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REPRODUKCE SINOKVETU CHRPOVITEHO (JURINEA CYANOIDES (L.) Rchb.) V PODMINKACH IN
VITRO

IN VITRO REPRODUCTION OF JURINEA CYANOIDES (L.) Rchb.

HEeLENA CVREKOVA - JANA MALA - PavLiNa MACHOVA
Vyzkumny ustav lesniho hospoddrstvi a myslivosti, v. v. i., Strnady

ABSTRACT

Protocol for in vitro propagation of critically endangered species Jurinea cyanoides (L.) Rchb. in the Czech Republic was established. The explant
cultures were derived from vegetative shoots and seeds of endangered donor plants growing in open vegetation on the sandy dune in the iso-
lated locality near Tiice in the Central Bohemia. The present number of these species individuals is so low that their natural reproduction is
not guaranteed. Tn vitro cultivation is recognized as one of the important tools in the ex situ conservation. The induction of organogenesis and
multiplication was successful on the modified MS medium (MURASHIGE, SKOOG 1962) with the concentration of substances 0.2 or 0.5 mg.1"
of BAP and 0.1 mg.l" of IBA, 200 mg.l" of glutamine, 200 mg.l"' of casein hydrolysate, 2 mg.l"" of glycine, 30 g.1" of sucrose, 6 g.I"! of agar, pH
adjusted to 5.8. Rooting of microcuttings was reached on the 1/3 concentration of basal MS with enhanced concentration of auxin 3 mg.l" of
IBA. The aim of this study was to initiate in vitro cultures to obtain large numbers of regenerated plantlets without disturbing the natural popu-

lation. The preservation program was running in the cooperation with the Agency of Nature Protection.
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S rostouci civiliza¢ni zatézi klesd pocet Zivocisnych i rostlinnych
druhti, na druhou stranu se vyviji asili o zachovani vymirajicich
jedincti a hledaji se opatfeni pro jejich preziti a namnozeni. Jednim
z ohrozenych rostlinnych druht je i sinokvét chrpovity Jurinea cyano-
ides (L.) Rchb., ktery je na uzemi Ceské republiky silné ustupujicim
druhem. Ochrana ohrozenych druhi rostlin je pravné zakotvena
v zakoné o ochrané prirody a krajiny (zakon ¢. 114/92 Sb.) a prislus-
nd vyhldska MZP 395/1992 Sb. stanovuje ve tfech kategoriich vyeet
chranénych druht. Sinokvét chrpovity je zatazen do nejohrozenéjsi
kategorie mezi kriticky ohrozené druhy. Z botanického hlediska se
jednd o vytrvalou bylinu, patfici do ¢eledé hvézdnicovitych, s vyskou
od 25 cm do 60 c¢m, s dlouhym vietenovitym nebo kalovitym, malo
vétvenym korenem, sahajicim do hloubky az 2 m a vytvatejicim pod-
zemni vybézky. Lodyhy jsou primé, jednoduché nebo chudé vétvené,
podélné ryhované. Prizemni listy jsou dlouze fapikaté, Cepel je pete-
nose¢na s 5 — 6 pary ¢arkovitych ukrojki, na lici fidce pavudinatd,
na rubu Sedobile plstnata, dolni lodyzni listy jsou podobného tvaru,
horni &asto jen s 1 - 2 pary tikrojki nebo celistvé. Ubory jsou kulovité,
o velikosti 2 - 3 cm v prameéru, jednotlivé na konci lodyhy. Kvéty maji
¢ervenofialovou korunu a plody jsou Zlutobile ochmytené nazky. Ros-
te na vyslunnych pis¢indch v mistech s nezapojenym az velmi chudym
porostem bylin. Souvisle je rozsifen v oblasti Béloruska, Ukrajiny, jihu
Sibife az po Altaj. V Evropé jsou to pouze izolované lokality reliktniho
charakteru. Jesté koncem 19. stoleti se v Ceské republice vyskytovaly
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pocetné populace na pis¢inach stfedniho Polabi, pfedev$im na Nym-
bursku. Ustup tohoto druhu je véak pozorovan jiz od 30. let minulého
stoleti. Ubyvani tohoto druhu souvisi téZ s omezenou moznosti gene-
rativniho rozmnozovani, z diivodt malého mnozstvi Zivotaschopnych
semen, poskozovani kvétd a semen fytofagnim hmyzem a nevhodny-
mi podminkami pro kliceni. Vegetativni rozmnozovani podzemnimi
vybézky je v poslednich letech pravdépodobné jediny zptsob repro-
dukce (KuBAT 2004). HRCKA (2008) uvadi, Ze opakované je ovéfovana
pouze jedina lokalita v pfirodni pamatce Pis¢ina u Tisic, kde preziva
v izolované populaci pouze nékolik rostlin (obr. 1).

