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Abstract

Application of 24-epibrassinolide has positive influence on the tolerance of plants to the abiotic
stresses (drought and high temperature) and in the filial generation on the seed vigour and seed quality.
According to chemical analysis of proteins, lipids, starch (total starch, damaged starch, Ewers),
macronutrients and micronutrients and combustion heat it stands to reason the influence by treatment of
24-epibrasinolide without substantial effect. The application of 24-epibrassinolide on the seeds after
harvest (no dormant seeds) has partly positive effect on the seed traits, but not at every species
(cultivars).
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Souhrn

Testoval se vliv 24-epibrassinolidu u sklizenych nedormantnich semen na kli¢ivost, energii kliceni
a pocet tvrdych semen. Z vysledkl vyplyva, Ze nejlépe na pouziti dané latky reagovala (z celé fady
plodin) zvySenim celkové kli¢ivosti, energie kliceni a poklesem procenta tvrdych semen svazenka
vraticolistd (Phacelia tanacetifolia) a nejhiie svatojanské zito (Secale cereale L. var. multicaule).
Dvouhodinové maceni semen v roztoku testované latky mélo vétsi efekt, nez kliCeni semen na
filtra¢nim papife nasatém roztokem uvedeného hormonu. Aplikace 24-epibrassinolidu béhem vegetace
na pocatku tvorby semen (po ukonceni kveteni) neméla vliv na jejich energeticky obsah a chemické
sloZeni, ale vitalita semen byla ve vét$ing ptipadii vyssi. Nabizi se zde vyuziti pro praktické tcely.

Uvod

Aplikace 24-epibrassinolidu v dobé kveteni rostlin ma vétSinou pozitivni vliv na tvorbu semen a
v nasledné generaci na vyvoj a rust kli¢nich rostlin z takto ovlivnénych semen. Zejména u vitality
semen.V literatufe se udava, Ze brassinosteroidy podporuji vitalitu semen, kterd vSak nejsou ve stadiu
dormance. Ne vzdy vsak lze k uvedenym zavérim dospét. Aplikace 24-epibrassinolidu byla provedena
z ditvodu posouzeni jeho vlivu na celkovou kli¢ivost semen, ale také na energii kliceni a pocet tvrdych
semen. Velké zastoupeni tvrdych semen v osivu maji z uvedenych plodin zejména krmny sléz (Malva
verticillata) a komonice bila (Melilotus albus). Zadouci je snizeni tvrdosemennosti, ktera piedevsim
v polnich podminkéch zptisobuje nevyrovnané porosty téchto plodin.



Material a metody

A) Aplikace béhem vegetace v dobé tvorby semen

U vybranych odriid pSenice a ozimé (Tritium asestivum L.), slézu krmného (Malva verticillata L.),
pohanky (Fagopyrum esculentum ) byly sledovany vybrané vlastnosti rostlin a semen po aplikaci
24-epibrassinolidu formou spreje, ¢i pomoci injekéni stiikacky napiiklad do internodia pSenice
(0,1 ecm3). Testovan byl téz vliv uvedeného fytohormonu na kli¢ivost (nedormantnich ) semen na
Petriho miskach. Semena byla bez predchoziho méceni dana na kli¢ivost, jen misto destilované vody
byl ke zvlhéeni filtra¢niho papiru pouzit roztok 24- epibrassinolidu. o koncentraci 10-9 mol (0,05 ml
roztoku 24-epibrassinolidu + 2,5 ml vody).

Pokusy se provadély v polnich podminkach a v fizenych sklenikovych podminkéch. Jednalo se o
plnou zalivku s 70 % polni vodni kapacity a o omezenou zalivku (stres sucha) béhem celé vegetace, kdy
rostliny dostavaly pouze 35-40% vody z celkové polni vodni kapacity, kombinovanou se stresem
vysoké teploty, kdy v prubéhu dne byla teplota v pruméru 33°C a v noci 20°C. U standardniho pokusu
se teplota pohybovala od 20°C do 25°C pfes den a 15°C pies noc. Délka dne ¢inila, pokud se nejednalo
o letni pokusy, 14 hodin (ptisvétlovani sodikovymi 400W vybojkami) a délka noci byla 8 hodin. Pokusy
byly kultivovany v Mitcherlichovych nadobach s homogenizovanou pidou a o stejném objemu ptidy.
Do nadob bylo vyseto vzdy dvacet semen pSenice a krmného slézu. Pokusy byly péstovany ve Ctyfech
opakovanich. Rozmisténi nadob ve skleniku bylo uskutecnéno metodou znahodnénych bloki. Béhem
vegetace byly experimenty 2x pfihnojeny Uplnym Zivnym roztokem. Pokusy byly celkem rozdéleny na
Ctyfi varianty. Kombinace stresu sucha a vysoké teploty, standardni podminky a kromé toho kombinace
stresu sucha a vysoké teploty a standardni podminky spojené s postiikem 24-epibrassinolidu (10-9mol)
v dob¢ kveteni za ucelem sniZeni vlivu abiotickych stresorti na vlastnosti rostlin, zeyména semen. Jako
dopliitkové pokusy byly testovany i vyse uvedené pokusné varianty u dalSich plodin (proso, pohanka,
fazole, hrach).

