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ÚVOD

Jeřáb břek (Sorbus torminalis (L.) CRANTZ) se řadí mezi vzác-
né druhy lesních dřevin. V lesních společenstvech se vyskytuje jen 
vtroušeně, netvoří čisté porosty, má malou konkureční schopnost, 
plody jsou oblíbenou potravou zvěře (HEJNÝ, SLAVÍK 1992). Optimum 
výskytu leží v oblasti doubrav, v nichž zaujímá nejteplejší polohy. 
Jedná se o pomalu rostoucí strom, který může v 80 - 100 letech 
dosáhnout až výšky 20 - 25 m. Patří mezi také nejvíce ceněné druhy 
v dřevařském průmyslu (DEMESURE et al. 2000). 

Pro dlouhodobé uchovávání genových zdrojů jeřábu břeku lze 
s  úspěchem použít metodu mikropropagace (DUJÍČKOVÁ et al. 1992, 
CHALUPA 1992). V genové bance Výzkumného ústavu lesního 
hospodářství a myslivosti, v. v. i., je v současné době uchováváno 
95 klonů jeřábu břeku. Metoda mikropropagace dospělých stromů 
jeřábu břeku byla popsána, např. MALÁ et al. (2005), avšak u něk-
terých klonů se objevují problémy spojené se zakořeňovací fází 
a následnou aklimatizací výpěstků in vitro. 

Je obecně známo, že morforegulační procesy jsou u explantá-
tových kultur ovlivněny především cytokininy a auxiny. Nejrozší-
řenějším a účinným cytokininem při mikropropagaci je syntetický 
cytokinin 6-benzylaminopurine (BAP). U některých rostlinných dru-
hů včetně jeřábu břeku však byla po jeho použití pozorována inhibice 
tvorby kořenů nebo jejich nerovnoměrný růst (WERBROUCK et al. 1995, 
1996), s největší pravděpodobností způsobený metabolity syntetizo-
vanými v průběhu kultivace, a proto jsou testovány i další cytokininy, 
které by neměly při dlouhodobé aplikaci inhibiční účinky. 

Cytokininy, purinové deriváty substituované na aminokyselině 
v poloze 6 (N6) se podílejí na regulaci mnoha fyziologických 
a vývojových procesů v rostlinách (LETHAM, PALNI 1983). Endo-

genní cytokininy se mohou vyskytovat v různých metabolických 
formách, např. ve formě volných bází, ribozidů (R), N-glukozidů 
(G), O-glukozidů (OG) a nukleotidů (5´MP) (LETHAM, PALNI 1983). 
V závislosti na charakteru substituce se mohou vyskytovat isopre-
noidní nebo aromatické formy cytokininů. Mezi aromatické cyto-
kininy patří 6-benzylaminopurine (BAP), meta- a ortho-topolin 
a jejich metabolity. Isoprenoidní formy jsou reprezentovány cyto-
kininy odvozenými od bází N6- (∆2 – isopentenyl) adenin, dihyd-
rozeatin a zeatin (STRNAD 1997). V naší práci jsme také sledova-
li vliv 3 rozdílných cytokininů BAP (6-benzylaminopurine), mT 
(6-(3-hydroxybenzylamino)purine) a MeoBAPr (6-(3-methoxyben-
zylamino) purine-9-ß-D-ribofuranoside) na multiplikaci explantátů 
a na následné zakořeňování mikrořízků jeřábu břeku. Cytokininy 
mT a MeoBAPr byly získány z Laboratoře růstových látek Ústavu 
experimentální botaniky AV ČR, v. v. i. Charakteristiku testovaných 
cytokininů uvádí ve své práci NOVÁK et al. (2008).

