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Method of testing of the seed traits and seedling development under abiotic stress
conditions for selection of oilseed rape genetic resources

The method is based on laboratory tests of speed of seed germination, emergence and
seedling growth under different stress conditions simulated by subnormal water level, extreme
high and low temperatures. It allows to eliminate already at the seed level the plant materials
(initial breeding materials and cultivars) which do not tolerate extreme temperatures and
temperature changes during germination, have a low water use efficiency and are intolerant to
abiotic stresors. It was confirmed that these genotypes have also poor field emergence and
initial growth of roots with implications for further vegetation period, mainly for over
wintering and spring regeneration what has significant influence on the yield. The method
represents the tool for screening of genetic resources with the resistance to the abiotic stresors
and this technology process is acceptable also for other crops.

Metodika testovani vlastnosti semen a kli¢nich rostlin na odolnost vici fyzikalnim
stresoriim pro selekci genetickych zdroji fepky ozimé

Metodika je souhrnem laboratornich postupii pro testovani rychlosti kli¢eni semen a vyvoje
kli¢nich rostlin za plsobeni fyzikalnich stresi. UmoZiluje jiZz na Grovni semen vyloucit
rostlinné materialy (Slechtitelské materidly a odrudy), které nesnéaseji extrémni teploty a
sttidani teplot pii kli¢eni a maji malou efektivnost vyuziti vody. Bylo potvrzeno, Ze tyto
genotypy maji niz$i polni vzchazivost a pomalejsi rozvoj kofenového systému s nasledky pro
dalsi pribéh vegetace, zvlaste pro uspéSné piezimovéani a jarni regeneraci. To vSe jsou
vlastnosti, které maji vyznamny vliv na vynos. Metodiku lze vyuzit pro selekci genetickych
zdroju s toleranci/odolnosti k abiotickym stresorim 1 u ostatnich drobnosemennych plodin.
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I. Cil metodiky

Cilem metodiky jsou postupy pro testovani semen a klicnich rostlin. Metodika umozni
zhodnotit kli¢ivost a vitalitu semen odrid a Slechtitelskych materidli v teplotnich a
vlhkostnich podminkéch, které se mohou vyskytnout po vyseti fepky na povrchu pidy za
béznych 1 extrémnich povétrnostnich vlivii. Metodika byla vyvinuta pro kultivaci semen
fepky, ale je pouzitelnd i pro ostatni drobnosemenné plodiny s tim, Ze se zvoli jiné podminky
prostiedi pro testy (zejména teplota).

Hlavnim dGvodem pro vypracovani metodiky byla skute¢nost, ze vzrista frekvence
extrémnich vykyvii pocasi a Skody po vyseti tim zptisobené nelze kompenzovat jen vysSim
vysevkem. Proto volba vhodné odridy miize byt dal$im U€innym opatienim. Pfinosem
metodiky je, ze pomoci vysledki hodnoceni na irovni semene je mozno selektovat rostlinné
materidly se zvySenou odolnosti k abiotickym stresortim.

I1. Vlastni popis metodiky

1. Uvod

V poslednich letech, kdy dochézi k vyraznému kolisani teplot vzduchu a nerovhomérnému
rozdéleni srazek béhem vegetace, nabyva na vyznamu problematika G¢inku vodniho stresu,
vysokych teplot a UV zéfeni na zeméd¢€lské plodiny (Viner et al., 2006).

Pro odolnost ozimé fepky vic¢i suchu ma mimotadny vyznam kvalitni kofenovy systém, protoze
kofeny jsou nejcitlivéjS§im organem, ktery svymi morfologickymi a fyziologickymi vlastnostmi
vyrazn¢ reaguje na stav vn¢jSiho prostfedi. Dal§im prvkem, ktery hraje vyznamnou roli a
ovlivituje pribéh celé vegetace, je osivo, které ma vliv 1 na efektivni vyuziti vody a pocatecni
rust kotenti (Deno, 1993, 1996).

V nasi zemi je podle evropskych dlouhodobych ptedpokladli ocekdvan postupny vzrust
pramérné denni teploty v dobé vegetace a postupny pokles srazek, tedy situace podobna jako je
dnes napitiklad v celé jizni Evropé. VéEtsi vyznam nez suchovzdornost bude mit plasticita odrady
v proménlivych podminkéch.

vody je i v zemich EU zemédélstvi. Dlouha obdobi sucha a stfidavé povétrnostni podminky maji
negativni vliv na celou zemédé€lskou produkci (Morison a Morecroft, 2006). Z téchto davodi
jsme se pokusili posoudit moznosti vybéru odolnéjsich genotypt v laboratornich podminkach
pomoci hodnoceni kli¢eni semen v omezeném-suboptimalnim mnozstvi vody s variabilnimi
teplotnimi podminkami. Jedna se tedy o simulaci vngjsiho prostifedi za ucelem mozné selekce
(Bléha et al., 2012).