B) Pfima aplikace na sklizena semena

K pokustim bylo pouzito osivo komonice bilé jednoleté (odrida Adéla), lesknice kandrské (odrida
Judita), slézu krmného (odriida Dolina), svazenky vraticolist¢ (odrida Vétrovskd), Stirovniku
jednoletého (odrtida Jundk) a zita svatojanského (odrida Lesan). Osivo uvedenych plodin (kromé
Stirovniku) bylo vypéstovano v roce 2003, pouze Stirovnik byl ze sklizn€ roku 2000.

Fytohormon 24-epibrassinolid o molarni koncentraci 10-9 byl na osivo aplikovan dvéma zpisoby.
Pfi prvnim postupu byla semena v jeho roztoku macena po dobu 2 hodin a po oschnuti byla ddna na
kli¢ivost. Druhy postup spocival v tom, ze byla semena bez pfedchoziho maceni dana na kliCivost,
pouze misto destilované vody byl ke zvlh¢eni filtracniho papiru pouzit roztok 24-epibrassinolidu.

Od kazdé plodiny bylo davéano na klic¢ivost 4 x 100 ks semen jako kontrola a stejné mnoZstvi semen
bylo také pouzito k obéma zplusobum aplikace 24-epibrassinolidu. U vSech vybranych plodin byla
soucasn¢ s kli¢ivosti zjiStovana i energie kli¢eni a pocet tvrdych semen. Kli¢ivost a jeji hodnoceni byla
provedena podle metodik UKZUZ, kde je také pro kazdou plodinu uvedeno, ktery den se provadi
energie kliceni, tj. kolik semen ze sta vykliCilo pfi prvnim hodnoceni kliivosti semen a ktery den
hodnoceni konéi. Pocet tvrdych semen pii poslednim hodnoceni kli¢ivosti je zapocten do celkové
klicivosti semen. V tabulce s vysledky je vSak procento tvrdych semen (neboli pocet tvrdych semen ze
sta) pro prehlednost a moznost porovnani uvedeno také zvlast.

Vysledky

A) Aplikace béhem vegetace v dobé tvorby semen

Z tabulky 1 vyplyva, Ze aplikace hodnocené¢ho fytohormonu u pohanky vyrazné zvysSuje hmotnost
semen u vSech sledovanych typi prostiedi a u stresového prostredi-prakticky az na uroven hmotnosti
semen ze standardniho prostredi.
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Tab. 1: Viiv aplikace 24-epibrassinolidu v dobé kveteni na vybrané vlastnosti pohanky (sklenikovy
pokus)

Fagopyrum tataricum — Cesky piivod

T rostiedi Hmotnost suSiny Hmotnost 1000 VySka rostliny

ypp jedné rostliny (g) semen (g) (cm)
Standardni podminky 2,12 13,98 103
Standardni podminky
s aplikaci 24-epibrassinolidu 4,66 15,99 120
Vysoka teplota a sucho 2,11 10,07 64
Vysoka teplota a sucho
Is aplikaci 24-epibrassinolidu 4,51 15,68 110

