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Anotace projektu:

Projekt se zabyva vyzkumem vyuziti dvou metod pro zjisténi kvality osiva a jejich uplatnénim
pti zlepSeni kvality osiva lesnich dfevin v praxi. Pomoci metody indukované fluorescence
chlorofylu byl zjiStovan obsah chlorofylu v semenech. Nasledné byla hledana pficinna
souvislost obsahu chlorofylu se zménami kli¢ivosti semen pii dlouhodobém ulozeni. Pomoci
RTG sniméni byly u zkoumanych druhil nalezeny vizualni znaky (vady) osiva, které mayji
primou souvislost s kli¢ivosti semen. Tyto znaky byly potom vyuzity k posouzeni kvality osiva
a tfidéni osiva pomoci moderniho tfidi¢e s RTG snimacem. Zjisténa efektivita tfidéni pomoci
RTG snimani byla pak vyuzita k ekonomické kalkulaci piinost vyuziti tfidice tohoto typu
v provozu semenarského zavodu.

Kli¢ova slova:
Vady osiva, kli¢ivost osiva, Zivotnost osiva, fluorescence chlorofylu, x-ray snimac, tiidic¢ osiva
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1. UvoDp

Ucelem projektu bylo najit provozni technologické postupy téidéni semenného
materidlu pro zvyseni kvality vyrabéné¢ho a expedovaného osiva ze Semenarského zavodu v
Tynisti nad Orlici. Projekt mél dva hlavni ukoly. Ovétovani vlivu obsahu chlorofylu v osivu na
jeho skladovatelnost by mohlo pomoci v provozu Semenaiského zavodu zlepsit fizeni zasob
osiva pii jeho dlouhodobém skladovani a expedici. ZvySeny obsah chlorofylu v osemeni je u
fady zemédélskych plodin zndmym faktorem, ktery je spojovan s rychlejsi ztratou schopnosti
kliceni u semen. Jak vyznamné se tento faktor podili na poklesu kli¢ivosti semen lesnicky
vyznamnych dfevin vSak neni zndmo. Cilem prvni ¢asti tohoto projektu tedy bylo zjisténi
vyznamnosti vztahu mezi poklesem kli¢ivosti v pribéhu skladovani semenné¢ho materialu a
pocatecnim obsahem chlorofylu v tomto materidlu. Vztah byl zjiStovan pro semena nékolika
vybranych druhi lesnich dfevin. Soucasné¢ bylo také zkoumano, jestli rychla nedestruktivni
metodika stanoveni mnozstvi chlorofylu v semenech dfevin pomoci indukované fluorescence
je vhodny néstroj pro pfesné zjisténi obsahu chlorofylu u vSech zkoumanych druht. Nasazeni
vhodné metody hodnoceni kvality oddili v praxi by pfineslo vyrazné zlepSeni planovani doby
skladovani zpracovanych oddilti osiva a potencialné také dalsi moznosti tfidéni pii zpracovani
semenného materialu.

Vysledky druhého z ukoli k ovéfovani moznosti zvySovani kvality vyrobeného osiva
pomoci tfidiciho stroje s rentgenovymi paprsky by v piipadé jejich ekonomické efektivity
mohly byt vyuzity v provozu Semenaiského zavodu k produkci oddila tfidéného osiva pro
pfesné vysevy v intenzivnich technologiich lesnich Skolek a pro zlepSeni kvality oddilii osiva s
niz§im podilem kli¢ivych semen tfidénim. Cilem druhé casti projektu tedy bylo ovéteni
moznosti hodnoceni vad semen pomoci RTG paprski. Technologie hodnoceni kvality semen z
RTG snimkil umoznuje potencialné odhalit vady semen jinymi metodami nezjistitelné a vyuzit
tyto informace pfi tfidéni. Tato technologie se v soucasnosti pouziva ve velmi omezené mife a
pro malé spektrum zemédé€lsky vyuzivanych druhli (napf. rajce, lilek). Zatim nebyla pouZita
pro tfidéni semen dfevin v provoznich podminkach. Aktivity v této casti projektu tedy
zkoumaly vztah mezi kli¢ivosti semen a vadami osiva zji§ténymi z RTG snimka. Cilem bylo
také zjistit, jak velky podil ze zjiSténych vad (tj. pfi¢iny nevykli¢eni semene) miiZze byt odhaleno
pouze RTG detekci. Na zakladé téchto informaci ziskanych pro druhy uvedené v zadani bylo
v planu vytvotfeni ekonomické rozvahy pro rentabilitu nasazeni RTG technologie tiidéni
v provoznich podminkach.



Projekt Grantove sluzby LCR
Zaverecna zprdva

Vyuziti metod fluorescence chlorofylu a RTG snimani pro tridéni semenného materidlu lesnich drevin

2. POSTUP PRACI V PRUBEHU RESENI PROJEKTU

2.1.0V1: VLIV OBSAHU CHLOROFYLU NA ZMENY KLICIVOSTI SEMEN PRI
SKLADOVANI

2.1.1. Literarni reSerse

Kvalitni semena jsou takova, ktera jsou neposkozena a produkuji Zivotaschopné a silné
semenacky bez vad za rtiznych podminek prostiedi a také po skladovani (Dickson, 1980).
Jednim z parametra, které ovliviluji kvalitu semen je obsah chlorofylu. Mnozstvi chlorofylu v
semenech se méni v pribeéhu embryogeneze. Béhem dozravani je chlorofyl degradovan (napf.
Allorent et al., 2015, Smolikova et al., 2018). Chlorofyl neni nicmén¢ degradovéan upln¢ a ve
zralych semenech lze nalézt tzv. zbytkovy chlorofyl (Smolikova et al., 2017). Pfitomnost
chlorofylu byla studovana v semenech riznych rostlinnych druht a bylo zjisténo, ze obsah
chlorofylu souvisi s kvalitou semen. Tomuto tématu se vénuje mnoho praci, které se zabyvaji
predevsim zemédélsky vyznamnymi druhy (napt. druhy z Celedi Apiaceae — Grulichova et al.
2022, s6ja — Teixeira et al. 2020). Pfitomnost chlorofylu po dozrani semen je (az na vyjimky)
nezéadouci, protoZe je spojena nejen s nizsi kvalitou, ale i rychlej§im poklesem kvality osiva
(klicivosti, zivotnosti) pti skladovani (Suhartanto 2002).

Také mutanti Arabidopsis se zvySenym obsahem chlorofylu v semenech vykazovaly
niz8i klicivost pii CD testech (controlled deterioration — zvySeni vlhkosti semen pii 40 °C pro
dobu n¢kolika hodin az dnti). Diivodem mohlo byt zvySené mnoZstvi aktivnich forem kysliku
v semenech s vy$§im obsahem chlorofylu (Clerkx et al. 2003). Informace o obsahu chlorofylu
v semenném materidlu mize byt tedy uzitecna jak pro posouzeni aktualni kvality osiva, tak i
jeho skladovatelnosti.

Chlorofyl 1ze ze semen extrahovat riznymi rozpoustédly a poté zméfit v extraktu
spektrofotometricky. Mezi €asto pouzivana rozpoustédla patii aceton (Allorent et al. 2015),
dimethylformamide (Zinsmeister et al 2016), methanol (Smolikova et al. 2018) nebo petroleum
ether a tetrahydrofuran (Bulda et al. 2008, Grulichova et al. 2022). Takovéto extrakce jsou
jednoduché, levné a rychlé. Praci, které by sledovaly obsah chlorofylu v semenech, neni mnoho
a zabyvaji se spiSe nezralymi semeny nebo mutanty se zvySenym obsahem chlorofylii, jen malo
se zabyva zralymi semeny (viz tabulka 1).
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Tabulka 1. Ptiklady koncentraci chlorofyli v semenech z literatury.

Rostlinny druh Koncentrace chl a+b Zdroj

(ug/g susiny)
Soja 0,33 Bulda et al. (2008)
Kukuftice 0,57 Bulda et al. (2008)
Zeli 2,30-10,4 Bulda et al. (2008)
Celed Fabaceae 3,6-222 Fernandez-Marin et al.

(2017)

Psenice nd.— 0,18 -2,33 Grulichova et al. (2017)
Mrkev 13,5-43,41 Grulichova et al. (2022)
Petrzel 5,89 — 84,56 Grulichova et al. (2022)
Kopr 10,43 — 19,66 Grulichova et al. (2022)

Pozn.: S¢ja, kukufice - zrala semena, ostatni - riizné odrtidy nebo rizna zralost.

Pro detailn€j$i analyzy obsahu chlorofylu a jinych pigmentt (napi. karotenoidd)
v semenech se pouziva také analyza pomoci HPLC (napf. semena riznych druhti celedi
Fabaceae — Fernandez-Marin et al. 2017). Analyza na HPLC je nicméné naro¢néa casové i
finan¢né.

Kontrola kvality semen pomoci méreni fluorescence chlorofylu

Jalink et al. (1998) navrhli metodu pro hodnoceni zralosti a kvality semen zaloZenou na
méteni indukované fluorescence chlorofylu intaktnich semen. Semena zeli (Brassica oleracea
var. Capitata) rozdé€lili do né€kolika podskupin zalozenych na intenzité signalu fluorescence
chlorofylu. Semena s nejniz§im signdlem méla nejvyssi procento klicivosti a normalni kli¢ni
rostlinky, zatimco semena s nejvysSim signdlem méla naopak nejnizsi procento klicivosti i
nejvice abnormalnich kli¢nich rostlinek. Vysoky obsah chlorofylu v semenech tedy koreloval
s niz§i kvalitou osiva v testech klicivosti.

Mnoho védeckych praci, které sleduji obsah chlorofylu v semenech v souvislosti
s kvalitou semen, se zabyva pouze signalem fluorescence chlorofylu jako indik&torem obsahu
chlorofylu, bez stanoveni skute¢ného obsahu chlorofylu v semenech. Napftiklad Dell’ Aquila et
al. (2002) korelovali signal fluorescence chlorofylu s kli¢ivosti poSkozenych semen zeli a
Konstantinova et al. (2002) ur¢ovali pomoci fluorescence chlorofylu zralost semen je¢mene.

Nicméné existuji 1 studie, ve kterych byl srovnavan signal fluorescence chlorofylu a
obsah extrahovatelného chlorofylu v semenech, naptiklad Deleuran et al. (2013). Pomoci
ttidi¢e vyuzivajiciho fluorescenci chlorofylu vytvofili 5 skupin semen $pendtu podle intenzity
signalu fluorescence chlorofylu a semena z téchto skupin pak extrahovali ethanolem. Obsah
chlorofyl byl kvantifikovan v téchto extraktech pouze jako bezrozmérna cisla ziskana
z méfeni extraktd spektrofotometricky pii specifickych vinovych délkach (maximech absorpce
pro chlorofyly). Sila signalu fluorescence chlorofylu korelovala s obsahem chlorofylu.

Ke sledovani signélu fluorescence chlorofylu v semenech se pouzivaji riizné ptistroje s
riznym nastavenim. Srovnéani absolutni hodnoty signalu mezi riznymi pracemi je tak nemozné.