7 davodu neustalého poklesu zbyvajicich rostlin byl pro tento druh
vypracovan specidlni zdchranny program. Jednim z moznych zpiiso-
bt zdchrany ohrozeného druhu je jeho zachovani v podminkéach in
vitro. Prace se zaméfila na studium biotechnologickych postupti mik-
ropropagace sinokvétu chrpovitého od zalozeni primarni kultury po
ziskani kompletni zakofenéné rostliny. Formou explantatovych kultur
lze konzervovat genové zdroje a odvozené vypéstky mohou slouzit
jako vychozi reprodukéni materidl pro zpétnou introdukci do jejich
puvodnich ekosystému. Pro zalozeni mnozitelské populace in vitro
byla z mikropropagac¢nich postupt zvolena metoda organogeneze,
ktera byla ovéfena pti reprodukci cennych populaci listnatych dievin
(MALA etal. 1999), ohroZenych bylin, napt. hoifce jarniho (MALA et al.
2003a) nebo nizkého kete lykovce vonného (MALA, BYLINSKY 2004).
Pti organogenezi vznikaji organy nebo jejich soubory, nevznika viak
bezprostiedné celistva rostlina. Zajisténim vhodnych kultivaénich pod-
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Obr. 1.

Sinokvét chrpovity (Jurinea cyanoides (L.) Rchb.) na lokalité Pis¢ina u Tisic (foto J. Dostal)

Fig. 1.

Jurinea cyanoides (L.) Rchb. in the locality Pis¢ina near Tisice (photo J. Dostal)

minek - nejdtlezitéjsi je slozeni a pomér fytohormont - se indukuje
regenerace axilarnich nebo adventivnich pupent, které prorustaji ve
vyhony. Abychom ziskali kompletni rostlinu, musime urc¢itym postu-
pem nechat vyhony zakofenit (PROCHAZKA et al. 1998). Namnozeni
explantatovych kultur probiha v tzv. multiplikacni fazi a je predevs$im
ovlivnéné nutri¢nimi a hormonalnimi podminkami kultivace. U né-
kterych druhi jsou tyto podminky stejné jako pti zakladani primar-
nich kultur, u jinych je nutna pasaz na média jiného slozeni. Optimali-
zaci kultiva¢nich podminek, predev§im vhodnym pomérem fytohor-
mont, lze dosahnout vysokého mnozitelského koeficientu vyhond.

Cilem této prace bylo zalozZit in vitro kultury z kriticky ohrozenych
rostlin sinokvétu chrpovitého pro posileni stavajici populace, jejiz
existence je vzhledem k omezené moznosti pfirozeného rozmnozo-
vani a negativniho dopadu neptiznivych vlivii okoli silné ohroZena.
Vyznamnou prednosti mikropropagaci je, Ze pfi zaklddani explan-
tatovych kultur se vychazi z malého mnozstvi rostlinného materialu
a nedochazi k poskozovani ptirodni populace.