U ozimé fepky byla z fyziologického hlediska identifikovéana tfi dilezitd riistova a vyvojova
stadia, kterda mohou vyrazné ovlivnit jeji budouci vynos - vzchazeni po seti, pfezimovani a
obdobi od pocatku jarni regenerace, kdy pribéh pocasi miize, vzhledem k rozdilné reakci
rostlin v jednotlivych rtstovych fazich, siln¢ ovlivnit jak vynos, tak kvalitu sklizenych semen.
V nasi praci se potvrdilo, Ze velky vliv na vyvoj a riist kofenové soustavy ma kromé piipravy
pudy, jeji kvality, vybéru odridy a priabehu pocasi téZ odolnost vii¢i abiotickym stresorim na
pocatku kliceni (Blaha et al., 2009). Vysledky potvrdily, ze genotypy, které jsou odoln&;si
vuci stresorum jiz pii kli€eni (nedostatek vody, sucho, vysokéa teplota) maji 1 kvalitngjsi
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kofenovy systém a uvedeny jev je znatelny i po zimnim obdobi (Blaha et al., 2009). U
sledovanych genotypt byl také zjistén vztah mezi vybranymi parametry osiva, odolnosti vici
stresum pii kliceni a naslednym vynosem (Blaha et al., 2012), byl tak potvrzen vyznam
provenience osiva a potieba preferovat kvalitni osivo. Vitdlni osivo dobré provenience
zarucuje nejen lepsi vzchazivost, rist a vyvoj kotfenové soustavy a celkovou odolnost vici
nejvyznamnéj$im stresoriim, ale zaroven ma vyznamny vliv i na kone¢ny efekt péstitelského
usili, tj. na vynos semene (Copeland a Mc Donald, 2001). Vyuziti pfedkladané¢ metodiky,
vychazejici z vysledkt Ctyfletych laboratornich a polnich pokust, mize pfispét k predikci
odolnosti odrid a Slechtitelskych materiali fepky ozimé k nejvyznamnéj$im abiotickym
stresorim.

Principem metodiky je predikce reakce odrid a Slechtitelskych materialti fepky ozimé na riiznou
uroven sucha, extrémnich a stfidavych teplot béhem kli¢eni a vzchazeni v polnich podminkach
na zaklad¢ laboratornich testii. Postup je uplatnitelny i u jinych drobnosemennych plodin.



2. Metodické postupy
2.1. Hodnoceni klicivosti a vitality

2.1.1. Technické vybaveni

- standardni semenarska laborator
- klimabox

- zafizeni na deionizovanou vodu
- stacionarni lupa s osvétlenim

- pocitacka semen

- piesné vahy

- klimatiza¢ni komurka

- lednice

2.1.2. Material a pomucky

- véazenky (optimalni velikost 40cm’)
- pipety

- pinzety

- deionizovana voda

- desinfek¢ni prosttedky na semena

- etylalkohol Cisty

- silikonova pasta

2.1.3. Pracovni postup

Podminkou je, aby homogenni vzorek osiva pouzity pro testy na odolnost k fyzikalnim
stresorim, pochézel z lokality vhodné pro produkci semen. Osivo nesmi byt poskozené,
kontaminované sporami hub, napadené poskliziiovymi patogeny a oSetfené chemickymi
ptipravky.

Prvni ¢asti postupu je zaméfena na hodnoceni pribéhu kli¢eni semen v omezeném
(suboptimalnim) mnozstvi vody s variabilnimi teplotnimi podminkami, které navozuji
simulaci moznych variant pritbéhu pocasi - teplot a zasobenosti piidy vodou po zaseti, za
ucelem selekce.

2.1.3.1. Vstupni test semen

U odebrané ¢asti vzorkli semen pokusného materialu se provadi:

1. Zjisténi hmotnosti tisice semen a stanoveni procentického obsahu vody v semenech
vysusenim do konstantni hmotnosti pfi teploté nizsi nez 60°C (vyssi teplota neni vhodna kviili
chemickym zméndm v semeni). Tento vzorek se pak jiz nepouziva. Testy klicivosti a vitality
se provadéji podle standardnich metodik ISTA v Petriho miskéch o priméru 18 cm, ptipadné
na kli¢idlech umisténych v klimaboxu.

