin pri pokojové teploté (Giménez-

Benavides et al. 2005). Nasledné jsou pozorovany barevné zmény.
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1.5.2 Ukladani semen

Za optimalni podminku skladovani semen je povaZovany sniZeny obsah vody, coz
souvisi se sniZenim teploty. Vysoka teplota a vlhkost béhem skladovani mohou na
semeno plsobit negativné. MlZe dochazet ke ztratdm zasob v disledku
prodychavani. Uvolnéné teplo pii dychani semene miZe poskodit probuzeny
zarodek. Doba skladovani nékdy zpiisobuje ztratu kli¢ivosti semen, jelikoz miize
dochazet k porucham transkripce a translace nukleovych kyselin, tim padem
dochazi ke sniZeni enzymatické aktivity. PoSkozeni semen nastava pri sklizeni
nedostatecné vyzralych semen anebo pfi skladovani semen za nevhodnych

podminek (Prochazka 2003).

1.5.3 Kryokonzervace

Kryokonzervace pti ultra nizkych teplotach (tekuty dusik -196 °C) umoZnuje
dlouhodobé skladovani rostlinnych materialt. Klasické kryokonzervaéni techniky

jsou zaloZeny na dehydrataci vyvolané zmrazenim (Engelman 2004).

Dehydratace semen béhem dozravani zajistuje jejich dlouhodobé skladovani
a uspésnou kryokonzervaci. Pri procesu dochazi k expresi mnoha gent, které
plisobi na meénici se metabolismus semene (Askochenskaya 1982).
Kryokonzervace zabranuje vycCerpani rezervnich latek, akumulaci toxind, rozkladu
a inaktivaci enzymovych komplexii (Stanwood 1985), ¢imZ se minimalizuje riziko

genetickych zmén (Bonner 1990).

Prinosem krykonzervace je vysoka bezpecnost uchovani, mald naro¢nost v obdobi
uchovavani. Je to metoda, ktera prispiva k uchovani genetické stability, zabranuje
starnuti skladovaného materialu. Je vyuZivana pro uchovani genetickych zdrojl
kulturnich a planych forem rostlin (Svoboda et Faltus 2007). Metoda je zvlasté
vhodna pro skladovani semen ohroZenych nebo endemickych druht, které maji

k dispozici pouze malé mnoZstvi semen (Peréz-Garcia 2008, Ensconet 2009).

VétsSina evropskych semennych bank vyuziva nizké teploty, -20 °C a technologie
suSeni (Goméz-Campo1972, Puchalski 2004, Pérez-Garcia et al. 2007). Jini autori
pouzivaji ultra nizké uchovavani v tekutém dusiku pro dlouhodobou ochranu

zarodku semen a spor, ktera se stala populdrni v zemich jako USA, Australie,
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Japonsko a Rusko (Voronkova et Kholina 2010, Ashmore et al. 2011). Chlazeni
obecné prodluzuje zivotnost suchého semene, Kkryokonzervace zajistuje
dlouhodobé skladovani (10-100 let) kratkodobé Zijicich orthodoxnich semen
(Walters a kol. 2004, Pritchard et Nadarajan 2008).

Kryokonzervace rostlin se pouziva k ochrané biologické rozmanitosti druht (Park
2002). Timto se predchazi zaniku mnoha druhi rostlin, proto byly v mnoha zemich
vytvofeny narodni programy pro zachovani prirodnich genetickych zdrojt. Vznikly
semenné banky pro uchovavani semennych zarodkd, meristémd, pylu a bunécnych
kultur, které umoznuji dlouhodobé uchovavani genomii a ochranu genetického
materialu péstovanych a vo