6
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Nicmén¢ autoii Franca-Silva et al. (2022) srovnavali fluorescenci chlorofylu ziskanou dvéma
riznymi excitatnimi vlnovymi délkami (660 a 730 nm). Méfeni provadéli na nékolika
skupinach semen sdji, liSicich se v procentudlnim zastoupenim zelenych semen (0 — 14%). Tyto
skupiny byly vytvoreny vizudlnim vybérem zelenych a zlutych semen. Skupiny s minimalnim
zastoupenim zelenych semen mély nejnizsi signaly u obou vinovych délek a zaroven nejlepsi
vysledky kli¢ivosti i ostatnich testli kvality semen. Signal fluorescence chlorofylu miize podle
téchto autort interferovat s barvou a strukturou povrchu riznych semen, coz je nutné brat
v potaz jako limitaci pouziti metody fluorescence chlorofylu. U nékterych semen (napf.
kukufice, slunecnice) byla metoda stanoveni fluorescence chlorofylu neefektivni z diivodu
velmi nizkého obsahu chlorofylu v osemeni (Kenanoglu et al. 2013).

2.1.2. Priibéh a vysledky reseni v OV 1

Metodicka priprava sledovani obsahu chlorofylu v semenech dfievin

Na pocatku feSeni OV1 bylo potiebné ovétit planovanou metodiku stanoveni obsahu
chlorofylu v semenech. Byl analyzovan obsah chlorofylu extrahovaného z pomletych semen a
tato informace dana do souvislosti se signalem indukované fluorescence celych semen. Tato
méteni byla provadéna na oddilech osiva ulozenych v Semenaiském zavodé pred zacatkem
feSeni zakazky. Jednalo se o vSechny druhy dfevin ze zadani projektu (vzdy dva oddily od kazdé
dreviny pro srovnani riizné kvality) s vyjimkou lipy srd¢ité, kterd nebyla v zasobach ulozenych
v Semenaiském zavodeé Tynisté. Na té€chto vzorcich byly na pocatku prace testovany vSechny
vyuzZivané metody.

Extrakce a analyza mnoZstvi chlorofylu v biomase

Semena byla jemné pomleta na centrifugalnim mlynku a nasledné extrahovana n¢kolika
riznymi postupy. V prvni fazi byly pouZity jako extrakéni ¢inidla dimethylsulfoxid a aceton.
Tyto latky jsou bé€Zné pouzZivany v experimentalni praci feSitele a velmi dobie funguji pro
extrakce chlorofylli z listli. Naslednd analyza obsahu chlorofyll v extraktu pomoci stanoveni
jeho absorbance pfi nékolika vinovych délkach je velmi presna a spolehliva (Wellburn 1994).
V ptipadé semen se vSak ukézaly dvé komplikace: 1. celkovy obsah chlorofylu a tim 1 signal
spektrofotometru byl velmi nizky, 2. nékteré slozky extraktu absorbovaly v podobnych
vlnovych délkéch jako chlorofyl a tim znemoznily jeho pfesné stanoveni.

Pro vyfeSeni tohoto problému jsme zkousSeli jiny typ extrakéniho Cinidla. Provedli jsme
extrakci podle publikace Bulda et al. (2008), ktera se zabyvala extrakci fotosyntetickych
pigmentl ze semen vysSich rostlin. Extrakénim Ccinidlem byla smés petroletheru a
tetrahydrofuranu v poméru 3:1. Extrakty byly zméfeny na spektrofotometru a vyhodnoceny
jako uspésné diky maximim absorpce ve vinovych délkach pro chlorofyly.
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Uvedenym zpisobem se podafilo ziskat uspokojivé informace o extrahovatelném
obsahu chlorofylu pro dva druhy (jedle bélokora a olSe lepkava). Obsah chlorofylu byl spoc¢itan
podle vzorce uvedeného v ¢lanku Bulda et al. (2008). U dalSich druhti se ukazalo, Ze obsah
chlorofylu je velmi maly — pod hranici stanovitelnosti kvantitativniho obsahu bézné
pouzivanymi extrak¢nimi a analytickymi metodami.

V dalsi fazi feSeni pokracovaly prace na zpiesnéni extrakénich postupt u semen oddila
urcenych k uskladnéni. Stanoveni po extrakci bylo nasledné vyuzito pro ovéieni vysledka
nepifimého stanoveni chlorofylu pomoci indukované fluorescence. Chlorofyly byly
extrahovany ze semen pomoci acetonu nebo smési petrolether/tetrahydrofuran. Vysledné
extrakty byly méfeny na spektrofotometru Specord 205 (Analytik Jena, Némecko).

Vhodnost extrak¢niho ¢inidla byla ovéfena pomoci absorpcnich spekter pii vinovych
délkach 380 — 700 nm. Extrak¢ni ¢inidlo bylo hodnoceno jako vhodné pro extrakci chlorofyla,
pokud namétené absorpcni spektrum odpovidalo ocekdvanému absorpénimu spektru s maximy
ve vlnovych délkach, které se vyuzivaji pti vypoctech obsahu barviv ze vzorcl uvedenych
v literatufe. OlSe a lipa byly extrahovany v acetonu, jedle byla extrahovana ve smési
petrolether/tetrahydrofuran. V extraktech semen druhii douglaska, borovice a tfeSeit nebylo
mozné mnozstvi chlorofylu kvantifikovat z divodu velmi nizké koncentrace, ktera nebyla
spolehlivé méfitelna pomoci spektrofotometru.

V piipad¢é semen olSe, lipy a jedle bylo mnoZstvi chlorofylu kvantifikovano pomoci
hodnot absorbance v definovanych vinovych délkach s pomoci vzorcti uvedenych v literature
(Wellburn 1994, Bulda et al. 2008) a je uvedeno v tab. 2.

Tabulka. 2. Mnozstvi chlorofylu (chlorofyl a, chlorofyl b a jejich soucet) v semenech vybranych oddili
dfevin. Hodnoty jsou primérem péti opakovani = smerodatna odchylka. Vysvétlivky: ZS — zacatek
sbéru, KS — konec sbéru.

Druh dfeviny ~ Oznaceni Chlorofyl a Chlorofyl b  Chlorofyl a+b
oddilu (ug/g DW)  (ug/g DW)  (ug/g DW)
Jedle bélokora  174/2022 ZS 7,72+ 0,71 6,18 + 0,69 13,92 +1,37
235/2022 KS 7,05+ 0,56 6,04 + 0,62 13,09+ 1,17
Olse lepkava ~ 338/2022 ZS 7,69 2,60 9,34 + 3,63 17,02 £ 6,19
429/2022 KS 8,23 + 1,81 9,15+ 1,21 17,37 +2,77
Lipa malolistd  341/2022 ZS 4,73 £ 1,02 4,11 +1,89 8,84 £292
374/2022 KS 7,93 £0,61 5,52 +£1,59 13,45+2,17

Extrakce a analyza mnoZstvi chlorofylu v semenech rizné zralosti

Dtlezitou otdzkou pii feSeni bylo, jestli obsah chlorofylu v osivu miiZze souviset se

stupném zralosti osiva. Za timto G¢elem byly zadavatelem dodany oddily semen vybranych
druhli nasbirané v rizném obdobi sbéru (oznaceni termini sbéru: podtrzené, stiedné zralé,
zralé, ptip. uplné zralé¢). Obsah chlorofylu byl pak hodnocen pomoci metody fluorescence
chlorofylu (viz. tabulka 4) a také spektrofotometrickou analyzou extraktu. Zji§téné mnozstvi
chlorofylu je uvedeno v tab. 3.
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Tab. 3. Mnozstvi chlorofylu (chlorofyl a, chlorofyl b a jejich soucet) v semenech rizné zralosti
vybranych oddila dfevin. Hodnoty jsou primérem péti opakovani + smérodatnd odchylka.

Druh dfeviny Oznaceni oddilu Chlorofyl a Chlorofyl b Chlorofyl a+b
(ug/g DW) (ug/g DW) (ng/g DW)
Jedle 210/22 podtrzen¢ 7,52 + 0,30 9,35+ 0,40 16,87 + 0,70
bélokora
210/22 sttedné 6,39 £ 0,31 7,95 +0,38 14,34 £ 0,70
zralé
210/22 zralé 7,26 +0,78 9,26 = 1,00 16,52 + 1,78
210/22 Gplné zralé¢ 7,92 + 0,68 9,90 £+ 0,85 17,82 + 1,53
Olse lepkava  456/22 podtrzené¢ 2,67 + 0,67 3,10+ 1,00 5,77 +1,57
456/22 sttedné 2,11+0,14 2,09+0,14 4,20 + 0,28
zralé
456/22 zralé 6,02 +0,83 4,62 +1,24 10,64 +£2,07

Metodika méreni indukované fluorescence chlorofylu pro posouzeni obsahu
chlorofylu v osemeni

Pro stanoveni byly pouzity v prubéhu feseni dva systémy. Prvni z nich — FluorCam FC-
800 (PSI, Drasov, CZ) - zaznamenava fluorescenci chlorofylu indukovanou pomoci zablesku
excitaéniho svétla vyuzitim kamerového detektoru. To umoziuje méfit fluorescenci semen
rozlozenych na ploSe (napf. miska) ca. 12x12cm a stanovit tak fluorescenci velkého mnozstvi
semenné¢ho materidlu v jednom méfeni (dle velikosti stovky az tisice ks semen). V pribéhu
feSeni byla optimalizoviana metodika nepfimého méfeni obsahu chlorofylu v semenném
materidlu pomoci méfeni indukované fluorescence chlorofylu. Semenny materidl je vzdy
navrstven do roviny na plose minimalné 10x10cm, co umoziiuje v jenom méfeni otestovat vic
nez 100 semen. M¢éfeni je vzdy provadéno tiikrat pro vylouceni Spatného postaveni
jednotlivych semen pii jednotlivém méteni. Zakladni parametr udavajici mnozstvi ptitomného
chlorofylu je intenzita emitované fluorescence. Intenzita absolutniho signalu emitované
fluorescence se vSak mezi riiznymi testovanymi vzorky (rdzné druhy, rizny ¢as sbéru) znacné
meénila a kvili dostate¢né citlivému odlisSeni emitované fluorescence od pozadi bylo nutné
upravovat citlivost pfistroje. Aby bylo moZné jednotlivd méteni vzdjemné srovnat pfistoupili
jsme k normalizaci absolutniho signalu fluorescence vii¢i fluorescen¢nimu standardu, ktery je
piikladan ke kazdému méfeni.