2. Stanoveni pfijmu vody semeny v Petriho miskach s deionizovanou vodou ve
dvouhodinovych intervalech, az do maximalniho obsahu vody. To je stav, kdy semena jiz
nepiibiraji vodu. Obsah vody se zjistuje vazenim osuSenych semen. Ziskaji se tak udaje o
zvySujicich se obsazich vody v semeni, které umozni zjistit v nasledujicich testech mnozstvi
vody nutné pro pocatek kliceni a pro hodnoceni odolnosti semen vici testovanym vlivim
prostiedi u jednotlivych obsahil vody. Semena pfi pifijmu vody musi byt ponofena do vody na
Petriho miskach, proto jsou na pocatku plovouci semena vzdy piekryta filtraénim papirem.
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Ve vSech testech se musi pfipocitat pocatecni obsah vody zjistény v semeni. Jednotlivé
hladiny vody jsou uvedeny v ¢asti 2.1.3.2.

2.1.3.2. Vlastni postup testovani

Zacina odpocitanim semen, jako nejvhodnéjsi se jevi pocty 250 semen pro pét opakovani po
50ti semenech do vazenky. Povrch osiva se sterilizuje standardnimi postupy (oplach v
jodovém roztoku nebo 0,1-0,2% hypermanganu; maceni v 0,5-5% chlornanu sodném 6 minut
nebo v 10% chlornanu vapenatém 5 az 10 min. ¢i v 70% etylalkoholu 2 min.). Nasleduje
dokonalé oprani vodou a osuseni v co nejkrat$i dobé z divodu zamezeni ptripadnému piijmu
sterilizacni latky do semene. Ktomu se pouzivd gédza, proudici vzduch nebo teplota
nepiekracujici 40°C. Vazenky uzaviené vickem se zabrusem se utésni silikonovou pastou
kvili uniku vody ve formé vzdusnych par a umisti do termostatu s pozadovanym rezimem
denni a no¢ni teploty.

Odpocty vykli¢enych semen se provadéji kazdy den az do konecného stavu v jednotlivych
rezimech kultivace nebo celkem sedm dni.

Poznamka:

Po tydnu kiliceni nelze urcit celkovou maximalni klicivost u nékterych dalsich plodin, ale tento
test se osvedcil pro rozdéleni genotypii podle pozadovanych kritérii. Semena jednotlivych
materialii, ktera pri kliceni potrebuji méne vody, produkuji i odolnejsi rostliny v suchych
podminkach. Plati to pro vétsinu druhu, jak vyplyva z nasich testii.

Problémem viak muze byt téz nerovnomérné rozdéleni vody na dné vazenky u malého mnozstvi
semen pri pouziti méne presného postupu s pipetovanim vody, proto je treba v tomto pripadé
pouzit u malého mnoZstvi semen jemny pisek nebo filtracni papir kvili rovnomérnému rozlozeni
obalové vody na povrchu semen. Dalsi moznosti je vétsi pocet opakovani. Predikcni schopnost
takto provedeného testu je stejné efektivni.

Testovani probihd v termostatu pii tfech riznych teplotnich rezimech:

a/ ve standardnich podminkach (20°C den a 10°C noc)

b/ pti nizkych teplotach, tj. pti 0 az -1°C noc a 20°C den

¢/ pii vysokych teplotach 20°C noc a 42°C den

Ob¢ posledni varianty vychazeji zextrémnich teplot, které se mohou v klimatickych
podminkach CR vyskytnout v dobé seti. Je vhodné testovat také skalu vyssich teplot od 40°C
do 45°C u odrtd pochézejicich z jihu Evropy.

Na zéklad¢ méfenych znakl v testech s riznymi teplotami a stupném zasobenosti vodou se
urcuje:

- kli¢ivost

- vitalita (rychlost kli¢eni pii prvém a druhém odectu)

- efektivita vyuziti vody (vyjadiena naméfenymi hodnotami kliivosti a vitality pro
testovanou hladinu vody, tj. jednak pro maximalni obsah vody v semeni a jednak pro
hladinu o 20 % nizs$i). Pro kontrolu se provadi hodnoceni i pro dalsi hladiny vody
snizované po 10 % aZ k hladin€ vody, kdy jeSté jsou semena schopna danych
materiala klicit

- velikost kli¢nich rostlin, zejména jejich kofenové ¢asti

Na zéavér se provadi porovnani vSech téchto namétenych hodnot s parametry namétenymi pii
kli¢eni ve standardnim prostiedi.