Fagopyrum tataricum — puvod USA

Hmotnost suSiny Hmotnost 1000| Vyska rostliny

Typ prostred jedné rostliny (g)  semen (g) (cm)
Standardni podminky 1,31 14,96 95
Standardni podminky
Is aplikaci 24-epibrassinolidu 2,66 15,34 105
Vysoka teplota a sucho 1,36 12,19 50
'Vysoka teplota a sucho 2.50 14,71 95

s aplikaci 24-epibrassinolidu

Vysledky jsou z nddobového pokusu v fizenych podminkach, podobné vysledky byly ziskdny i
z polnich pokusti. Obdobné zavéry lze ucinit i u psenice, kde aplikace testované latky ma pozitivni vliv
na vSechny sledované znaky obilek. Existuji vSak rozdily mezi odriidami. Z pokusii s ozimou a s jarni
pSenici vyplynulo, ze vliv 24-epibrassinolidu mé vliv i na morfologické vlastnosti rostlin po postiiku.
Vynosové prvky maji po aplikaci dané latky vyssi hodnoty, obilky u vétSiny odrad vyssi vitalitu
(tabulka 2), zejména vétsi kofenovy systém, 1 kdyz na pocatku jejich kliceni se mize projevit oproti
standardu mirné zpozdéni v riistu kotent.

Tab. 2: Vliiv postiiku 24-epibrassinolidem na klicni rostliny ozimé pSenice v ndsledné generaci
(priameér ti'i odrud)

Délka Délka Celkova |Hmotnost| Hmotnost Celkova
Pokusné podminky Kli¢ku (mm) nejdelSiho délka rostliny] suSiny suSiny | hmotnost
korene (mm) (mm) klicku (g) korinku (g) (2)
Standardni 240,1 180,01 420,54 0,68 0,39 1,07
[podminkv
Stresové podminky 210,1 175,22 385,32 0,65 0.31 0,96
Standardni
[podminky a 258,8 245,60 504,40 0.72 0,38 1,10
Stresové podminky a
b 4-epi - 263,1 267,32 530,30 0,75 0,39 1,14
-epibrassinolid




Z tabulky 3 a z dalSich opakovanych pokust u hrachu vyplyva, Zze u odridy Komet v polnich
podminkach testovaného hormonu je vliv na vlastnosti rostlin zna¢ny. Bohuzel, v polnich podminkéch
se stabiln¢ v jednotlivych opakovanich opakuji i vysledky opacné, tedy u odriady Komet je vliv stabilné
nizsi a to jak ve stresovych , tak ve standardnich podminkach prostfedi. Znamenalo by to, vzhledem
k opakovatelnosti vysledki, Ze vliv prostiedi tedy vyrazné ovlivnil vliv testovaného fytohormonu.

Tab. 3: Vliv 24-epibrassinolidu na vlastnosti rostlin hrachu a jejich semen (sklenikovy pokus)

o Hmotnost | Pocet lusku « Hmotnost

Odrida v v s . . . Pocet zrn na

hrachu OsSetreni Jefine na rostlinu rostlinu zrn na

rostliny (g) (2) rostlinu

Menbhir kontrola 2,85 2.4 5,7 1,47
Menbhir kontrola 2,30 1,9 5,0 1,05
Menbhir kontrola 2,6 2,4 5,6 1,34
Menbhir kontrola 5,0 2,14 8,0 2,59
Primér 3,19 2,21 6,07 1,61
Menhir 24 -epibrassinolid 2,85 1,46 5,0 1,45
Menhir 24 -epibrassinolid 2,3 2,25 3,5 1,07
Menhir 24 -epibrassinolid 3,1 2,0 6,1 1,65
Menhir 24 -epibrassinolid 2.9 2,46 5,36 1,53
Primér 2,78 2,04 4,99 1,43
Komet kontrola 2,6 2,25 8,12 1,28
Komet kontrola 2,25 1,65 4,2 1,06
Komet kontrola 2,55 2,22 6,8 1,16
Komet kontrola 2.9 2,7 7,7 1,79
Primér 2,57 2,2 6,7 1,32
Komet 24 -epibrassinolid 3,3 2,9 8,1 1,66
Komet 24 -epibrassinolid 33 3,1 10,1 1,96
Komet 24 -epibrassinolid 3,08 2,75 8,75 1,68
Komet 24 -epibrassinolid 33 2,08 3,28 1,72
Primér 3,24 2,7 7,55 1,75

U krmného slézu jsou ze skleniku (tabulka 4) vysledky jednoznacné lepsi po aplikaci uvedeného
hormonu, v polnich podminkach byly ziskany stfidavé vysledky - zalezi tedy téz na vlivu provenience a
na rocniku. Z vysledkli uvedenych pokust a z pokust s dal$imi plodinami lze ve vétSiné piipadii
konstatovat pozitivni vliv daného hormonu na toleranci vic¢i suchu a vysoké teploté¢ a na zlepSeni
vitality semen.