MATERIAL A METODIKA

Pro zalozeni explantatovych kultur byly odebrany v jarnim obdobi
ze ¢ty riiznych rostlin po jednom kusu vegetaéni vyhony asi 4 cm
dlouhé a na konci léta (srpen) semena (10 ks). Vyhony byly sterilizo-
vany v dezinfekénich prostiedcich 10% Sekusept®forte (Farmak joint
company, CR) 5 minut a v 1% NaClO (Savo, Bochemie CR) 10 minut,
néasledné byly tfikrat promyty ve sterilizované destilované vodé.
Semena byla sterilizovdna v pripravku Bacillol®plus (Bode Chemie
Hamburg) 5 minut a 1% NaClO (Savo, Bochemie CR) 15 minut, poté
také trikrat promyta ve sterilizované destilované vodé. Takto oSetie-
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né vyhony a semena byly umistény na agarové zivné médium (50 ml
média v Erlenmeyerové 100ml bance). K indukci organogeneze byly
testovany zakladni komponenty kultiva¢nich médii MS (MURASHI-
GE, SK00G 1962) a WPM (Lroyp, McCown 1981) doplnéné 30 g.I*
sachardzou, 6 gl agarem, pH bylo upraveno na 5,8 a experimentdl-
né byly odzkouseny rtizné modifikace koncentraci cytokininu BAP,
auxinu IBA, aminokyseliny glutaminu a bilkoviny hydrolyzat kase-
inu. Kultivace probihala v klimatizovanych podminkach pfi teploté
24 °C, 16hodinové svételné fotoperiod¢, s osvétlenim o intenzité 30
umol.m2.s?. Proliferace nasazenych explantitii v pryty trvala pfi-
blizné¢ 8 — 12 tydnt. Po uspésném zalozeni primarnich kultur byly
narostlé listové razice presazeny na multiplikacni médium, které
indukuje namnozeni vyhont. Experimentalné se ovérovalo slozeni
multiplika¢niho média, predev§im koncentrace a pomér rostlinnych
hormont, pro ziskani vy$siho pocétu explantatovych kultur. Interval
mezi pasazemi se pohyboval mezi 4 - 7 tydny. Kultiva¢ni podmin-
ky (teplota, rezim a intenzita osvétleni) pfi multiplikaci byly stejné
jako pti indukci organogeneze primarnich explantati. Vicevrcholové
kultury byly pouzity pro kultivaci v explantatové bance a pro pokusy
se zakotenovanim. Pro ziskdni kompletnich rostlin byly listové rizi-
ce presazeny na agarové zivné médium MS s tfetinovou koncentraci
mikroelementtl a makroelementd, se snizenym obsahem sachardzy
(10 g.I'"), bez cytokininti a byly testovany zvySené koncentrace auxint
(IBA - kyselina indolyl-3-maselna, NAA - a-naftyloctova kyselina).
Kultury byly umistény ve stejnych kultiva¢nich podminkach jako pti
zaklddani kultur a ndsledné multiplikaci, pouze prvnich 7 dni byly
zakorenované vyhony umistény ve tmé za ucelem zvySeni procenta
zakorenéni. Poté byly rostliny pfesazeny na médium stejného slozeni
bez fytohormonii a vystaveny 16hodinové svételné fotoperiodé. Rost-
liny, u kterych se vytvorily kofinky, byly presazeny do sadbovacu
s perlitem a pravidelné dvakrat tydné zalévany bazalnim médiem MS
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Tab.1.
Efektivnost mikropropagace sinokvétu chrpovitého
Efficiency of Jurinae cyanoides micropropagation

Odvozené linie/

Poc&et namnozZenych kultur po 4 mési- Pocet namnozenych kultur po 16 mési-
cich kultivace/Number of propagated

cich kultivace/Number of propagated

Derived lines cultures after 4-months cultivation cultures after 16-months cultivation
S1 4 20
S2 5 22
S3 7 17
S4 6 17
S5 7 25

Poznamka: Linie S1, S2, S3, S4 zalozeny z vegetativnich vyhon, linie S5 zalozena ze semen (10ks)
Note: Lines S1, S2, S3, S4 derived from vegetative shoots, line S5 derived from 10 seeds

Tab. 2.