Uvedeny postup je mozno pouzit i pro dalsi testovani:
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a/ Varianta simulujici zamokieni

Osivo se maci jeden az pét dni v deionizované vodé, pak je vzdy po kazdém casovém tseku
maceni nutné semena dikladné osuSit na filtratnim papife a pomoci gazy. Dilezité je
odstranéni obalové vody na povrchu semen tak, aby se nezvysil obsah vody uvnitt vaZenek.
Od kazdého hodnoceného genotypu je poté 50 semen piemisténo do vazenek o objemu 40
cm’ se silikonovym t&snénim a udrzovano pii teploté 20°C den/10°C noc. Kliivost se
stanovuje pribézn¢ béhem péti dnd. VSechny tyto pokusy maji pét opakovani.

b/ Varianta simulujici sucho

Pfi testovani suchovzdornosti nejdiive zjistime u semen jednotlivych genotypli optimalni
mnozstvi vody, které je nutné pro maximdalni stanovenou kli¢ivost a projev vitality s
odstupiiovanym ptfesn¢ odméfenym objemem vody v uzavienych sklenénych vazenkach,
zamezujicich odpar vody. Kli¢ivost semen se pak testuje pti hladin€ vody, snizené pod tuto
hranici pfiblizné o 20% (kazda plodina mé jiné hodnoty). Hodnoti se pak opét pocet
vykli¢enych semen, rychlost kli¢eni, velikost kli¢nich rostlin a délka kotinkii ve dvou
variantdch mnozstvi vody — pfi snizené davce vody a pfi optimalni davce vody. Kromé poctu
vykliCenych semen se stanovi diference mezi standardnim prostfedim a prostiedim se
snizenou davkou vody jako mozny predikéni ukazatel odolnosti k suchu pii kliceni. Pokusy
probihaji v péti opakovanich u kazdé varianty. Nejvhodnéjsi pocet semen pro dané nadobky
je 50 ks z hlediska presnosti m&feni a doporudeny objem véazenek je do 40 cm’ z ditvodu
eliminace zatiZeni chybou danou odpafenim vody ze semen. Mnozstvi spotiebovaného
kysliku a vyloueného oxidu uhli¢itétho zde nehraje roli vzhledem k objemu plynu ve
vazenkach. Pocatek kliceni navic predstavuje pouze anaerobni fazi, nasledné se u rostouci
kli¢ni rostliny minimum vylouéeného plynu spotiebovava pti fotosyntéze.

Zjisténé presné mnozstvi vody pro dany typ experimentu (mnozstvi vody na danou hmotnost
testovanych semen) je mozno davkovat pfesnou pipetou na sucha semena ve vazence. Zde je
vSak potieba provést vice opakovani, minimalné pét, protoze i kdyZz se po dodani vody
semena protiepaji, neni piijem vody vzdy u vSech semen rovnomérny a zvysSuje se variabilita
mezi jednotlivymi opakovanimi. Pfesnost predikce na zékladé primérnych hodnot ukazatele
ze vSech opakovani pak vSak zlstava vysoka.

2.2. Hodnoceni laboratorni a polni vichazivosti

2.2.1. Technické vybaveni

- sklenik

- zafizeni na deionizovanou vodu
- elektronické ¢idlo

2.2.2. Material a pomicky

- pestebni kontejnery 40x60x15 cm
- pinzety

- sklenéné kryty na kontejnery

- homogenizovand ornice

- zivny roztok

2.2.3. Pracovni postup

Laboratorni vzchdzivost semen se testuje v plastovych kontejnerech o rozmérech 40x60x15
cm naplnénych homogenizovanou ornici s konstantnim obsahem zivin a vody v regulovanych
podminkach ve skleniku. Obsah vody je béhem pokusu kontrolovan elektronickym ¢idlem.

—~11 =



Do kazdého kontejneru je od jednoho genotypu naseto 100 semen do tadk asi 5 mm
hluboko. Pro udrzeni konstantni vlhkosti jsou kontejnery zakryty sklenénymi deskami a
zastinény gazovinou proti piehtati povrchu. Vysev je udrzovan pii teploté 25°C den/15°C noc.
Tteti den po vzejiti prvnich rostlin se kryt sejme a vysev je prubézné dle potfeby zvlh¢ovan
posttikem deionizovanou vodou. Vzchazivost se vyhodnocuje ithned po sejmuti krytu a dale
ve 24 hodinovych intervalech az do ukonceni vzchazeni u vSech odrid a Slechtitelskych
materiali. Pokus je vhodné opakovat pétkrat vzhledem k variabilité ptidniho prostiedi, kterou
nelze piesné podchytit.