MATERIÁL A METODY

Indukce organogeneze
Primární kultury klonů jeřábu břeku byly založeny ze zimních 

pupenů (sběr koncem února) odebraných z dospělých rodičovských 
stromů a jiných kvalitních jedinců evidovaných ve Výzkumném 
ústavu lesního hospodářství a myslivosti, v. v. i. Od každého klo-
nu bylo izolováno 30 pupenů, které byly po sterilizaci v 1% roz-
toku SAVO (Bochemie, ČR) třikrát promyty sterilizovanou vodou. 
Ve sterilním prostředí byly odstraněny vnější šupiny pupenů a extir-
pované vzrostné vrcholy byly umístěny na indukční agarové živné 
médium MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) s obsahem 0,5 mg.l-1 BAP 
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(6-benzylaminopurine), 0,1 mg.l-1 IBA (β-indolylbutyric acid), 
glutamin 10 mg.l-1, glycin 2 mg.l-1, sacharóza 30 g.l-1, agar (ČL 97, 
Dr. Kulich Pharma, s. r. o., ČR) 6 g.l-1, pH 5,8 (50 ml média v Er-
lenmeyerově 100ml baňce). Kultivace probíhala v klimatizovaných 
podmínkách při teplotě 24 °C, 16hodinové světelné fotoperiodě 
a s osvětlením o intenzitě 30 µmol.m-2.s-1. Proliferace nasazených 
explantátů v prýty trvala přibližně 4 - 6 týdnů. 

Multiplikace
Multiplikační fáze probíhala na živném médiu MS s obsahem 

BAP 0,2 mg.l-1, IBA 0,1 mg.l-1, glutamin 100 mg.l-1, glycin 2 mg.l-1, 
sacharóza 30 g.l-1, agar 6 g.l-1, pH 5,8. Explantáty byly kultivova-
né při 24 °C a 12hodinové světelné periodě (36W/33 Philips tubes, 
Eindhoven, the Netherlands; intenzita osvitu 30 μmol.m-2.s-1) (obr. 1). 

Pro zefektivnění indukce rhizogeneze byla část výhonů vysta-
vena chladové expozici. Explantátové kultury ve stadiu multiplika-
ce byly přesazeny na čerstvé standardní multiplikační živné médium 
a 14 dní kultivovány ve standardních kultivačních podmínkách, tj. v kli-
matizované místnosti při teplotě 24 °C, 16hodinové světelné fotoperiodě 
a s osvětlením o intenzitě 30 µmol.m-2.s–1. Poté byly kultury přeneseny 
do chladové místnosti a vystaveny po dobu 7 měsíců teplotě 5 °C 
a snížené intenzitě osvětlení 10 µmol.m-2.s–1. Po přenesení zpět do 
standardních kultivačních podmínek a přesazení na čerstvé multipli-
kační médium došlo k regeneraci kultur, které byly následně přesazeny 
na zakořeňovací médium a proběhlo standardní výše popsané zakořeňo-
vání. Jako kontrolní materiál byly použity výhony stejných klonů kultivo-
vané bez chladové expozice. V každém experimentu bylo zakořeňováno 
nejméně 30 výhonů a pokus byl dvakrát opakován.

Testování cytokininů
a) multiplikace
Pro testování vlivu cytokininů byly vybrány 3 klony jeřábu břeku 

kultivované 12 měsíců na multiplikačním médiu. Od každého klo-
nu bylo odebráno 30 výhonů. Výhony byly rozděleny do 3 skupin 
a kultivovány na multiplikačním médiu s 3 testovanými cytokininy 
(BAP v koncentraci 0,2 mg.l-1, mT v koncentraci 0,2 mg.l-1, MeoBAPr 
v koncentraci 0,125 mg.l-1). Experiment probíhal po dobu 12 týdnů, 
s 4týdenním intervalem pasážování explantátů na čerstvá živná média 
se stejným složením, poté bylo provedeno zhodnocení morfologické 
kvality a rychlosti růstu (počet nově vzniklých výhonů a jejich průměrná 
délka) na testovaných typech kultivačních médií. Experiment byl 3x opa-
kován a získaná data byla vyhodnocena pomocí testu ANOVA a Dunca-
novým mnohonásobným pořadovým testem (DUNCAN 1995).