Vliv rozdilnych koncentraci cytokininu BAP (6-benzylaminopurin) na multiplikaci sinokvétu chrpovitého
Influence of different concentrations of cytokinin BAP (6-benzylaminopurine) on multiplication of Jurinae cyanoides

Pramérny pocet vyhonu na kulturu
SD na médiu s BAP 0,2 mg.I"//Avera-

Odvozené linie/

Primérny pocet vyhonu na kulturu £
SD na médiu s BAP 0,5 mg.I""/Avera-

Derived lines  ge number of shoots per culture £+ SD ge number of shoots per culture + SD
on medium with 0.2 mg.I"" of BAP on medium with 0.5 mg.I"" of BAP
S1 6,2+24 46+1,8
S2 58+1,9 4,4+1)9
S3 3,9+1,7 48+2,1
S4 42+1,8 54+1,9
S5 72126 4,4 %272

Poznamka: Linie S1, S2, S3, S4 zalozeny z vegetativnich vyhonu, linie S5 zalozena ze semen (10ks)
Note: Lines S1, S2, S3, S4 derived from vegetative shoots, line S5 derived from 10 seeds

fedénym 1 : 10 destilovanou vodou. Kultury byly v této fazi vyvoje
kultivovany pti teploté 20 °C, stalé intenzité osvétleni 30 pmol.m2.s°
'a z diivodu uchovani vys$si vzdusné vlhkosti zakryty prahlednym
boxem. Po ¢tyfech tydnech byly kofenici rostliny presazeny do neste-
rilniho substratu tvofeného smési zeminy, raseliny, perlitu a postupné
aklimatizovany na 70% relativni vzdunou vlhkost.

VYSLEDKY A DISKUSE

Zachovani genovych zdroji mikropropagaci bylo jiz tspésné vyuzito
u fady ohroZenych druht rostlin i lesnich dfevin (MALA et al. 2002,
2003b, 2005, 2007, 2009; MACHOVA et al. 2009, 2011; NOVOTNY et al.
2008) a ziskané explantatové kultury jsou uchovavany v bance explan-
tatt Vyzkumného dstavu lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i.

Pro zichranu sinokvétu chrpovitého metodou in vitro byla pouzi-
ta metoda organogeneze a podafilo se zalozit 4 linie explantatovych
kultur z vegetativnich vyhoni, které byly oznacené S1 az S4 a linii ze
semen oznacenou S5. Uspé$nost namnozeni kultur je znazornéna v tab.
1. Procento tspésnosti zakladani kultur je velmi ovlivhéno moznosti
sterilizace primarnich explantatti z dtivodu razné citlivosti rostlinné-
ho materialu ke steriliza¢ni latce a zaroven stupném odolnosti konta-
minujicich infek¢nich mikroorganismi (bakterie, plisné). Nedostate¢-
nd sterilizace vychoziho rostlinného materidlu je nejcastéjsi pricinou
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odli$né nutri¢ni a kultiva¢ni néroky rtiznych druhi rostlin. Experi-
mentalné bylo ovéfeno, ze pro indukci organogeneze u sinokvétu chr-
nenty MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) média, ke kterému byly ptidany
cytokinin BAP 0,2 mg.l", auxin IBA 0,1 mg.l”, glutamin 200 mg.l",
hydrolyzat kasein 200 mg.l", glycin 2 mg.l", sachardza 30 g.l', agar
6 g.1'; pH bylo upraveno na 5,8. Stabilizované explantatové kultury
byly ziskany po 2 — 3 pasazich na Cerstva kultivaéni média. V multipli-
ka¢ni fazi se sledoval pocet novych vyhont vytvorenych béhem jedné
pasdze, to je v rozmezi 6 — 7 tydnd a bylo ovéfovano vhodné slozeni
zivného média pro ziskani vy$siho poétu vyhont (tab. 2). U linif SI,
S2 a kultur odvozenych od semen oznaéenych S5 byl v priméru ziskan
vy$si pocet vyhontl na médiu MS stejného slozeni jako pti zakladani
kultur, u linii S3 a S4 bylo ziskano vice vyhonii na modifikovaném MS
médiu pti zvySené koncentraci cytokininu BAP (6-benzylaminopurin)
0,5 mg.1"'. Stabilizované multiplikujici se kultury jsou uloZené v klima-
tizované kultivaéni mistnosti a pasazuji se v praméru jednou za Sest
tydnu na Cerstva kultivaéni média, soucasné je sledovan zdravotni stav
explantatovych kultur a vyskyt kontaminaci (obr. 2). Kvalita mikro-
propagovaného materialu je kontrolovana na zakladé morfologickych
znaka. U listd a vyhont se sleduji barva, tvar, délka a poc¢et. Namno-
zené vyhony sinokvétu chrpovitého byly také vyuzity k pokusim se
zakofenovanim. Nejvyssi procento zakorenénych rostlin (40 %) se zis-
kalo na médiu MS s tfetinovou koncentraci makroelementt i mikro-
elementd, se snizenym obsahem cukru 10 g, obsahem glutaminu
2 mgl?, glycinu 2 mg.l", bez cytokinind a se zvy$enym obsahem auxi-
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Obr. 2.