Tab. 4: Priklad krmného slézu (Malva verticillata)

Pokusné podmink Hmotnost suSiny  Hmotnost 1000 Vyska rostlin
P Y iedné rostlinv (g),  semen (g) (cm)
Standardni podminky 2,475 2,84 64,59
Stresové podminky 2,125 2,65 60,54
Standardni podminky a 1,995 328 58.70

apl.
Stresové podminky a apl.

24-epibrassinolidu 1,998 3,22 39,98
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B) Pfima aplikace na sklizena semena

Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulkach. Jedna se vZzdy o primérné hodnoty ze Ctyi opakovani
(po 100 ks semen na jednu Petriho misku). Kli¢ivost semen v tabulkach zahrnuje vSechna vyklicena
semena, véetné energie kliceni a tvrdych semen. Tucné jsou vyznaceny nejvyssi (u tvrdych semen

[RA4

cvwr

svazenky. Pokud vezmeme v ivahu energii kli¢eni semen, pozitivni efekt 24-epibrassinolidu se projevil
u komonice, lesknice, svazenky a u S$tirovniku. VSechny tfi sledované znaky ovlivnil roztok
24-epibrassinolidu jednoznacné pozitivné u svazenky, jejiz semena mela po aplikaci nejvyssi energii

cvwr

aplikace uvedeného hormonu na sléz a zito; obé plodiny mély lepsi vysledky v kontrolni varianté.

Tab. 5: Klic¢ivost semen po predchozim 2 hod. mdceni v roztoku 24-epibrassinolidu o moldarni
koncentraci 10°

Nazev vzorku Energie kliceni v % [ Tvrda semena v % [Kli¢ivost v %
Komonice 24-epibrassinolid 51,50 40,50 93,25
kontrola 4475 38,50 85,25
Lesknice 24-epibrassinolid 54,00 14,00 89,50
kontrola 50,00 14,50 95,75
Sléz 24-epibrassinolid 6,50 87,25 95,25
kontrola 8,00 86,25 96,25
Svazenka 24-epibrassinolid| 99,00 0,00 99,25
kontrola 96,50 0,25 96,75
Stirovnik 24-epibrassinolid 22,50 0,00 22,50
kontrola 17,00 0,00 17,25
Zito 24-epibrassinolid 90,50 0,00 90,50
kontrola 91,50 0,00 92,50

Tab. 6: Klicivost semen na filtracnim papife navlhéeném roztokem 24-epibrassinolidu o molarni
koncentraci 10°

Nazev vzorku Energie kliceni v % | Tvrda semena v % [Kli¢ivost v %
Komonice 24-epibrassinolid 46,50 46,75 94,75
kontrola 48,00 44,50 95,75
Lesknice 24-epibrassinolid 69,00 5,75 88,25
kontrola 70,00 4,00 84,00
Sléz 24-epibrassinolid 6,75 77,00 86,50
kontrola 6,00 82,00 89,75
Svazenka 24-epibrassinolid| 98,25 0,25 98,50
kontrola 95,75 1,00 97,50
Stirovnik 24-epibrassinolid 18,25 1,25 21,75
kontrola 30,50 1,25 33,25
Zito 24-epibrassinolid 81,00 0,00 83,00
kontrola 87,00 0,00 88,50

Tabulka 6 uvadi vysledné hodnoty energie kliceni, poctu tvrdych semen a celkové kli¢ivosti semen
na filtratnim papife navlhéeném roztokem 24-epibrassinolidu, ktery pozitivné ovlivnil kli¢ivosti
lesknice a svazenky. Z hlediska tvrdych semen a soucasné¢ i u energie kliceni se pozitivni efekt
aplikovaného roztoku projevil u slézu a svazenky. U vSech sledovanych znakll na roztok reagovala



pozitivné opét pouze svazenka. Negativni vliv pii tomto zptsobu aplikace mél 24-epibrassinolid na
komonici, Stirovnik a Zito, které doséhly lepsich vysledkii v kontrolni varianté.

Z porovnani vyslednych hodnot obou variant je zfejmé, Ze varianta s macenim semen vykézala
lepsi vysledky nez varianta svlhéenym filtraénim papirem. Nezdlezi tedy pouze na aplikaci
24-epibrassinolidu, ale i na zptsobu aplikace tohoto fytohormonu. Mezi reakcemi plodin na aplikovany
fytohormon jsou zjevné rozdily, coz je nejspiSe dano geneticky.