S pomoci druhého sytému SeQso (iXeed-CFA300) byla zkouména velikost
fluorescence jednotlivych semen. Tento systém umoziuje stanoveni variability fluorescen¢niho
signalu mezi jednotlivymi semeny zkoumaného oddilu.
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Srovnani méreni fluorescence systémy FluorCam a SeQso

Robustnost a spolehlivost metodiky stanoveni obsahu chlorofylu pomoci systému FluorCam
byla jesté ovéfena pomoci srovnavacich métfeni na druhém, komeréné prodavaném sytému
specializovaném pro méteni fluorescence semen od firmy SeQso (iXeed-CFA300). Byly takto
zméfeny vSechny sledované oddily semenného materidlu analyzovaného i systémem
FluorCam. Vysledky ziskané z obou systému jsou prezentovany v obrazku 1 a tabulce 4.
Srovndnim informaci z obou méfticich systémt se podafilo potvrdit dobrou citlivost obou
systétmii pro nepiimé posuzovani obsahu chlorofylu v semenném materidlu. Naméiené
vysledky jsou srovnatelné. Z vysledki také vyplyva, ze data ze systému SeQso vykazovala u
srovnavanych oddilti semen vyrazné vétsi variabilitu naméfeného signalu nez systém FluorCam
(viz tab. 4).

Borovice Douglaska Jedle

1230t @)

210uz

48 49 50 51 60 70 80 90 100 110 120 800.00 850.00 900.00 950.00 1000.00 1050.00 1100.00 1150.00 1200.00

CF [a.u] CF [a.0. CFlau]
Lipa Tresefi Olse

098ks

0.0135 \)]AZU 0.031 456zr .

Obrazek 1. Grafy srovnani hodnot fluorescence chlorofylu (CF) naméfené piistrojem SeQso (osa X) a
normalizované chlorofylové fluorescence (Norm. Chl. Fluorescence - osa Y) naméfené pfistrojem
FluorCam pro riizné oddily semenného materialu (oznaceno ¢isly) zkoumanych dievin v rizném stadiu
zrani (pt — podtrzené (nedozralé), zr — zralé, uz — upln¢ zralé, zs — zacatek sbéru, ks — konec sbéru).
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Tabulka 4. Vysledky méfeni fluorescence chlorofylu (CF) naméfené ptistrojem SeQso a normalizované
chlorofylové fluorescence (Norm. Chl. Fluorescence) namétené ptistrojem FluorCam pro rizné oddily
semenného materidlu zkoumanych dfevin nasbiraného v rizném stadiu zrani (pt — podtrzené, sz —
stfedné¢ zralé, zr — zralé, uz — Gpln¢ zralé, zs — zacatek sbéru, ks — konec sbéru).

FluorCam SeQso
. Norm. chl. Fluoresc.
Druh Oddil [r.u.] Chl. Fluoresc.[a.u.]
avg std dev avg std dev
. BO 5 7S 0.0159 0.0049 45.44 21.97
Borovice - =

BO 42 KS 0.0164 0.0086 49.89 20.47
DG 123 ZS ]0.0360 0.0184 115.87 47.43
Douglaska DG 159 SZ |0.0287 0.0084 86.43 29.03
DG 171 KS ]0.0224 0.0110 75.95 36.48
JD 174 ZS 0.1276 0.0383 1040.44 431.45
JD 210 PT |0.1782 0.0545 1186.25 432.09

Jedle JD 210 SZ  |0.1755 0.0500 1200.31 384.78
JD 235 KS |0.1624 0.0473 817.76 34791
JD 210 UZ ]0.1948 0.0530 1 180.65 366.82

LP 341 7S |0.0109 0.0028 |114.62  86.86
LP 374 KS 10.0134 0.0041 13797  89.32
OL 338 7zS |0.0279 0.0102 [133.45  41.8
OL_456 PT |0.0235 0.0081  [122.75  30.69
Olse OL 456 SZ |0.0238 0.0050  |130.57  48.79
OL_429 KS |0.0249 0.0061  |146.57  43.96
OL 456 ZR |0.0362 0.0097  |201.54 5535
TR_100 PT |0.0215 0.0053  |73.15 40.79
TR 98 ZR  |0.0317 0.0066  |85.34 32.43

Lipa

TreSen

Srovnani fluorescence chlorofylu a obsahu extrahovaného chlorofylu

Nameétené hodnoty normalizovaného signalu fluorescence chlorofylu byly verifikovany
srovnanim s obsahem chlorofylu a zjiSténého analyticky z extrakti ze semenného materialu.
Ptehledné jsou vysledky uvedeny v tabulce 5 pouze pro oddily semenného materialu, u kterého
byla extrakce a analyza uspé€Sné provedena (detaily viz. kap. Extrakce a analyza mnozstvi
chlorofylu v biomase). U druht jedle bélokoré a lipy malolisté je ptima iméra mezi obsahem
chlorofylu a v extraktech ze semenného materidlu a intenzitou normalizovaného
fluorescen¢niho signdlu. U analyzovanych oddilti olSe lepkavé vSak pozitivni korelace mezi
obsahem chlorofylu a fluorescenci zjiSténa nebyla. V tomto ptipad€ zralejsi oddil semenného
materidlu vykazoval vys§i obsah chlorofylu a, ale niz§i hodnoty fluorescence chlorofylu.
Rozdily mezi srovnavanymi oddily u jednotlivych sledovanych druhtli, a to jak v obsahu
chlorofylu, tak v intenzité fluorescence, vSak nebyly statisticky priikazné.
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Tabulka 5. Srovnani intenzity normalizovaného signalu fluorescence chlorofylu a obsahu
chlorofylu a riznych oddilti semenného materialu zkoumanych druhti dfevin. ZS = zacatek
sbéru, KS = konec sbéru.

Norm. Chl.
Druh dieviny Oznaceni oddilu Chlorofyl a (ug/g DW) Fluorescence
(r.u.)
Jedle bélokora 174/2022 7S 7,72 £ 0,71 0.1276+0.0383
235/2022 KS 7,05 + 0,56 0.1079+0.0358
Olse lepkava 338/2022 ZS 7,69 + 2,60 0.0279+0.0102
429/2022 KS 8,23 + 1,81 0.0249+0.0061
Lipa malolista 341/2022 ZS 4,73 £1,02 0.0109+0.0028
374/2022 KS 7,93 £ 0,61 0.0134+0.0041

Analyza a uloZeni vzorkii osiva pro sledovani zmén kli¢ivosti v ¢ase

Vybrané oddily osiva byly standartnim zplisobem zpracovany v Semenaiském zavodé
Tyniste¢ a ulozeny tamtéz ve standartnich podminkach. Reprezentativni ¢ast vzorku semen
ur¢enych k ulozeni byla nejprve podrobena analyze indukované fluorescence chlorofylu a diky
nedestruktivni povaze analyzy byla takto zmétena semena soucasti celkového vzorku zaslaného
na analyzu kli¢ivosti dle CSN 481211 (déle jen ,,CSN*). Tato data pak ukazuji podateéni
kli¢ivost kazdého sledovaného oddilu a fluorescen¢ni signal osiva indikujici obsah chlorofylu
na pocatku ulozeni. V dal$im obdobi feseni byla u ¢asti ulozeného materialu vzdy jednou ro¢né
otestovana kli¢ivost stejnym zptsobem. Data o kli¢ivosti/Zivotnosti semen oddilii zkoumanych
v OV1 a ur¢enych k dlouhodobému uloZeni byla ziskdna zakazkovymi testy v akreditované
laboratofi Vyzkumného tstavu lesniho hospodatstvi a myslivosti, v.v.i. (dale jen ,,VULHM®).

Hodnoceni vztahu mezi pocatenim obsahem chlorofylu a Kkli¢ivosti
uloZenych oddili

Kli¢ivost uloZenych semen byla testovana na reprezentativnim vzorku uloZeného osiva
pocatku sledovani a pak po kazdém roce uloZeni. Cerstvé osivo pro ulozeni bylo dodano
Semenatskym zavodem na konci roku 2022 (borovice a tieSenl) a na zacatku roku 2023. Vybér
oddilt pro analyzy provedl Semenaisky zavod a byl proveden tak, aby umoznil vétsi odliSnosti
v obsahu chlorofylu (oddily ze za¢atku obdobi sbéru a z konce obdobi sbéru).

Vysledky testli kli¢ivosti pfed ulozenim, po 1 a 2 letech uloZeni a normalizované
hodnoty chlorofylu a jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka. 6. Vysledky testd kli¢ivosti/Zivotnosti dle CSN provedené VULHM na dodanych oddilech
dievin na pocatku (A), po prvnim roce (B) a po dvou letech (C) ulozeni. Testy zivotnosti byly provedeny
u lipy malolisté a tfeSné ptaci (hodnoty oznacené *), u ostatnich byly provedeny testy kli¢ivosti. Testy
klicivosti semen lipy malolisté a tfeSné ptaci po dvou letech ulozeni byly provedeny na pracovisti
zadavatele. V tabulce jsou také data intenzity normalizovaného signalu fluorescence chlorofylu
pofizenych pied uloZenim (+smérodatna odchylka). Zkratky: K - kli¢ivost, Z — Zivotnost, S —
stratifikace.

Druh dieviny ~ Ozna¢eni A.K/Z B.K/Z C.K/Z Norm.Chl.
oddilu (%) pted (%) po (%) po Fluorescence
ulozenim 1. roce 2 letech na pocatku
(2023) uloz. uloz. (leden 2023)
(2024) (2025)
Douglaska 123/2022 70 (poS) 58 71
tisolista 63 (bezS) 63 57 0.0360=0.0184
171/2022 88 (po S) 89 87
75 (bezS) 75 20 0.0224+0.0110
Lipa malolista  341/2022  51* 49* 2(2) 0.0109+0.0028
% %
374/2022 88 82 30 (42) 0.013440.0041
Jedle bélokora 174/2022 39 (poS) 46 31 0.1276+0.0383
235/2022 62 (poS) 46 11 0.1079+0.0358
Olse lepkava 429/2022 78 74 75 0.0279-0.0102
338/2022 81 84 82 0.024940.0061
Borovice lesni  5/2022 96 93 89 0.0159+0.0049
42/2022 92 90 90 0.0164+0.0086
TteSen ptaci 98/2022 93* 94* 80/90* 0.0317+0.0066
100/2022  94* o1%* 92/92%* 0.021540.0053

Pozn.: Hodnoty kli¢ivosti u lipy malolisté po 2 letech uloZeni jsou pravdépodobné podhodnocené
z dlivodu zkracené doby stratifikace. V zavorce jsou uvedena procenta svézich semen.

V osivu jedle bélokoré se vyskytuje velké mnozstvi prazdnych semen a zastoupeni
prazdnych semen se mirné liSilo mezi vzorky jednoho oddilu testovanymi v riznych letech.
Abychom se vyhnuli moznému zkresleni zmén klicivosti vlivem rizného zastoupeni prazdnych
semen ve vzorku, je v tabulce 7 uvedeno srovnani hodnot klicivosti celého oddilu a kli¢ivosti
plnych semen v nékolika letech sledovani.

Tab. 7. Srovnéni kli¢ivosti celého oddilu, podilu prazdnych semen a kli¢ivosti plnych semen u
vybranych oddilti jedle bélokoré na pocatku (2023), po prvnim (2024) a po druhém roce ulozeni (2025).