b) zakořeňování
Namnožené výhony po 3měsíční kultivaci na příslušných multipli-

kačních médiích s různými cytokininy (BAP v koncentraci 0,2 mg.l-1, 
mT v koncentraci 0,2 mg.l-1, MeoBAPr v koncentraci 0,125 mg.l-1) 
byly využity k dopěstování kompletních rostlin. Pro indukci zakoře-
nění bylo 20 výhonů (od jednoho klonu) z každé testované skupiny 
umístěno na standardní zakořeňovací médium (1/3 koncentro-
vané MS médium) bez cytokininů a s obsahem NAA (14 mg.l-1), výho-
ny byly kultivovány za standardních podmínek, viz výše. Hodnoce-
ní efektivnosti zakořeňování bylo provedeno po 6 týdnech kultivace 
na zakořeňovacím médiu. Experiment byl 3x opakován a získaná 
data byla vyhodnocena pomocí testu ANOVA a Duncanovým mno-
honásobným pořadovým testem (DUNCAN 1995).

Aklimatizace a dopěstování výsadbyschopných sazenic
Ve fázi aklimatizace byly rostliny s vyvinutým kořenovým sys-

témem přesazeny do agroperlitu a jedenkrát denně zalévány základ-
ním roztokem MS ředěným 1 : 10 destilovanou vodou. Aklimatizace 
probíhala v klimatizované místnosti při teplotě 24 °C a 24hodino-
vé světelné fotoperiodě, s osvětlením o intenzitě 30 µmol.m-2.s–1 
a při 90% relativní vzdušné vlhkosti. Po 14 dnech byly rostliny 
přesazeny do nesterilního substrátu tvořeného směsí zeminy, raše-
liny, perlitu a poté byly přeneseny do skleníku, kde byly postupně 
adaptovány na 70% relativní vzdušnou vlhkost. Pro dopěstování 
byly použity obaly BBC Growing trays, které nebrání rozvoji kva-
litního kořenového systému. Výpěstky in vitro byly dopěstovány 
do výsadbyschopných sazenic na venkovních záhonech v Experimen-
tální školce Výzkumného ústavu lesního hospodářství a myslivosti, 
v. v. i.,  na Baních. 

Obr. 1.
Vícevrcholová kultura jeřábu břeku kultivovaná na médiu s cytokini-
nem BAP
Explants culture of wild service tree multiplied on medium with BAP

Zakořeňování
K zakořeňování explantátových kultur jeřábu břeku se použilo 

médium (1/3 koncentrované MS médium) bez cytokininů a s obsa-
hem 14 mg.l-1 NAA (α-naphtylacetic acid), výhony byly kultivová-
ny ve tmě při 25 °C, po týdnu byly přesázeny na čerstvé médium 
se stejným složením a kultivovány na světle (36W/33 Philips Tubes, 
The Netherlands) s 12hodinovou světelnou periodou a intenzitou 
osvětlení 30 µmol.m-2.s–1. 
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VÝSLEDKY 

Vliv chladové expozice na zakořeňovací fázi
Po přenesení explantátových kultur kultivovaných 7 měsíců 

v chladové místnosti zpět do standardních kultivačních podmínek 
a přesazení na čerstvé multiplikační médium došlo k jejich regene-
raci. Po druhé pasáži byly namnožené adventivní výhony přesazeny 
na zakořeňovací médium. Při zakořeňování výhonů z vícevrcholo-
vých kultur vystavených chladové expozici došlo k významnému 
nárůstu počtu zakořeněných výhonů (85% úspěšnost zakořenění) 
ve srovnání s kontrolním materiálem (35% úspěšnost zakořenění). 

 
Experiment s cytokininy

a) multiplikace
Pro indukci adventivních i axilárních pupenů byl mezi testova-

nými cytokininy nejefektivnější BAP. Nejvyšší multiplikační rych-
lost, při hodnocení počtu nově vzniklých výhonů na explantátovou 
kulturu, byla dosažena na médiu doplněném cytokininem BAP 
(24 ± 4 výhony). Na médiu s MeoBAPrem a mT bylo dosaženo pou-
ze 55 - 60% účinnosti (tab. 1, obr. 2). Klonové rozdíly u explantátů 
jeřábu břeku nebyly pozorovány a použití rozdílných cytokininů 
nemělo vliv na morfologickou kvalitu a délku výhonů (3,2 ± 0,6 cm 
u všech klonů).

b) zakořeňování
Počet zakořeněných rostlin byl hodnocen po 6 týdnech kultivace 

na zakořeňovacím médiu. V tabulce 2 jsou uvedeny počty kořenících 
výpěstků in vitro, nejvyšší počet (15 ± 2,5) byl získán u explantá-
tů kultivovaných nejdříve na médiu s MeoBAPrem a poté na 1/3 
koncentrovaném MS médiu s obsahem NAA. 