Multiplikace sinokvétu chrpovitého (foto J. Dostal)
Fig. 2.

Multiplication of Jurinea cyanoides (photo J. Dostél)

nu IBA (kyselina indolyl-3-mdselnd) v koncentraci 3 mg.l". Pro rein-
trodukci odvozenych rostlin probihaji pokusy s aklimatizaci a jejich
prevodem do venkovnich podminek.

Z dostupné literatury neni znamo, Ze by sinokvét chrpovity byl repro-
dukovan mikropropagaci v CR nebo i v zahrani¢i. Postupy mik-
ropropagace byly zpracovany pro nékteré druhy rostlin totozného
rodu nebo ze stejné celedé a nejcastéji se u nich osvéd¢ily zakladni
komponenty média MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) obdobné jako
u sinokvétu chrpovitého. Naptiklad pro febric¢ek tuzebnikovy (Achil-
lea filipendulina cv. 'Parker”) bylo nejlepsich vysledkt dosazeno na
modifikovaném médiu MS s rostlinnymi hormony IAA 1 mgl', BA
2 mgl' a s 16hodinovou svételnou fotoperiodou (EVENOR, REUVE-
NI 2004). Metoda organogeneze na modifikovaném MS médiu byla
téz uplatnéna u pelyiiku ¢ernobylu (Artemisia vulgaris L.) pro na-
mnozeni vyselektovanych klont pro 1é¢ebné tcely (SujaTHA, KUMARI
2007). Autofi DHAKA, KOoTHARI (2005) uvadi v protokolu pro hro-
madnou mikropropagaci 1é¢ivé rostliny eklipty bilé (Eclipta alba (L.)
HASSK) jako optimalni Zivné médium pro proliferaci vyhont rovnéz
MS médium, s cytokininem benzylaminopurinem (BAP) o koncetra-
cilmgl™

Problematiku mikropropagace sinokvétu - Jurinea albicaulis sub-
sp. kilaea, druhu rostouciho v oblasti pise¢nych dun na bulharském
pobrezi Cerného mote, fesili autofi PANAYOTOVA et al. (2008) v rdmci
zachranného programu zachovani ohrozenych druhi rostlin. Kultu-
ry byly zalozeny ze semen a kultivace nejlépe probihala opét na MS
médiu s pfidanim rostlinnych hormont BAP 1 mg.I'a NAA 0,5 mg.1*,
tj. za pouziti vyssich koncentraci hormont a odlisného auxinu nez
bylo optimalizovano v nasich podminkach pro sinokvét chrpovity.