Oddil Kli¢ivost celého oddilu [ Prazdna semena (%) Kli¢ivost plnych semen
(%) (%)
2023 ] 2024 (2025 |[2023 |2024 |[2025 (2023 |2024 | 2025
174/22 39 46 31 43 38 32 84 85 63
235/22 62 46 11 33 29 32 99 73 25
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2.2. TESTY KLICIVOSTI/ZIVOTNOSTI ODDILU SLEDOVANYCH OD ROKU 2024

Ve tietim roce feseni byl pak soubor testovanych oddilii rozsifen o dalsi oddily, které se
Jednalo se o osivo téchto druhii: borovice lesni (4 oddily), jedle bélokora (3 oddily) a lipa
malolista (4 oddily). Cilem této aktivity bylo ziskani vétsi variability v obsahu chlorofylu a tim
také vice dat pro zjisténi vztahu obsahu chlorofylu a kli¢ivosti osiva. Tyto oddily byly po roce
uloZeni zaslany k testovani ve VULHM. Kli¢ivost semen lipy byla testovana u zadavatele.
Vysledky téchto méteni jsou uvedeny v tabulce 8.

Tab. 8. Vysledky testii kli¢ivosti/Zivotnosti dle CSN provedené VULHM na nové vybranych oddilech
dievin pted uloZzenim (A) a po roce uloZeni (B). Testy zivotnosti (hodnoty oznacené *), byly provedeny
u lipy malolisté a jedle bélokoré pied ulozenim, u ostatnich byly provedeny testy kli¢ivosti. Po roce
ulozeni byly provedeny testy kli¢ivosti u vSech druh. V tabulce jsou také data intenzity
normalizovaného signalu fluorescence chlorofylu potizenych pred uloZzenim (+smérodatnd odchylka).

A. B. Klic¢ivost

. Oznaceni Kli¢ivost/zivotnost (%) po 1 Norm.Chl.

Druh dfeviny , 9 » y Fluorescence

oddilu (%) pted uloz. (rok  roce uloz. (leden 2024)
testu v zavorce) (2025)

Borovice lesni  10/2023 97 (2023) 93 0,0331 +£0,0104
30/2023 96 (2024) 98 0,0319 +0,0068
84/2023 89 (2024) 91 0,0332 +0,0073
100/2023 97 (2023) 98 0,0302 +0,0073

Jedle bélokora  157/2022 44%* (2024) 34 0,1628 +0,0419
207/2022 48%* (2024) 43 0,1410 +0,0283
233/2022 65* (2024) 52 0,1259 +0,0321

Lipa malolistda ~ 427/2022 98%* (2023) 29 (50) 0,0308 +0,0034
461/2022 95* (2023) 34 (46) 0,0319 +0,0068
525/2022 88* (2023) 35 (24) 0,0323 +0,0031
538/2022 78* (2023) 20 (37) 0,0326 +0,0325

Pozn.: Hodnoty kli¢ivosti u lipy malolist¢ po 1 roce uloZeni jsou pravdépodobné podhodnocené
z duvodu zkracené doby stratifikace. V zavorce jsou uvedena procenta svézich semen.

Souhrn zavéru z OV1

Zpracovani vétsiho mnozstvi vzorkl osiva prakticky ukazalo, Ze stanoveni mnoZstvi
chlorofylu pomoci extrakce a nasledné detekce na spektrofotometru je mozné jen u nékterych
ze zkoumanych druhti (olSe, jedle, lipa). U téchto druhii byl zjistény obsah chlorofylu ve vétSing
ptipadd v souladu se signalem fluorescence chlorofylu méfenym pred extrakei, jak je uvedeno
v tab. 5. Sledovani signalu indukované fluorescence chlorofylu je tedy vhodnou a rychlou
metodou pro stanoveni relativniho obsahu chlorofylu v semenech lesnich dfevin.
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Analyza signalu indukované fluorescence chlorofylu provadénd pomoci metodiky
vyvinut¢ v laboratofich Masarykovy univerzity pro pfistroj FluorCam se ukazala jako
robustnéjSi a presnéjsi ve srovnani s bézné¢ pouzivanym specializovanym pfistrojem firmy
SeQso (tab. 4). Ukazuje to zejména niz$i mira variability méfeni provedenych na stejnych
oddilech obéma pfistroji. Z toho vyplyva, ze vysledky ziskané nové vyvinutou metodikou jsou
piesnéjsi a jsou schopny potencidlné zjistovat mensi rozdily v signalu fluorescence nez zatim
bézn¢ pouzivané pristroje. Oba piistroje vSak poskytuji kvalitni informace vyuzitelné
pro posouzeni relativniho obsahu chlorofylu v semenech dievin.

V pribehu piipravy vzorkl osiva pro ulozeni byla vénovana velka pozornost jejich
vybéru s ohledem na ocekavany obsah chlorofylu. V soucinnosti se zadavatelem byly také
pripraveny vzorky osiva sklizeného v obdobich neoptimalni zralosti. Cilem téchto aktivit bylo
ziskat oddily dostatecné rozdilné v obsahu chlorofylu, aby bylo mozné posoudit jejich vliv na
kli¢ivost po dlouhodobém uskladnéni. Zjistény fluorescenéni signal byl vSak u vsech
zkoumanych semen obecné velmi nizky. OdliSnosti ve velikosti signalu mezi vzorky oddilt
vybranych pro uloZeni byly zcela minimalni u vSech zkoumanych druht. Prikazné rozdily
nebyly dokonce zjistény ani mezi vzorky semen trhanych cilen¢ v nezralém nebo piezralém
stupni zralosti. Oddily dodatecné ptidané do sledovani se bohuzel v rdmci jednoho druhu také
mezi sebou v obsahu chlorofylu pritkazné€ neliSily. Zvysit variabilitu v obsahu chlorofylu mezi
testovanymi oddily se tedy 1 pfes snahu ziskat vhodnéjsi materidl pro tyto testy nepodafilo.

U vsech sledovanych druhti byly zmény v kli¢ivosti po jednom roce ulozeni minimalni
(v jednotkach procent) a to jak u ptivodné vybranych oddilti sledovanych od roku 2023 (tab. 6),
tak 1 u oddili dodate¢né zatazenych do sledovani v roce 2024 (tab. 8). Ani po dvou letech
uloZeni u vétSiny druhti nedoslo k vyraznym zménam klicivosti (jednotky procent). Vyraznéjsi
zmény byly zaznamenany pouze u jedle a douglasky. Nejvétsi zmeéna klicivosti byla zjisténa u
oddilu jedle 235/2022, u kterého poklesla klicivost z 62 na 11%. Tento pokles je vyrazny také
pfi srovnani kli¢ivosti plnych semen: z 99% na 25%. Tento oddil vSak vykazoval nejmensi
fluorescencni signal ze vSech sledovanych oddilt jedle. V ptipadé oddilu douglasky 123/2022
doslo k poklesu kli¢ivosti po prvnim roce ulozeni, avSak po druhém roce ulozeni byla kli¢ivost
JiZ stejna jako pied ulozenim.

U tfeSn¢ a lipy byly na ptani zadavatele provedeny po dvou letech ulozeni testy
kli¢ivosti z dlivodu moZného nadhodnoceni vysledkil testli Zivostnosti. Tyto nové ziskané
informace potvrdily zavéry z predchozich testl, a tedy nepiinesly zddné zmény piedchozich
zavera.

Na zéklad¢ provedenych méfeni a zjiSténych vysledkii se nepodafilo prokazat
pri¢innou souvislost mezi signalem fluorescence chlorofylu a zménami v kli¢ivosti semen
zkoumanych druht pfi uloZeni. Piispélo k tomu nékolik faktort. Prvnim byla obecné slaba
intenzita fluorescencniho signélu, nékdy na detekénim limitu méftici techniky. Dal§im faktorem
byly velmi malé rozdily v intenzité signalu detekovatelné mezi oddily jednotlivych druhi, coz
fakticky neumoznilo srovnani oddilli s prikazné odliSnym obsahem chlorofylu. Poslednim
faktorem bylo, Ze zjiSténé zmény v kli¢ivosti v ¢ase byly velmi malé. Zmény kli¢ivosti u
sledovanych druhii probihaji tedy ziejmeé pomalu. Omezena doba feSeni zakazky neumoznila
zjistit tyto zmény po vice nez dvou letech uloZeni a pfipadné je prokdzat statistickymi
metodami.
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2.3.0V2: ZJSTENI VAD OSIVA POMOCI SNIMKOVANI RENTGENOVYMI
PAPRSKY

2.3.1. Literarni reSerse

Snimaci technika a jeji technicky rozvoj

Technika zkoumani vnitinich ¢asti neporusenych zivych objektli pomoci snimkovani
rentgenovym zafenim (RTG) zacala pomérné brzy po svém objevu hledat uplatnéni nejen
v oblasti zdravotnictvi, ale i v oboru semenafstvi. Predstavovala totiz velmi atraktivni zptisob
kontroly a hodnoceni kvality osiva. Technika RTG snimkovéani se v n€kolika poslednich
desetiletich velmi vyrazn¢ zdokonalila. Zlepsilo se ptesné davkovani energie, zacileni a
zaostfeni zdroje RTG paprski (microfocus X-ray) a také se velmi zdokonalila detekce zareni
po prichodu objektem (strucny piehled v Arkhipov et al. 2019). Pivodni detektory vyuzivajici
fotograficky film nebo pozd¢ji fosforové desky mély pomérné malou citlivost. Ziskéni snimku
vyzadovalo delSi Cas a obraz bylo pied dalSim zpracovanim nutné digitalizovat pomoci
scanneru. Vyuziti novych typl detektorli na principu scintilatorti a elektronické detekce a
zaznamu vzniklého viditelného zateni (souhrnny ptehled v Lanca et Silva 2013) umoznilo
presnéjsi vykresleni struktur a citlivéjsi detekei (zachyceni vétSiny zafeni detektorem) pii nizsi
davce a energii pouzitého RTG zafeni. Tyto technické pokroky umoznily vyrazné zkratit ¢as
expozice a také nasledné digitalni zpracovani ziskané¢ho obrazu. Niz$i davka energeticky méné
bohatého zareni pfi pouZiti modernich pfistrojli také uZ v soucasnosti nepiedstavuje vyznamné
riziko ani pro rostouci burky rostlin (Zappala et al. 2013). Pro kvalitni kontrastni vykresleni
vnitini struktury také neni uz vétSinou potieba semena specidln€ ptipravovat naptiklad
bobtnanim ve vodé nebo v chemickych roztocich zvysujicich kontrast, jako v minulosti.

Vsechny tyto nové schopnosti snimaci techniky umoznily $irsi pouZiti této technologie
pro kontrolu kvality osiva a také dovolily ji aplikovat na druhy s menSimi semeny. Obrazové
rozliSeni 10 um umoziuje u SpiCkovych pfistroji pomérné kvalitni pozorovani struktury
objektti milimetrovych rozmért. Vyrobou RTG pfistroji s vysokym rozliSenim pro vyuziti v
materidlovych védach i semenafstvi se uz zabyva ve svété n€kolik vyrobcil a stale Castéji se
tyto pfistroje stavaji soucasti kontrolnich laboratofi. Oteviela se také pfilezitost vyuZit tuto
zobrazovaci techniku pii tfidéni semen pro zvySeni kvality osiva. Prvnim impulzem pro vyvoj
systému na tfidéni osiva podle RTG snimki byla prace van der Burg et al. (1994) ukazujici
vztah mezi vnitini strukturou semen rajcat a kvalitou mladych rostlin znich vzeslych.
principu, specializovany na tfidéni cennych semen hybridi rajcat a paprik, byl uveden na trh az
v roce 2007, tfinact let po zacatku jeho vyvoje (Bruggink et van Duijn 2017).