Polni vzchazivost byla testovana v fepaiské a bramboraiské vyrobni oblasti s odliSnou padou
a zasobou vody v piidé. Vicet€elové pokusy jsou zakladany jako zndhodnéné bloky na dvou
lokalitach, vysevek a hodnoceni polni vzchéazivosti a prezimovani se provadi podle metodiky
UKZUZ. Vysledky ziskané v priib&hu &ty let potvrdily moznost selekce rostlinnych
materiala z hlediska sledovanych vlastnosti.

3. Zavér

Laboratorni testy odolnosti semen vic¢i teplotnimu stresu pii kliceni jsou zaloZeny na
vyhodnoceni rychlosti kliceni semen a vyvoje kli¢nich rostlin, zejména jejich kotfenové casti,
v daném teplotnim a vodnim rezimu. Spolecné s hodnocenim laboratorni vzchéazivosti
prinaseji vétsSinou statisticky prikazné vysledky pro predikci polni vzchazivosti a zalozeni
porostu jednotlivych odriid a Slechtitelskych materialt ve zhorSenych padnich a klimatickych
podminkach. Kli¢ivost ¢i vitalita testovand standardni metodou ISTA ve standardnich
podminkach nema takovéto predikéni vlastnosti.
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I11. Srovnani novosti postupt

Metodika je vysledkem experimentl, které probihaly v semenaiské laboratotfi Vyzkumného
ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. VéEtSina souvisejicich dil¢ich postupt byla jiz publikovéna (viz
seznam literatury).

Predkladand metodika umoziuje sloucit nékolik testi do jednoho postupu s minimalnim
laboratornim vybavenim. Nevhodné genotypy lze vyloucit jiz v laboratofi, tim se uSetii
finan¢ni prostedky jak pfi laboratorni préci, tak i za polni testy.

Uvedeny postup testovani umoziuje selekci rostlinnych materidlti, které jsou citlivé k
extrémnim teplotdam pii kliceni ¢i negativné reaguji na stfidani teplot nebo maji nizkou
efektivitu vyuziti vody a v disledku toho Spatnou polni vzchéazivost s nasledky pro dalsi
pribéh vegetace (mezerovity porost, omezeny kofenovy systém, Spatné prezimovani).

IV. Popis uplatnéni metodiky

Metodika je urcena piedevsim pro pracovniky vyzkumnych a Slechtitelskych pracovist, kteti
budou jeji vysledky vyuzivat ve vyzkumu, Slechténi a v zeméd¢€lské praxi. Metodika bude
uplatnéna ve Slechtitelskych a vyzkumnych programech pro ¢asnou selekci na odolnost
k abiotickym stresorim. Test je vhodny i pro vyuku na vysokych skolach.

Metodika bude uplatnéna prostfednictvim Slechtitelské firmy SELGEN, a.s.

V. Ekonomické aspekty

Ptredpoklddané ekonomické piinosy metodiky jsou kalkulovany az do vyse 60%
predpokladanych nakladt, které¢ by byly pouzité pti konvencénich metodach vybéru genotypt
s nejlepsi polni vzchazivosti v plidnich podminkéch, které se po vyseti vyskytuji nebo seti
vSech materiald. Pfinosem piedkladané metodiky bude tspora finan¢nich prostiedki, protoze
umozni Casnou selekci odriid a Slechtitelskych materiald vhodnych pro suché lokality ¢i
lokality se stfidavym pribéhem suchych a vlhkych period v dobé seti jiz v laboratornich
podminkach. Vysledky ziskané touto metodou maji statisticky prikazné predikéni schopnosti
pro uroven kli¢ivosti a vzchéazivosti v polnich podminkéch, tj. pro kvalitu zalozeného porostu
a dalsi pribeh vegetace. Zejména predznamenavaji vysledny vynosovy potencial.

Vysledky ziskané touto metodou maji statisticky prikazné predikéni schopnosti pro troven
kli¢ivosti a vzchazivosti v polnich podminkach
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VIII. Priloha

Obrazek 1. Termostat s regulovatelnym Obrizek 2. Vazenky o objemu 40 cm®
reZimem denni a no¢ni teploty s vickem se zabrusem pro testovani semen

Obrazek 3. Vazenky s vickem se zabrusem | Obrazek 4. Kli¢ici semena na Petriho misce
utésnénym silikonovou pastou umisténé pri testu efektivnosti vyuZziti vody
v termostatu
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