ﬂ ZLv, 57, 2012 (1): 27-32

ZAVER

Pro sinokvét chrpovity byly vypracovany biotechnologické postupy
mikropropagace. Kultivace v podminkach in vitro predstavuje jed-
nu z moznosti dlouhodobého udrzeni biodiverzity genovych zdroji
rostlin a dfevin. Sinokvét chrpovity je zarazeny do kategorie kriticky
ohrozenych druht rostlin a jeho vyskyt v nékolika jedincich je moni-
torovan uz pouze na lokalité ve stfednim Polabi pobliz obce Tisice.
Zachrana tohoto druhu probihala ve spolupraci s Agenturou ochrany
piirody a krajiny CR v ramci zachranného programu. Explantatové
kultury se podatilo zalozit ze semen i vegetativnich c¢asti vyhonku
¢ilo MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) médium s pfidanim rostlinnych
hormont cytokininu BAP v koncentracich 0,2 mg.l"” nebo 0,5 mg.l"*
aauxinu IBA v koncentraci 0,1 mg.1" . Kultury jsou kultivovany v ban-
ce explantatll a napéstované rostliny z in vitro kultur budou slouzit
k dal$im studijnim uceltim, napt. testovani genetické stability, vitality
a podminek aklimatizace pti prevodu do venkovnich podminek.

Podékovani:

Poznatky byly ziskdny v souvislosti s fesenim vyzkumného zdméru
MZE0002070203.
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Pouzité zkratky:

BAP - 6-benzylaminopurin

BA - benzyl adenin

IBA - kyselina indolyl-3-méselna
TAA - kyselina indolyl-3-octova
NAA - a-naftyloctova kyselina
NaClO - chlornan sodny
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In vitro REPRODUCTION OF Jurinea cyanoides (L.) Rchb.

SUMMARY

Micropropagation protocol was developed for Jurinea cyanoides, the critically endangered species in the Czech Republic. J. cyanoides is the
perennial plant of the family “Asteraceae growing to a height of 25 - 60 cm. The straight stem is largely formed with lateral shoots and taproot
runs over 2 m length. The leaves are lanceolate or liny. This plant produces flowers of 2 - 3 cm in diameter from July to September. J. cyanoides
is Eurasian continental plant and in the Middle Europe occurs only in several isolated localities. Several individuals can be found in the open
vegetation on the sandy dune in the locality near Tiice in the Central Bohemia (Fig.1). In this study, induction of organogenesis, multiplication,
rooting was developed for establishing explant cultures of this species of plant. The vegetative shoots and seeds from the endangered donor were
sampled in the spring or in the autumn. The sterilized shoots and seeds for induction of organogenesis were tested on the modified MS medium
(MURASHIGE, SKOOG 1962) and on the modified WPM medium (LLoyp, McCowN 1981). The cultures were cultivated in the acclimatized
conditions at 24 °C and for 16h photoperiod by the white fluorescent light (30 nmol.m?.s™"). The induction of organogenesis was successful on
the modified MS medium (MURASHIGE, SKOOG 1962) with the concentration of substances 0.2 mg.l" of BAP and 0.1 mg.l' of IBA, 200 mg.
I'" of glutamine, 200 mg.I" of casein hydrolysate, 2 mg.1" of glycine, 30 g.I" of sucrose, 6 g.1" of agar, pH adjusted to 5.8. Efficiency of Jurinae
cyanoides micropropagation after 4 months and 16 months of cultivation is described in Tab. 1. Multiplication of adventive shoots was reached
on the medium of the same composition as for organogenesis induction with lines S1, S2, S5. Line S3, S4 reached more shoots with increased
concentration of BAP 0.5 mg.l" (Tab. 2, Fig. 2). Multiplicated shoots were used for subsequent multiplications or for rooting experiments. For
rooting the shoots were transferred on the 1/3 concentration of basal MS medium without cytokinins and with the enhanced concentration of
auxins. We tested different concentrations of auxins IBA and NAA. Rooting was done under same cultivation conditions like organogenesis
induction and multiplication. The shoots rooted in the lower concentration (1/3) of basal agar MS medium with the increased concentration
of auxin IBA (3 mg.l") with 40% success. The rooted cultures were transplanted into perlit and watered by the basal MS medium without
phytohormones and sucrose diluted by distilled water 1 : 10. The cultures were cultivated in the constant cultivation conditions at 20 °C under
24h white fluorescent light (30 nmol.m2.s™). After four weeks the plantlets were transplanted into the non-sterile substrate (mix of compost,
peat, perlit) and gradually adapted and acclimatized for outplanting. Micropropagated cultures of Jurinea cyanoides are maintained in the Bank
of Explants of the Forestry and Game Management Research Institute for reintroduction of these plant species.
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