Vyvoj techniky pro 2-D i 3-D snimkovani osiva (Gomes Junior et al. 2009, Gargiulo et
znakll vnitini struktury semen ze ziskanych obrazii, jako nezbytna podminka automatického
tfidéni, je stale v zacatcich (de Medeiros et al. 2021). Z publikovanych informaci je zfejmé, ze
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rozeznavani jednoznacné dobrych a také jednoznacné vadnych semen je (po pocatecni kalibraci
systému pro konkrétni druh) relativné jednoduché. V souboru semen vsak existuje fada piipad,
kde je jednoznaéné posouzeni zdvaznosti odchylky od normélu/vady obtizné a rozhodovani
bude zalozeno na mife pravdépodobnosti s jakou dany stupent odchylky od normadlu jesté
ovlivituje kli¢ivost nebo zivostnost semene. Schopnost presné vyladit algoritmus analyzy
snimanych obrazli na zakladé dobie definovanych znakl (pokud jsou k dispozici) miize byt
rozhodujici pro to, jestli je tato technologie tfidéni pro dany druh semen vhodna.

Vady semen a jejich identifikace pomoci RTG snimani

Velmi vyznamnym faktorem pii hodnoceni semen pomoci RTG je jejich tvar.
Rozpoznani vnitinich struktur 1 pfipadného vyskytu vady je vyrazné€ zavislé na sméru projekce
semene jako tfirozmérného objektu do dvourozmérného RTG obrazu. Nejlepsi vysledky jsou
tedy v tomto sméru dosahovany u semen s plochym nebo zplostélym tvarem, jejichz poloha pfi
snimkovani je u vétSiny semen zkoumaného vzorku podobna napft. rajce, paprika nebo meloun
(Dell'Aquila 2007, Gomes Junior et al. 2012, Silva et al. 2013). PoSkozeni nebo vady semen
jsou vsak stale Castéji zjistovany RTG metodou i u fady druhti s kulatymi nebo ovalnymi
semeny (Goodman et al. 2005, Lombardo et McCarthy 2009, Musaev et al. 2022).

K vadam, které jsou relativné jednoduché na detekci pomoci RTG sniméni patii zejména
prazdnéa semena nebo semena s nedostateéné vyvinutym endospermem (Himanen et al. 2016,
Arkhipov et al. 2020, Yuan et al. 2021). Také semena poskozend piisobenim herbivorl jsou
rozpoznatelna pomérné dobie (Karunakaran et al. 2004, Lombardo et McCarthy 2009, Pinto et
al. 2009, Dalgleish et al. 2009). Jemn¢jsi rozliSeni snimaného obrazu vyzaduje identifikace
poskozeni ve formé& prasklin ve vnitini struktufe semene (Gomes Junior et Cicero 2012, Costa
et al. 2014, Arkhipov et al. 2020)
zejména houbami nebo baktériemi. V tomto ptipad€ jsou strukturni zmény na RTG obrazu
minimalni a rozpoznani byva vétSinou zalozeno na zménach celkové absorpce zafeni semenem
nebo zmén v homogenit€ absorpce uvnitf semena (Narvankar et al. 2009).

Velmi specidlnim znakem pro hodnoceni vitality semen je také velikost a stupeii zralosti
embrya v semeni (van den Burg et al. 1994, Dell'Aquila 2009, Pereira et al.2014, Yuan et
al.2021). Tento znak je napiiklad velmi vyznamny pro kli¢ivost a Zivotaschopnost kli¢encti u
rajcete (Silva et al. 2013) nebo také u nahosemennych dievin (Arkhipov et al. 2020).

Publikace zaméten¢ na hodnoceni kvality semen dievin pomoci RTG snimki jsou stale
ojedinélé. Nékolik praci bylo zaméfeno na hodnoceni vlivu poSkozeni semen Quercus rubra a
Castanea dentata herbivory (Lombardo et McCarthy 2009, Dalgleish et al. 2009) nebo vlivem
rizné¢ho stupné vyschnuti (Goodman et al. 2005). Zkoumdna byla také zralost semen
hospodaisky vyznamného kete Jatropha curcas (Pinheiro et al. 2020). Moderni technologie
snimani microfocus X-ray se ukazala jako dobie pouZzitelna pro kvalitni zobrazeni struktur
uvnitf vyrazné mensich semen dfevin nez v piipad¢ piredchézejicich studii. Naptiklad u semen
Pinus pumila byl hodnocen vztah mezi kli¢ivosti a znaky zji$ténymi z vnitini struktury semen
pomoci RTG. Zejména zjisténé plochy endospermu a embrya pozitivné korelovaly s kli¢ivosti
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semen (Karamysheva et al. 2020). Plocha embrya, ptipadn¢ jeho délka se jevi jako dulezity
znak pro vitalitu semen nahosemennych dievin (Arkhipov et al. 2020). Tato prace také
upozornuje na dalsi znaky potencidlné vyznamné pro posouzeni vitality semen, které je mozné
dobfte kvantifikovat pomoci analyzy ziskaného RTG obrazu. Jde naptiklad o automatizované
méfeni plochy vybranych vnitinich ¢asti semene, napiiklad endospermu, nebo
denzitometrickou analyzu endospermu — ukazujici jak praimérnou absorbanci zéfeni, tak i miru
jeji heterogenity. Jak se ukazuje na ptikladech semen riznych druht, vSechny tyto znaky mohou
mit tésny vztah ke kli¢ivosti. Pfesnéjsi kvantitativni udaje vSak stale chybi, a to nejen pro
semena dfevin. Pfehled informaci z literatury tedy jasn¢ ukazuje, ze prace provedené v tomto
projektu byly velmi potiebné a ptispély k doplnéni chybé&jicich informaci o potencialu RTG
snimkovani pro odhalovani vad semen vybranych lesnich drevin.

2.3.2. Priibéh a vysledky reSeni v OV 2

Testovani klic¢ivosti/Zivotnosti semen zkoumanych druhi

V prvni fazi bylo provedeno uspésné ovéteni postupii pro testovani kli¢ivosti semen dfevin na
pracovisti fesitele. Vysledky testli klicivosti provedené na menSich souborech semen byly ve
velmi dobré shodé s vysledky testd kli¢ivosti dle CSN provedenym ve VULHM. Testovéni
kli¢ivosti na pracovisti feSitele umoznilo v pribéhu feSeni ovéfovat vztahy mezi vadami
nalezenymi pomoci RTG snimkil a kli¢ivosti semen v dil¢ich pokusech. Zivotnost semen byla
testovana ve spolupraci s VULHM z diivodu nutné dlouhodobé zkusenosti pro dosaZeni
spravnych vysledku.

Vyuzita snimaci technika

V prvni fazi feSeni bylo osivo snimano pomoci X-ray scanneru vyrabéné¢ho firmou
Radalytica pro plant phenotyping a provozovaného ve firmé PSI Drasov. Byly vytvoteny sady
snimkli pro kazdy druh pfi rizném nastaveni zdroje zafeni a detektoru. Rozdily v kvalité
snimki nebyly mezi riznymi nastavenimi nijak vyrazné. Ziskané snimky byly v dostatecné
kvalité (jas, kontrast) 1 rozliSeni pro podrobné;jsi zkoumani vnittku semen. Drobné technické
obtize vznikly pfi volbé vhodné neabsorbujici podlozky a zptsobu uchyceni semen na ni. Tyto
potize se vSak podafilo Uspé$né vytesit. Snimky s vySsi energii poskytovaly lepsi kontrast bez
uprav, avSak snimky ziskané s niz8i energii zase poskytovaly (po upravach v editoru) lepsi
vykresleni a mensi tiroven Sumu (obr. 2).
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Obrazek 2. Srovnani vlivu riizného nastaveni energie zafeni na kvalitu snimku stejného semene
jedle. A) 25kV, B) 35kV, C) 50kV.

Kvalitu naSich snimkl jsme méli moznost srovnat se snimky pouzitého semenné¢ho
materidlu na jiném snimacim zafizeni (Faxitron MultiFocus x-ray cabinet) pii navstéve
semenné banky v polské Kostrzyci (Lesny Bank Genéw, Kostrzyca). V tomto piipadé bylo
sniméni celkové rychlejsi. Uprava nastaveni i zpracovani ziskanych obrazil bylo také rychle;jsi
a automatické.

Zajimavé vysledky se ukdzaly pfi pouziti RTG sniméni k hodnoceni velikosti a
smérovani klicku u stratifikovanych semen buku (obr. 3). Metoda by mohla slouzit k vybéru
aktivng rostoucich semen s vyvinutym klickem, ktery ale jesté nevyrostl mimo osemeni a tim
je chranén proti mechanickému poskozeni.

Obrazek 3. Snimky stratifikovanych semen buku zjevné v rozdilném stavu vitality. Vlevo zdravé
semeno s rostoucim klickem, uprostifed pravdépodobné nekli¢ivé semeno s neznamym typem vady,
vpravo semeno s poskozenym endospermem.
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Pocinaje druhym rokem feSeni bylo snimkovani semen provadéno zakazkové v
laboratofich CEITEC VUT Brno na pfistroji GE Phoenix vitomelx L240. Tento primyslovy CT
3D scanner je vybaven rentgenovou trubici 180kV nano focus pro podrobné rozliSeni. Vzorky
semen vSech druhil byly snimany pfi jednotném nastaveni s pouzitim urychlovaciho napéti
80kV a proudem 200 mA. Akvizi¢ni ¢as byl 900 ms na snimek. Pfistroj primarn¢ slouzi ke
snimkovani 3D objektl. Snimkovéani semen sice bylo provadéno ve zjednoduSeném 2D
zobrazeni, ale vzhledem k technicky moznostem pfistroje bylo nutné semena snimat ve svislém
usporadani. Pro jednoznacnou identifikaci jednotlivych semen a jejich snadné ptemisténi do
nakli¢ovacich misek byla proto semena uchycena ve specidlné¢ vyrobenych plastovych
miizkach pomoci potravinové folie (obr. 4). Sniméani potom probihalo v n€kolika krocich. Po
skonceni snimani byly snimky jednotlivych semen upraveny na stejny rozmér a kvalitu obrazu
(zejména jas a kontrast) a provedeno hodnoceni pozorovanych znakii.

Nahore mrizky: g = i
1,3,5799,11,13,15 | /\pipuess
| |

Dole mrizky: :
2,4,6,8, 10, 12,14, 16

Obrazek 4. Usporadani semen borovice lesni uchycenych svisle v miizkach pfi snimkovani na pfistroji
GE Phoenix v|tome|x L240 a popis systému oznaéeni ziskanych snimk.