Aklimatizace a dopěstování výsadbyschopných sazenic
V průběhu aklimatizace nebyl mezi sledovanými skupinami 

výpěstků in vitro (chladová expozice, použití různých typů cyto-

kininů ve fázi multiplikace) shledán rozdíl v mortalitě, případně 
morfologii výpěstků. Mortalita se pohybovala kolem 5 % u všech 
skupin. Růstové charakteristiky výpěstků odpovídaly parametrům 
2letých semenáčků uvedených v ČSN 48 2115, změna Z1.

DISKUSE A ZÁVĚR

V současné době se jeřáb břek řadí k cenným listnáčům s vel-
kým potenciálem pro případné využití v lesnictví a lesnické ekologii 
(DEMESURE et al. 2000). Přestože metodika mikropropagace byla již 
popsána (DUJÍČKOVÁ et al. 1992, CHALUPA 1992, BATTUT et al. 1993), 
existují velké klonové rozdíly zejména ve schopnosti rhizogeneze mul-
tiplikovaných výhonů. Jednou z hlavních příčin, které brání širšímu 
využití mikropropagačních technik u mnoha dřevin, je problém se zako-
řeňováním adventivních nebo axilárních výhonů. (COELHO et al. 2005, 
MALÁ et al. 2000). Mikropropagace jako vegetativní reprodukce před-
stavuje komplexní proces sestávající se z rozdílných vývojových sta-
dií, které jsou ovlivňované rozdílnými endo a exogenními podněty. 
Tyto podněty regulují také růstové procesy in vitro (CENTENO et al. 
1996). Dosud nebyl plně prostudován vliv auxinů, cytokininů a ostat-
ních aktivních látek jako polyaminů nebo derivátů fenolických kyse-
lin na morfogenetické procesy probíhající při diferenciace rostlinných 
pletiv (ALTAMURA et al. 1993, SCHOLTEN 1998, CVIKROVÁ, HRUBCOVÁ 
1999). Bylo např. prokázáno, že formování kořenů probíhá v několika 
fázích, ve kterých byl v pletivech stanoven vysoký obsah endogenních 
auxinů a především IAA (NAG et al. 2001). Přítomnost cytokininů 
je nezbytná i pro indukci buněčného dělení na počátku formování koře-
nů (DE KLERK et al. 2001), ale na rozdíl od auxinů vyšší obsah cyto-
kininů potlačuje adventivní zakořeňování (BOLLMARK et al. 1988).

V rámci popsaných experimentů byl testován vliv rozdílných 
derivátů aromatických cytokininů, které se vyznačují silnou orga-
nogenní aktivitou a zároveň minimálně inhibují následné zakořenění 
explantátů, na multiplikaci a zakořeňování výpěstků in vitro jeřá-
bu břeku, a byla porovnávána jejich účinnost s obecně používaným 
cytokininem BAP. Pro indukci adventivních i axilárních pupenů 
a pro následnou multiplikaci byl nejefektivnější cytokinin BAP 
(tab. 1). U explantátů kultivovaných na multiplikačním médiu 
s BAP bylo po následné 6týdenní kultivaci na zakořeňovacím médiu 
naopak pozorováno nejmenší procento zakořenění (35% úspěš-
nost zakořenění). Nejlepších výsledků bylo dosaženo po kultivaci 
na médiu s MeoBAPrem (75% úspěšnost zakořenění). 

