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ABSTRACT

For long-term sustainability of wild service tree genetic resources, micropropagation technologies could prove to be useful (DuJiCKO-
VA et al. 1992, CHALUPA 1992, MALA et al. 2005). For standardized wild service tree procedures of micropropagation and for its effective
exploitation in the forestry, some difficulties during rooting stage of organogenesis remain to be solved. In this study we compared
the influences of three different aromatic cytokinins BAP, mT, and MeoBAPr on the multiplication of explants and the rooting of microcuttings
of the wild service tree. The highest multiplication rate shows using of multiplication medium supplemented with BAP. Only 55 - 60 %
of multiplication rate with BAP was observed in media containing MeoBAPr and mT. Numbers of successfully rooted plantlets were
determined after 6 weeks of cultivation in the rooting medium. The highest numbers of rooted plantlets were achieved after transferring
of the microcuttings from medium with MeoBAPr into one-third MS medium with NAA. We studied the influence of cold treatment during
multiplication, 85 % of rooting rate of microcuttings of the wild service tree in this condition were reached.

Kli¢ova slova: jetab brek, mikropropagace, zakofenovani, cytokininy

Key words: wild service tree, micropropagation, rooting, cytokinins

uvoD

Jetab biek (Sorbus torminalis (L.) CRANTZ) se fadi mezi vzac-
né druhy lesnich dievin. V lesnich spolecenstvech se vyskytuje jen
vtrousené, netvoii Cisté porosty, ma malou konkure¢ni schopnost,
plody jsou oblibenou potravou zvéte (HEINY, SLAVIK 1992). Optimum
vyskytu lezi v oblasti doubrav, v nichz zaujima nejteplejsi polohy.
Jedna se o pomalu rostouci strom, ktery mize v 80 - 100 letech
dosahnout az vysky 20 - 25 m. Patfi mezi také nejvice cenéné druhy
v dievaiském primyslu (DEMESURE et al. 2000).

Pro dlouhodobé uchovavani genovych zdroju jetabu bieku Ize
s uspéchem pouzit metodu mikropropagace (DUJICKOVA et al. 1992,
CHALUPA 1992). V genové bance Vyzkumného ustavu lesniho
hospodafstvi a myslivosti, v. v. i., je v soucasné dob&é uchovavano
95 klonu jetabu bieku. Metoda mikropropagace dospélych stromi
jefabu bieku byla popsana, napt. MALA et al. (2005), avSak u nék-
terych kloni se objevuji problémy spojené se zakofenovaci fazi
a naslednou aklimatizaci vypéstka in vitro.

Je obecné znamo, ze morforegulacni procesy jsou u explanta-
tovych kultur ovlivnény pfedevsim cytokininy a auxiny. Nejrozsi-
fenéjsim a ucinnym cytokininem pfi mikropropagaci je synteticky
cytokinin 6-benzylaminopurine (BAP). U nékterych rostlinnych dru-
hi véetné jetabu bieku vsak byla po jeho pouziti pozorovana inhibice
tvorby kotent nebo jejich nerovnomérny rist (WERBROUCK et al. 1995,
1996), s nejvétsi pravdépodobnosti zpusobeny metabolity syntetizo-
vanymi v prub¢hu kultivace, a proto jsou testovany i dalsi cytokininy,
které by nemély pii dlouhodobé aplikaci inhibi¢ni u¢inky.

Cytokininy, purinové derivaty substituované na aminokyseliné
v poloze 6 (N° se podileji na regulaci mnoha fyziologickych
a vyvojovych procest v rostlinach (LETHAM, PALNI 1983). Endo-

genni cytokininy se mohou vyskytovat v riznych metabolickych
forméch, napt. ve formé volnych bazi, ribozidi (R), N-glukozidd
(G), O-glukozidt (OG) a nukleotidi (5"MP) (LETHAM, PALNI 1983).
V zavislosti na charakteru substituce se mohou vyskytovat isopre-
noidni nebo aromatické formy cytokininti. Mezi aromatické cyto-
kininy patii 6-benzylaminopurine (BAP), meta- a ortho-topolin
a jejich metabolity. Isoprenoidni formy jsou reprezentovany cyto-
kininy odvozenymi od bazi N¢- (A? — isopentenyl) adenin, dihyd-
rozeatin a zeatin (STRNAD 1997). V nas$i praci jsme také sledova-
li vliv 3 rozdilnych cytokinini BAP (6-benzylaminopurine), mT
(6-(3-hydroxybenzylamino)purine) a MeoBAPr (6-(3-methoxyben-
zylamino) purine-9-B-D-ribofuranoside) na multiplikaci explantatt
a na nasledné zakofenovani mikrofizkl jetabu bieku. Cytokininy
mT a MeoBAPr byly ziskany z Laboratofe ristovych latek Ustavu
experimentalni botaniky AV CR, v. v. i. Charakteristiku testovanych
cytokinind uvadi ve své praci NOVAK et al. (2008).