Uchycenim semen pro snimkovani v mfizkach pomoci plastové folie s nizkou absorbci
RTG zafeni se dobte osvédcilo (obr. 5, vlevo). Pouze v ptipad€ zaluda a bukvic bylo nutné z
divodu vétsi vahy semen pfilepit je na prihlednou lepici pasku a potom teprve prikryt
potravinovou folii, aby ziistaly ve stiedu pole i ve svislé poloze mtizky (obr. 5, vpravo).
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Obrazek S. Semena borovice v miiZce (levy obrazek), upevnéna mezi dvéma vrstvami prihledné folie,

a semena dubu v mfizce (pravy obrazek), upevnéna prilepenim na prihlednou lepici pasku a piikryta
vrstvou prithledné folie.

Ve tfetim a Ctvrtém roce feSeni bylo mozné ke sniméni vyuzit také pfistroj Kubtec
Parameter X-Ray cabinet v Semenaiském zavodé. V tomto piipadé nebylo nutné vertikalni
uchyceni a proto byla semena umisténa tésné pfed RTG snimanim na ocislovana vicka
mikrotitracnich desticek (obr. 6). Po sniméni byla semena piemisténa do ocislované
mikrotitracni desticky, ve které bylo mozné diky oznaceni pozic jednotlivych jamek zajistit
pozd¢jsi presnou identifikaci jednotlivych semen.

Obrazek 6. Semena buku umisténa na vicku mikrotitracni desticky a vlastni mikrotitracni desticka s
¢islovanymi pozicemi (vlevo), semena buku umisténa v mikrotitracni destic¢ce (vpravo).

21



Projekt Grantové sluzby LCR
Zaverecna zprdva

Vyuziti metod fluorescence chlorofylu a RTG snimani pro tridéni semenného materialu lesnich dievin

Zjisténi vztahu mezi identifikovanou vadou a kli¢ivosti semen

Po RTG snimkovéni byla semena i s mfizkami (po odstranéni félie) umisténa do
prihlednych plastovych nadob na 4 vrstvy vlhkého filtra¢niho papiru (obr. 7). Nadoby byly
uzavieny pruhlednym vickem a vlozeny do uzaviratelného sacku. Takto uzaviené nadoby
udrzely dostate¢nou vlhkost pro kliceni semen. Nadoby se semeny jedle byly jesté pred
vlastnim testem kli¢ivosti umistény na dobu 21 dnl do lednice (teplota cca. 3 °C) kvilli
stratifikaci.

i\
Obrazek 7. Semena buku umisténa v krabi¢ce na vlhkém filtraénim papiru. Pozice semen byla zajisténa
stejnou miizkou, ktera byla pouzita i pfi RTG snimani.

Od zadavatele jsme obdrzeli kromé¢ nestratifikovanych (oddil 279/2020) i stratifikovana
(oddil 286/2022) semena buku. U stratifikovanych bukvic byly provedeny testy klicivosti dle
upravené metodiky CSN. Nadoby se semeny a miizkami byly umistény do lednice (3 °C). Dle
pozadavki CSN maji byt bukvice umistény do vlhké raseliny. V nagem testu jsme dostateéné
ovlhéeni bukvic zajistili pfekrytim semen vrstvou vlhkého filtraéniho papiru. Tato Gprava se
ukazala jako dostatecna pro zajisténi optimalnich podminek kli¢eni (semena kli¢ila s vysokou
uspésnosti).

Nestratifikované bukvice byly po provedeni RTG snimkovani pfevezeny do VULHM.
Tam jsme je z divodu zachovani konkrétnich pozic premistili do plastovych kultivacnich
desti¢ek a pracovnice VULHM pak na nich provedly testy Zivotnosti pomoci barveni
tetrazoliem (obr. 8).
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% Qe
Obrazek 8. Ukazka z priibéhu testi zivotnosti provadénych na VULHM. Semena namocena do roztoku

tetrazolia (foto VULHM).

Testovaci nddoby se semeny douglasky, borovice, smrku a jedle (po stratifikaci) byly
umistény do kultivacnich boxii (obr. 9). Testy klicivosti probihaly pfi teplot¢ 30/20 °C
(den/noc) a fotoperiodd 8/16 hod (den/noc), dle pozadavki na testy klicivosti dle CSN.
Kli¢ivost semen byla pravidelné kontrolovana (min. 2x za tyden). Vyklicend semena (délka
kotinku byla min. 4x vétsi nez velikost semene) byla pribézné odstraiiovana.

, =7 T < e @ ® ® @ ¢
Obrazek 9. Plastové nadoby s kli¢icimi semeny v kultivacnim boxu.

Po skonceni testl klicivosti byla nevyklicend semena preparovana (obr. 10). Preparace
nevyklicenych semen umoznila rozdéleni semen na svézi (bez znamek poskozeni) a mrtva
(nekrotizovany obsah).
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Obrazek 10. Piiklady preparovanych nevykli¢enych semen borovice. Svézi (nalevo) a mrtve,
nekrotizované (napravo) semeno. Cisla slouzila k identifikaci pozice v mfizce a naslednému hodnoceni
RTG snimkt konkrétnich semen.

Zaludy byly po RTG snimkovani pfipraveny pro testy kli¢ivosti dle CSN (odsttizeni 1/3
distalniho konce dé€loh, oloupéani osemeni a namoceni na 24 h pfi laboratorni teplotg). Poté byly
zaludy umistény do plastovych nadob naplnénych piskem (vyska pisku 8 cm, velikost zrnek 0,5
- 0,8 mm). Pozice zaludii byla v jednotlivych nadobach zachovana tak, aby odpovidala pozici
v miizce pii RTG snimkovani. Po celou dobu testovani klicivosti byl pisek udrzovan vlhky.
Testy probihaly v kultivacnich boxech pii teploté¢ 20 °C a fotoperiod¢ 8/16 hod (den/noc).
Zaludy byly povazovany za spravné kli¢ici, pokud se v pribéhu testu (21 dnil) vytvotily prvni
pravé listy. Nevykli¢ené a Spatn¢ vyklicené zaludy byly po skonceni testu preparovany, coz
umoznilo rozdéleni semen na svézi (se zdravé vypadajicimi délohami, ale zastavenym
klicenim) a mrtva (nekroticka pletiva). Prib¢éh pfipravy a testovani kli¢ivosti Zaludl je
zaznamenan na obr. 11.
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Obrazek 11. Ukazka ptipravy a pribchu testli semen dubu. Namoceni semen po odstiizeni 1/3 dé€loh a
odstranéni osemeni (nahote vlevo), zalozeni testu (nahote vpravo), 7 dnti od zacéatku testu (dole vlevo),
pfed vyhodnocenim testu (dole vpravo). Pozice semen byla zajiSténa umisténim do pozic totoznych
s jejich umisténim v miizce pti RTG snimkovani.

Vysledky hodnoceni RTG snimki semen a vytvoreni katalogu vad

Snimky ziskané pti RTG snimkovani byly zpracovany pomoci programu FIJI (upravené
na vhodnou velikost). Kontrast umoznujici dobré pozorovani obsahu semen byl nastaven
pomoci programu IrfanView a nasledné byly snimky ptevedeny do formatu JPEG. Takto
upravené snimky byly nasledné vyuzity pro vizudlni analyzu za Gc¢elem posouzeni vzhledu
semen a jejich roztfidéni do kategorii v programu XnView (XnSoft). Jako vady byly hodnoceny
odchylky od normalniho vzhledu semen.

Vysledky vlivu znaku pozorovaného na RTG snimcich na kli¢ivost/Zivotnost
semen

Diky znalosti konkrétnich pozic semen béhem snimkovani a testovani

r~ror r~ror

kli¢ivosti/zivotnosti bylo mozné roztiidit snimky semen na kli¢ici/zivotna a nekli¢ici/mrtva

(zahrnuje nekrotizovana i svézi, tj. normaln¢ vypadajici megagametofyt, ptip. délohy (bukvice
a zaludy) a embryo, ale semena nevyklicila) (tab. 9).
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Tabulka 9. Celkova klicivost/zivotnost oddil difevin po RTG snimani.

Druh dfeviny (oddil) Kli¢ivost/zivotnost
(o)

Borovice lesni (42/2022) 61

Douglaska tisolista (171/2022) 78

Buk lesni — stratifikovana s. (286/2022) 72

Buk lesni — nestratifikovana s. (279/2022) 72

Dub letni (246/2022) 54

Smrk ztepily (485/2022) 78

Jedle bélokora (210/2022) 55 (78)*

* - yyskytovalo se velké procento (27 %) prazdnych semen identifikovanych pomoci rentgenového
snimani. Kli¢ivost po odectu téchto prazdnych semen byla 78 %.

Posouzeni vlivu orientace semene pii snimkovani semen dubu a buku

Velka semena buku, dubu a jedle s nejednoznacnou orientaci na snimacim zatizeni byla
snimana na RTG pfistroji v ndhodnych orientacich. Z nasledné analyzy vyslednych RTG
snimki vyplynulo, Ze orientace semene nema vliv na hodnoceni vad.

Semena buku, ktera jsou charakteristickd tfemi plochami (na prifezu trojuhelnikovity
tvar), neukazovala zadné vady, které by byly pozorovatelné z jedné z ploch 1épe. Velmi blizké
usporddani déloh v osemeni znemoziovalo pozorovani detailli uvnitt embrya, nezavisle na
pozici semene.

Ovalna semena zaludii neumoznuji podle osemeni urcit pozici ulozeného embrya. Na
nékterych snimcich byla pozorovéana velmi tzka ¢ara (ziejmé predél) mezi dvéma sousedicimi
délohami, ale tato ¢ara je dobfe odliSitelna od vady IA Svétlé ary, protoZe je rovna a piiblizné
uprostied snimaného semene na rozdil od nepravidelnych ¢ar, které byly povazovany za vadu.
Na posouzeni semene tedy tato orientace nema vliv.

Semena jedle maji vyrazné nepravidelny tvar, a jak jsme zjistili pfi analyze po
snimkovéani, 1 velmi nepravidelny vzhled obsahu semene na RTG snimcich. Tyto
nepravidelnosti jsou zplsobeny pryskyficnymi vacky rozmisténymi na raznych mistech
semene. Orientace semene jedle pii RTG snimani pak méla vliv na vzhled pryskyfi¢nych vacka
- vacky snimané na okraji semene se jevili jako prazdna mista pod osemenim, zatimco vacky
snimané uprostfed semen zplsobovaly plo$na zesvétleni. Pozice pryskyfi¢cnych vacki na
snimku vSak neméla vliv na hodnoceni vad semen.
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2.4.ZPRESNENI VZTAHU MEZI PRITOMNOSTI VADY ZJISTENE POMOCI RTG
A KLICIVOSTI

Ve tietim roce feseni pro ucely podrobnéjsiho zjisténi disledkt ptfitomnosti vad bylo
testovani kliivosti a zivotnosti efektivnéji provadéno pouze na vybéru semen se zjiSténymi
vadami. Z kazdého zkoumaného oddilu semen rGznych druht (s vyjimkou zaludd) bylo
snimkovano minimalné¢ 1000 semen. Na zaklad¢ vyhodnoceni snimkt byla vybrana semena
vykazujici alesponl jednu ze zjisténych vad (pfiklad viz. obr. 12). Tato semena pak tvofila
zkoumany suboddil, u kterého byla nasledné testovana klic¢ivost. Testovani kli¢ivosti suboddila
probé&hlo na pracovisti fesitele dle podminek predepsanych CSN.

| VvV | a
a

Obrazek 12. Priklad zptisobu vybéru a oznacovani semen na RTG snimcich: RTG snimek jedle. Semena
oznacend ¢ernym kruhem jsou semena vybrana pro testovani klic¢ivosti z divodu vyskytu vady. Modry
bod vedle semene znamena prazdné semeno, cerveny bod znamena, zZe semeno nevyklicilo a zeleny, ze
semeno vyklicilo.