Diskuse

Z vysledki vyplyva, ze zejména ve sklenikovych podminkach (jesté 1épe v klimaboxu) se pozitivné
projevi vliv aplikace 24-epibrassinolidu na rist rostlin, na tvorbu semen a jejich vlastnosti témét u
vSech plodin.Velky vliv na vysledky ma testovana plodina, odriida a pocet aplikaci 24-epibrassinolidu.
Naptiklad u kvetouci pSenice staci jeden postiik, avSak u rostlin, kde vSak postupné nakvétaji vzdy
jednotliva ,,patra“ (pohanka, sléz, fazole, hrach atd.) se efekt projevi vzdy jen po opakovanych
postricich, které byly vzdy aplikovany po rozkveteni kvétl na dal§im internodiu.Jednoznacné pozitivni
vysledky jsou vzdy u sklenikovych pokust.

U polnich pokusii jsou vysledky aplikace testované latky stfidavé. U semen kli¢nich rostlin, kde
byl aplikovan 24-epibrassinolid, jsou kofeny vétsi a to Casto i pfes necekanou a atypicky snizenou
pocatecni energii kliceni a rstu.kofenil.

Pokusy s ovlivnénim vlastnosti semen, zejména kli¢ivosti u jednotlivych plodin - jak ze
standardniho prostiedi, tak z podminek sucha a vysoké teploty a z obou prostiedi ovlivnénych aplikaci
testované¢ho fytohormonu, jsou stiidavé. Je mozno souhlasit na zaklad¢ dalSich testovanych plodin a
jejich odrad se zavéry vysledkii z Vyzkumného tustavu picninatského v Troubsku s tim, ze existuji
plodiny, které vzdy pozitivné reaguji na uvedeny fytohormon, a jsou plodiny, kde jsou vysledky
stiidavé, ¢i stdle negativni. V dalSim vyzkumu je tfeba se soustfedit na plodiny, které na uvedeny
fytohormon nereaguji, a na plodiny, které reaguji velmi pozitivné¢ ve vSech typech prostiedi. Tedy na
dva kontrasty.

Aplikace béhem vegetace je vétSinou ucinnéjsi nez aplikace na vlastni sklizend semena po uplynuti
dormance semen, a to i pfes pozitivni reakci semen po aplikaci 24-epibrassinolidu bud’ méacenim po
dobu dvou hodin, ¢i jejich klicenim na filtraénim papife nasatém uvedenym fytohormonem.

Pokud se jedna o pfipady, kdy fytohormon pozitivné ovlivnil vitalitu semen, vyvstava zde tedy
otazka pro dalsi vyzkum, (ktery jiz probihd) a tedy zjistit podstatu problému z hlediska metabolismu -
zda je uvedeny fytohormon transportovan do semen, kde plsobi na vitalitu, nebo zda upravuje pomér
obsahu GA3, cytokinini a ABA, ¢i zda se jedna o ,signal“, ktery méa za nasledek vyssi aktivitu
fytohormontii.

Zatim byl analyzovan obsah cytokinini na UEB v Praze-6, Lysolajich. Cytokininy byly z obilek
extrahovany 80% metanolem, ¢istény na kolonkdch C18 SepPak a na iontoménicovych celuloséch,
rozdéleny na frakci volnych basi, ribosidi, ribosid-monofosfatl a glukosidi a stanoveny metodou
LC/MS. Koncentrace vétSiny stanovovanych cytokininli byly pod limitem citlivosti. Byl detekovan
pouze isopentenyladenin, cis-zeatin O-glukosid, cis-zeatinribosid O-glukosid, cis-zeatinribosid-fosfat a
isopentenyladenosinfosfat. V obsahu téchto cytokinind nebyl mezi kontrolni a 24-epi oSetienou
variantou nalezen zadny vyrazné&j$i rozdil.

Vyzkum nyni probiha téz u sklizenych semen.V pokusech s nedormantnimi semeny se testuje vliv
vitality stimulujicich latek a jejich porovnani svlivem 24-epibrassinolidu a kombinace tohoto
rostlinného hormonu s dal§imi latkami.

Dalsi uplatnéni daného hormonu lze ptedpokladat u drobnosemennych plodin a kvétin, kde
Slechténi zanedbalo kvalitu semen. Jedna se o zlepSeni energie kli¢eni a o moznost dlouhodobéjsiho
skladovéani.
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