Obr. 2.
Explantátové kultury jeřábu břeku kultivované na médiu s cytokininy 
BAP (a), MeoBAPr (b) a mT (c)
Explants cultures of wild service tree multiplied on medium 
with BAP (a), MeoBAPr (b) and mT (c)

Cytokinin/
Cytokinin

Průměrný počet nových 
výhonů ±SD/

No. of new shoots ±SD
mT MeoBAPr BAP

mT 14,2 ± 4,96 -  N. S. *
MeoBAPr 13,3 ± 4,76 N. S. - *
BAP 24,3 ± 4,41 * * - 

*) rozdíly na 0,05 hladině významnosti na základě Duncanovu testu/signifi cant 
according to the Duncan´s multiple range test at the 0.05 level 
N. S. – not signifi cant; SD – standard deviation

Tab. 1.
Srovnání průměrných počtů nově vytvořených výhonů v multiplikační 
fázi jeřábu břeku na rozdílných typech cytokininů 
Comparison of the average numbers of new shoots influenced 
by different cytokinins (values coupled from 3 experiments)

  a        b              c
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Srovnatelného výsledku při zakořeňování namnožených in vitro 
výhonů jeřábu břeku bylo dosaženo i po chladové expozici zdro-
jového materiálu (vícevrcholových kultur). Z hlediska efektivnosti 
(zkrácení doby nezbytné pro navození indukce rhizogeneze i eko-
nomická úspora s ohledem na nutnost pořízení chladové místnosti) 
je však výhodnější využití nového cytokininu MeoBAPr. 

Aplikace poznatků o optimální koncentraci endogenních fyto-
hormonů a o vlivu rozdílných exogenních cytokininů používa-
ných v kultivačních médiích při mikropropagaci jeřábu břeku 
by mohla zlepšit účinnost zakořeňování in vitro nejen u jeřábu břeku, 
ale také u ostatních obtížně kořenících lesních dřevin. 

Získané poznatky mohou přispět ke zlepšení účinnosti mikropro-
pagace jeřábu břeku, využívaných při zachování genových zdrojů 
a u šlechtitelských programů zaměřených např. na zvýšení produkce 
a kvality dřevní hmoty. 

Poděkování:
Příspěvek vznikl v rámci řešení výzkumného záměru 

č. MZE0002070203. 
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Cytokinin
Počet zakořeněných 

mikrořízků ± SD/Number  
of rooted plantlets ± SD

MeoBAPr mT BAP

MeoBAPr 15,3 ± 2,52 - * *
mT 8,7 ± 3,51 * - N. S.
BAP 7,0 ± 3,00 * N. S. -

Tab. 2.
Počet kořenících výhonů in vitro jeřábu břeku z celkového počtu 
20 mikrořízků v závislosti na kultivaci na rozdílných typech 
cytokininů v průběhu multiplikační fáze (průměr a směrodatná 
odchylka ze tří opakování)
Comparison of the average number of rooted plantlets from 20 
microcuttings (values coupled from 3 experiments)

*) rozdíly na 0,05 hladině významnosti na základě Duncanovu testu/signifi cant 
according to the Duncan´s multiple range test at the 0.05 level 
N. S. – not signifi cant; SD – standard deviation
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OPTIMALIZATION OF WILD SERVICE TREE MICROPROPAGATION

SUMMARY

The wild service tree (Sorbus torminalis (L.) CRANTZ) is one of a scarce species among forest trees and occurs in scattered populations 
at low density in Central Europe. For long-term sustainability of wild service tree genetic resources, micropropagation technologies could 
prove to be useful. In micropropagation technology, 6-benzylaminopurine (BAP) is widely used as one of the most effective and affordable 
cytokinins. Nevertheless, it often induces disproportional growth or inhibition of rooting in a number of plant species (WERBROUCK et al. 
1995, 1996) including the wild service tree. 

The infl uence of three different aromatic cytokinin derivatives (6-benzylaminopurine, meta-topolin and 6-(3-methoxybenzylamino) puri-
ne-9-ß-D-ribofuranoside (MeoBAPr)) on in vitro multiplication and rhizogenesis of the wild service tree (Sorbus torminalis (L.) CRANTZ) 
was compared. The highest micropropagation rate (24 new shoots per explant after 3 months of cultivation) was achieved on media 
containing BAP. On the other hand, the best rooting microcuttings were those multiplied on a medium containing MeoBAPr. The lowest 
percentages of rooted plantlets 6 weeks after transferring shoots on rooting medium were found on explants multiplied on BAP. 85% of roo-
ting rate of microcuttings of the wild service tree was achieved under the cold treatment during multiplication phase. 
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