V piipadé¢ semen dubu byla nasnimana a nésledné testovana (na kli¢ivost) vSechna
semena. Testy kliivosti zaludli byly provedeny na pracovisti Semendiského zavodu za
dodrzeni podminek dle CSN (obr. 13).
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Obrazek 13. Testy kli¢ivosti Zzaludd v SZ Tynisté. A — po odstranéni osemeni byla semena namoc¢ena
na 24 hodin ve vod¢. B — semena zasazena v pisku. C - kliceni v kultiva¢nich skiinich. D - Vykli¢ena
semena. Identifikace jednotlivych semen byla mozna diky specifikovanym pozicim v plastovych
krabicich, které odpovidaly ¢isliim v rdmci mikrotitracnich desticek.

2.5.HODNOCENI RTG SNIMKU VADNYCH SEMEN

Vady, které byly zaznamenany na RTG snimcich, byly klasifikovany na zikladé
Katalogu vad, ktery je soucasti jedné z dil¢ich zprav. Nasledné byla frekvence vyskytu
jednotlivych vad a jejich kombinaci zjisténa a vyhodnocena vzdy pro jeden vybrany oddil od
kazdé dieviny zatazené do vyzkumu. Byla také zjisténa informace o vyznamnosti dopadu
jednotlivych kategorii na kli¢ivost

a

Obrazek 14. Priklad kombinace vad (RTG snimek smrku): praskliny v osemeni, malo zietelné embryo
a stiny a skvrny v megagametofytu.
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2.6.OVEROVANI VYUZITELNOSTI TRIDENiI NA PRINCIPU RTG DETEKCE
PRO PROVOZNI NASAZENI

Firem zabyvajicich se vyvojem a vyrobou tfidicti na principu RTG je celosvétove velmi
malo. Pro spolupréci a testovaci tfidéni byla vybrana nizozemska firma. Firma vyrabi moderni
RTG tiidi¢ pro komer¢ni vyuziti umozilujici rychlost tfidéni az 20 semen za sekundu. Hlavnim
segmentem zakaznikid pro vyuziti RTG tfidice tvofi vyrobci osiva zeleniny a okrasnych rostlin.
Praktické vyuziti tfidiCe pro tfidéni semen lesnich dfevin bylo tak pro pracovniky firmy novym
ukolem s odliSnym typem semenného materialu.

Z diivodii omezeného Casu feSeni a po dohod¢ se zadavatelem bylo pro ucely této
zakazky vybrano osivo jedle bélokoré jako modelovy ptiklad vyuziti tfidi¢e na principu RTG.
Testovani pouzitelnosti této technologie pro tifidéni semen lesnich dievin v provoznich
podminkach probihalo v poslednim roce feSeni ve tfech etapach.

V prvni etapé bylo nezbytné vytvorit pro tfidi¢ algoritmus (obrazovy model), ktery je
schopen rozliSovat z digitdlnich RTG obrazii mezi semeny zdravymi a vadnymi. Tvorbu
algoritmu provedla firma formou placené sluzby ve svém originalnim softwaru vyuzivajici
prvky Al na zéklad¢€ propojeni obrazu semene a informace o jeho kvalité (vadné nebo zdravé).
Tento postup tvorby rozhodovaciho algoritmu pro tfidéni je velmi odlisny od vyhledavani
jednotlivych typi vad a nésledném zjistovani jejich vyznamnosti pro kli¢ivost semen. Pro
proces piipravy algoritmu (,,uceni‘) je zapotiebi faddove nékolik tisic semen (typicky 3-4 tisice).
V naSem ptipad€ jsme pro ptipravu algoritmu rué¢né€ vybrali s pomoci bézného RTG snimkovani
na pracovisti Semenaiského zavodu cca dva tisice zdravych, plnych semen a podobné mnozstvi
prazdnych nebo jinak vadnych semen. Tyto dvé pfedem piipravené sady byly pak pouzity pro
ptipravu tfidiciho algoritmu.

Alternativni zplsob pfipravy algoritmu vyuzivany firmou je zaloZen na postupném
snimkovani jednotlivych semen, jejich nasledném oznaceni a uloZeni na klic¢idla a zjisténi
kli¢ivosti. Vyhodou této metody je vytvoieni pfimého vztahu mezi znaky zjiSténymi pii
snimkovani a kliCivosti bez potteby ru¢niho tfidéni a také bez nutnosti zabyvat se jednotlivymi
vadami semen a jejich moznym dopadem na kli¢ivost.

Ve druhé etapé byla kvalita algoritmu testovana na sadé cca 5000 semen odebranych
bez jakékoliv upravy z oddilu ¢. 91/2024. Ovéfovani kvality algoritmu bylo provedeno
s pomoci pomalejSiho experimentdlniho tfidi¢e, ktery umoziloval dobré sledovani celého
procesu tfidéni vcetné zdznamu snimkl jednotlivych semen. Tiidéni probihalo pomérné
pomalu, rychlosti cca 6 semen za minutu.
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Obrazek 15. Laboratorni tfidi¢ vyuzity pro zkuSebni tfidéni semen jedle a ovéfeni kvality tfidiciho
algoritmu. A - celkovy pohled na tfidi¢, B — zasobnik tfidénych semen a podavac¢ na pohyblivy pas, C —
koncova rozd€lovaci ¢ast, nerozpoznana semena padaji do nadoby na konci pasu a vraci se do tfidéni.

Rychlost tifidéni zejména limitovala nerovnomérnd distribuce semen na pasovy
dopravnik stroje v dusledku lepivosti povrchu semen. Semena v tésné blizkosti, bez
dostate¢ného odstupu na pasu, systém nedokézal roztiidit a vracela se zpét mezi neroztiidéna,
coz vyrazné snizovalo rychlost tfidéni, pfestoze prichod strojem byl relativné rychly. Po
skonceni této etapy byla semena roztiidéna do dvou kategorii (zdrava a vadna) opét Setrné
ptepravena do CR k dal$im testim.

Ve treti etapé byl mensi vzorek semen testovan na nové vyvinutém modelu tfidice,
ktery prakticky prokazal schopnost tfidit semena jedle bez technickych potizi rychlosti 20
semen za sekundu (Obr. 16). Tento novy model tfidice byl uveden na trh na zacatku ¢ervence
2025, takze prvni testy pro tuto dil¢i zpravu byly provedeny na vyvojove star§Sim laboratornim
stroji. Novy tfidi€ je tedy nyni komeréné dostupny a finan¢ni kalkulace uvedené v této zprave
jsou spojeny prave s informacemi, které se k tomuto tfidi¢i podaftilo ziskat.
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Obrazek 16. Moderni tfidi¢ schopny vyuzivat n€kolik riznych snimacich technologii, mimo jiné také
RTG snimkovani.
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2.7.NASLEDNE TESTOVANI ROZTRIDENYCH SEMEN

V dalsim obdobi byla ovéfovana kvalita tfidéni. NejCastéjsi vadou zjist€nou u semen
jedle byla vada ,,Prazdné semeno®. Tato vada se muze v nékterych oddilech vyskytovat az u 50
% semen, protoze semena s touto vadou je velmi obtizné vyttidit bézné pouzivanymi tfidicimi
metodami. Vyskyt nespravné zafazenych semen ve vytfidéném materidlu byl nasledné ovéten
pomoci pfistroje Kubtec Parameter X-Ray cabinet na pracovisti Semenaiského zdvodu. Na
snimcich ziskanych z tohoto pfistroje byl vizudln€ spocitan celkovy pocet semen a pocet semen,
ktera byla Spatn¢ zatazena do dané kategorie (tj. v kategorii ,,Zdrava“ byla spocitdna semena s
jinym nez normalnim vzhledem, v kategorii ,,Vadna™ byla spocitdna semena s normalnim
vzhledem). Néasledné byla vypoctena UspéSnost tfidéni jako procento spravné vyttidénych
semen (tab. 34).

Tabulka 34. Mnozstvi semen ve skupinach vyttidénych pomoci komer¢niho tfidice a tispésnost t¥idéni.
Celkem bylo rozttidéno 4046 semen z toho bylo 52 % zdravych (2119 ks) a 48 % vadnych (1927 ks).

Kategorie Celkovy pocet semen | Pocet $patnd | Usp&snost  t¥idéni
vytfidénych semen vyttidénych semen (%)

Zdrava 2119 58 97

Vadna 1927 90 95

Oba soubory semen (zdrava i vadna) byly ihned po snimkovéani na RTG pfistroji zaslany
na testovani kli¢ivosti dle CSN do VUHLM (tab. 35). Soudasné byl na testovani zaslan i
nevytiidény oddil semen, aby byla ziskdna aktuélni kli¢ivost celého oddilu.

Tabulka 35. Vypis parametri z vysledkil zkousek kvality dle CSN pro roztiidéna (Zdrava a Vadna) a
neroztiidéna semena z pouzitého oddilu.

Kategorie Datum Kli¢ivost | Mrtva Svézi Semena Prazdna | Klicivost

semen ukonceni (%) semena | semena | napadend | semena | plnych
testu (%) (%) hmyzem | (%) semen

(%) (%)

Zdrava 24.6.2025 |55 23 20 0 2 77

Vadna 24.6.2025 |5 7 0 1 87 38

Nerozttidény | 24.6.2025 | 31 11 11 1 45 76

oddil

2.8. EKONOMICKA HODNOCENI TRIDENI SEMEN DREVIN
POMOCI RTG DETEKCE

Pro vlastni hodnoceni ekonomickych ptinost tfidéni pomoci RTG detekce byly
uvazovany tfi mozné varianty vyuziti této technologie pro tfidéni osiva jedle vyrdbéného
v semendiském zavod¢. Jednalo se o varianty nakupu tfidice, prondjmu tfidice a tfidéni osiva
formou sluzby u vyrobce. Kromé téchto hlavnich ekonomickych modelt je tfeba brat do uvahy
dal§i predpoklady Usp&Sné ndvratnosti investice do tfidice, jak je uvedeno v nasledujici
kapitole.
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2.8.1. DalSi predpoklady uspéSné navratnosti investice do tridice

Uspé$nost tividéni a zvySeni kvality osiva

Diilezitou podminkou vysoké ziskovosti z prodeje vytiidéného osiva jedle je, aby bylo
dosazeno vysoké kli¢ivosti vyrobenych semen. Ta je zavisld jednak na kvalit¢ vytfidéni
prazdnych semen, ale také na klicivosti semen plnych. Na zéklad¢ testl klicivosti osiva jedle
provadénych v prib¢hu prace na zakézce, klicivost vétSiny zkoumanych oddilii po uspésném
vyttidéni prazdnych semen by skute¢né redlné mohla dosahovala 80 % a vice, jak vyplyva z
tabulky 38.

Tabulka 38. Vybrané udaje z testd kli¢ivosti provadénych na zkoumanych oddilech jedle podle CSN
ve VULHM. Klicivost plnych semen je typicky velmi vysoka a efektivni odstranéni prazdnych semen
by klic¢ivost mohlo u vybranych oddilii zvysit nad 80 %.

oddil Rok testu Klicivost celého oddilu (%) Prazdna semena (%) Klicivost plnych semen (%)
235/22 2023 62 33 99
233/23 2025 52 28 83
174/22 2024 46 38 85
207/22 2025 43 38 79
157/22 2025 34 47 77

Provozni kapacita tridice a jeji vyuZziti

Dalsi dalezitou podminkou navratnosti investice, je dostatecnd rychlost tfidéni semen
na tfidi¢i, kterd minimaln€ umozni zpracovani celkového mnoZzstvi semen sklizenych v daném
kalendarnim roce. Semenaisky zavod ro¢n¢ vyrobi v priméru 1378 kg osiva jedle. Pti provozu
tfidice pracujiciho maximalni rychlosti 20 semen/s, po 6 h za den bude mozné zvladnout tfidéni
tohoto mnozZstvi osiva za 67 pracovnich dntl, tedy jen za 27 % z celkové ro¢ni pracovni kapacity
ttidice v jednosménném provozu. Pomémné velka pracovni kapacita tfidice mize byt tedy
vyuzita pro tfidéni semen jinych druht, pfipadné ji lze nabidnou formou sluzby externim
subjektim. Tyto aktivity zajisti rychlej$i navratnost investice do tfidice.

Souhrn zavéru z OV2

V pribéhu feSeni se podafilo ziskat kvalitni informace o Cetnosti vad zjistitelnych
pomoci RTG sniméni a také vyznamnost dopadu takto zjiSténych vad na kli¢ivost semen.

Vady s nejvyssi Cetnosti zjisténé u borovice nemély piili§ vysoky dopad na kli¢ivost.
Vada praskliny v osemeni méla naopak vysoky dopad na kli¢ivost a je dobfe identifikovatelna
jako znak pro tfidéni, avSak jeji Cetnost vyskytu byla jen kolem 5 %. Naopak nejcetnéjsi vada
“Nezfetelné embryo” byla na uréeni velmi obtiZna.
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V ptipad¢ osiva smrku bylo zjisténo velké mnozstvi vad s vysokou Cetnosti a soucasné
velkym dopadem na klicivost. Jako znak pro tfidéni lze urcit¢ doporucit pét nejCastéji
zastoupenych vad a jejich kombinaci.

U semen buku bylo zjisténo velké mnozstvi vad a zejména pét nejvice Cetnych
doporucujeme vyuzit jako znaky pro tfidéni i vzhledem k jejich vysokému dopadu na kli¢ivost.

Semena dubu vykazovala maly pocet vad i jejich kombinaci. Dvé€ nejCastéji zastoupené
vady mély soucasné nejveétsi dopad na klicivost presahujici 70 %, takZe jsou velmi vhodnymi
znaky pro tfidéni tohoto osiva.

Douglaska vykazovala celou fadu vad a jejich kombinaci zjistitelnych RTG detekei.
Vétsina z nich méla dopad na kli€ivost vétsi nez 50 %, a jsou tedy uzite€nymi znaky pro tfidéni.

V piipadé¢ jedle byl zjistén pomérné velky pocet prazdnych semen, ktera se nepodafilo
vyttidit jinymi technikami. Identifikace této vady je velmi jednozna¢na. Druhy typ vady s
velkou Cetnosti, nezfetelné embryo, ma také velky dopad na kli¢ivost, ale strojova identifikace
této vady muize byt problematicka.

Identifikace pfitomnosti vad s pomoci ptistroje pro jednoduché RTG snimkovani osiva
a katalogu vad je uzite¢nd, zejména pro rychlou a jednoduchou kontrolu kvality osiva daného
oddilu. Jak se vSak ukézalo v dalsi fazi feSeni zakazky, ptiprava algoritmu tfidi¢e probiha jinym
zpisobem, nez pfesnym vybérem a ufenim typickych vad osiva. Propojeni schopnosti
strojového uceni modernich tfidicich systéml a nasledného ptesného testovani klicivosti
snimkovaného osiva umoznuje dale zkvalitnit tiidici algoritmus a obohatit ho o znaky, které¢
jsou béznym pozorovani obtizn¢ identifikovatelné.

Ekonomické modely nasazeni tfidice v praxi dokladaji, Ze vyuziti tfidice na principu
RTG detekce pro tfidéni semen lesnich dfevin mize byt ekonomicky piinosné. Ukazalo se, Ze
1 pf1 vyuZiti tfidi€e pro vyrobu pouze jednoho druhu kvalitniho osiva s potencialné vysokou
cenou na trhu miize byt navratnost investice rychla, vyrazné rychlejsi, nez je odpisova doba
stroje.

V piipadé variant tfidéni osiva formou sluZzby a prondjmu tfidi¢e z kalkulace vyplynulo,
ze jsou vhodné pouze pro vyrobu osiva uréeného pro piesné sije do sadbovact s vysokou
prodejni cenou. Ttidéni osiva pro sije na zadhony je vzhledem k vysokym nakladim na tfidéni
ekonomicky nevyhodné.
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3. SPLNENi PLANOVANYCH DILCICH CiLU DLE ZADANI PROJEKTU

OV1: Cilem prvni ¢asti tohoto projektu bylo zjisténi vyznamnosti vztahu mezi poklesem
klicivosti v pribéhu skladovani semenného materidlu a pocatecnim obsahem chlorofylu
v tomto materialu.

V obdobi vymezeného pro feSeni projektu nebyla na zaklade shromazdénych dat u osiva
drevin, které byly predmétem zakazky, potvrzena existence zavislosti mezi obsahem chlorofylu
a poklesem kli¢ivosti osiva v Case. Tento zavér je relevantnim vystupem dil¢iho cile, ktery tim
byl splnén.

OV2: Cilem bylo ovéfit moznosti hodnoceni vad semen pomoci RTG paprski a tfidéni
semen pomoci RTG paprskd.

U semen vSech zkoumanych druhti se podaftilo vytvofit katalog detailn¢ popsanych vad
ovliviuyjicich kliivost osiva a zjistitelnych pomoci RTG snimkd. Vyskyt a dopad vad na
kli¢ivost byly také presné kvantifikovany. Usp&sné bylo také modelové tfidéni semen jedle na
komerén¢ prodavaném tiidi¢i. Pfipravena byla také ekonomicka kalkulace praktického
nasazeni tiidice. Dil¢i cile této ¢asti projektu byly tedy také splnény.
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4. UPLATNENI VYSLEDKU VYZKUMU V PRAXI

(00"

Po ziskani delsi Casové fady udaji z nove sklizenych oddilt osiva bude pravdépodobné
mozné jednoznaén€ potvrdit nebo vyvratit hypotézu o vlivu zvyseného obsahu chlorofylu na
kli¢ivost semen dfevin. Sbér téchto tidaji nepiedstavuje pro Semendisky zavod Tynisté velkou
pracovni zatéz a vetsi datova sada mize dat v budoucnu odpovéd’ na otazku, jestli je potiebné
se obsahem chlorofylu v semenech dale zabyvat v semenaiské praxi.

ov2

Vysledky ziskané v tomto projektu ukazuji vyborné uplatnéni tiidice na principu RTG
detekce pro tfidéni semen fady druhli. Ekonomicka kalkulace provozu ukazuje na ptikladu
semen jedle vyznamné ekonomické piinosy zavedeni této metody tfidéni v Semenaiském
zavodu Tyniste.
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5. PUBLICITA PROJEKTU

V souvislosti s fe§enim projektu vytvofila na UEB MU Mgr. Jana Brabcova
diplomovou préaci snazvem: ,,Analyza mozného negativniho vlivu zvySeného obsahu
chlorofylu v semenech stromi na jejich kli¢ivost™ ve které rozpracovala zejména metodiku
stanoveni obsahu chlorofylu v semenech dievin a formou reserse predstavila zndmé disledky
zvysSeného obsahu chlorofylu na kli¢ivost semen.

V ptipravé je rukopis ¢lanku zaméteného na metodiku stanoveni obsahu chlorofylu
v semenech lesnich dfevin. Kombinuje metody indukované fluorescence chlorofylu a extrakce
chlorofylu ze semen pomoci extrakcnich Cinidel a stanoveni chlorofylu v extraktu pomoci
spektrofotometrickych metod.
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6. ZAVERY A DOPORUCENI

OVl

Vzhledem k dlouhodobému charakteru zkoumanych zmén a kratkému casu na fesSeni
projektu nebylo mozné existenci hledaného vztahu u dfevin jednozna¢né vyloucit nebo
prokazat. Tento vztah vSak byl vSak v minulosti pozorovan u nékterych druht bylin. Otazka
mozného vlivu obsahu chlorofylu v semenech dievin na jejich kli¢ivost je tedy relevantni a
zustava vzhledem ke kratké dobé sledovani stale oteviena. Doporucujeme proto Semenaiskému
zavodu v Tynisti pokracovat v pravidelném sledovani parametrti fluorescence chlorofylu nové
sklizenych oddili u vybranych druhii osiva a v budoucnosti vysledky tohoto vyzkumu dale
zptesnit doplnénymi tdaji.

ov2

Analyza provedend v tomto projektu jednoznacné ukdzala velky potencidl uplatnéni
tiidi¢e na principu RTG detekce pro tfidéni semen lesnich dievin. Ekonomické piinosy
zavedeni této metody tfidéni v Semendiském zavodu Tyniste jsou také nepochybné, piestoze
mohou byt ovlivnény aktudlni situaci na trhu s vysoce kvalitnim osivem pro moderni
technologie piesného seti. Vzhledem k rychlosti tfidéni, mize byt tfidi¢ vyuzivan k t¥idéni
osiva jinych druhii z produkce semenaiského zavodu. Kromé vyroby vysoce kvalitniho osiva,
muze RTG tfidéni také pomoci se zvySenim kvality téch oddill, jejichz kli¢ivost je na hranici
nebo pod hranici potifebnou pro prodej, a zajistit tak bezproblémovou obchodovatelnost méné
kvalitnich oddili.

DalSi moZnosti pro urychleni ndvratnosti investice je zakazkové tfidéni semen pro jiné
vyrobce v obdobi volné kapacity ttidice. Jak je zfejmé z druhé modelové kalkulace, 1 ndklady
na tfidéni formou sluzby mohou byt pro nékteré vyrobce osiva (a jejich zdkazniky) pfijatelné a
predstavuje tedy ekonomicky zajimavé feSeni zvySeni kvality osiva. Maximalizace vyuziti
provozniho Casu tfidice 1 zakdzkovou ¢innosti je ekonomicky redlné a miize dobu navratnosti
investice dale zkratit
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