MATERIAL A METODY

Indukce organogeneze

Primarni kultury klonti jefabu bieku byly zalozeny ze zimnich
pupent (sbér koncem tnora) odebranych z dospélych rodicovskych
stromu a jinych kvalitnich jedinci evidovanych ve Vyzkumném
ustavu lesniho hospodafstvi a myslivosti, v. v. i. Od kazdého klo-
nu bylo izolovano 30 pupend, které byly po sterilizaci v 1% roz-
toku SAVO (Bochemie, CR) tikrat promyty sterilizovanou vodou.
pované vzrostné vrcholy byly umistény na indukéni agarové zZivné
médium MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) s obsahem 0,5 mg.I"" BAP
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(6-benzylaminopurine), 0,1 mg.l! IBA (B-indolylbutyric acid),
glutamin 10 mg.1"", glycin 2 mg.I"", sachar6za 30 g.I', agar (CL 97,
Dr. Kulich Pharma, s. r. 0., CR) 6 g.I', pH 5,8 (50 ml média v Er-
lenmeyerové 100ml banice). Kultivace probihala v klimatizovanych
podminkach pti teploté 24 °C, 16hodinové svételné fotoperiodé
a s osvétlenim o intenzit¢ 30 umol.m?.s!. Proliferace nasazenych
explantati v pryty trvala piiblizné 4 - 6 tydnt.

Multiplikace

Multiplikacni faze probihala na zivném médiu MS s obsahem
BAP 0,2 mg.I"!, IBA 0,1 mg.I"!, glutamin 100 mg.I"!, glycin 2 mg.I"!,
sachardza 30 g1, agar 6 g.I'', pH 5,8. Explantaty byly kultivova-
né pti 24 °C a 12hodinové svételné periodé (36 W/33 Philips tubes,
Eindhoven, the Netherlands; intenzita osvitu 30 pmol.m?.s") (obr. 1).

Obr. 1.

Vicevrcholova kultura jetabu bieku kultivovana na médiu s cytokini-
nem BAP

Explants culture of wild service tree multiplied on medium with BAP

Zakotenovani

K zakofenovani explantatovych kultur jefabu bieku se pouzilo
médium (1/3 koncentrované MS médium) bez cytokinind a s obsa-
hem 14 mg.I" NAA (a-naphtylacetic acid), vyhony byly kultivova-
ny ve tme pii 25 °C, po tydnu byly pfesazeny na Cerstvé médium
se stejnym slozenim a kultivovany na svétle (36 W/33 Philips Tubes,
The Netherlands) s 12hodinovou svételnou periodou a intenzitou
osvétleni 30 pmol.m=2.s7".
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Pro zefektivnéni indukce rhizogeneze byla ¢ast vyhont vysta-
vena chladové expozici. Explantatové kultury ve stadiu multiplika-
ce byly pfesazeny na Cerstvé standardni multiplika¢ni zivné médium
a 14 dni kultivovany ve standardnich kultivaénich podminkach, tj. v kli-
matizované mistnosti pii teplot¢ 24 °C, 16hodinové svételné fotoperiodé
a s osvétlenim o intenzité 30 pmol.m?s™!. Poté byly kultury pieneseny
do chladové mistnosti a vystaveny po dobu 7 mésici teploté¢ 5 °C
a snizené intenzité osvétleni 10 umol.m?.s™. Po pteneseni zpét do
standardnich kultivacnich podminek a presazeni na cerstvé multipli-
kac¢ni médium doslo k regeneraci kultur, které byly nasledné piesazeny
na zakoteniovaci médium a probéhlo standardni vyse popsané zakoteio-
vani. Jako kontrolni material byly pouzity vyhony stejnych klond kultivo-
vané bez chladové expozice. V kazdém experimentu bylo zakofenovano
nejméné 30 vyhontl a pokus byl dvakrat opakovan.

Testovani cytokinint

a) multiplikace

Pro testovani vlivu cytokinint byly vybrany 3 klony jefabu bieku
kultivované 12 mésicti na multiplikacnim médiu. Od kazdého klo-
nu bylo odebrano 30 vyhont. Vyhony byly rozdéleny do 3 skupin
a kultivovany na multiplikacnim médiu s 3 testovanymi cytokininy
(BAP v koncentraci 0,2 mg.I"', mT v koncentraci 0,2 mg.I"', MeoBAPr
v koncentraci 0,125 mg.I'!). Experiment probihal po dobu 12 tydndg,
s 4tydennim intervalem pasazovani explantatli na Cerstva zivna média
se stejnym slozenim, poté bylo provedeno zhodnoceni morfologické
kvality a rychlosti riistu (pocet noveé vzniklych vyhoni a jejich primérna
délka) na testovanych typech kultiva¢nich médii. Experiment byl 3x opa-
kovan a ziskana data byla vyhodnocena pomoci testu ANOVA a Dunca-
novym mnohonasobnym potfadovym testem (DUNCAN 1995).

b) zakotfenovani

Namnozené vyhony po 3mési¢ni kultivaci na ptislusnych multipli-
kaénich médiich s raznymi cytokininy (BAP v koncentraci 0,2 mg.1"!,
mT v koncentraci 0,2 mg.l"', MeoBAPr v koncentraci 0,125 mg.l")
byly vyuzity k dopéstovani kompletnich rostlin. Pro indukci zakote-
néni bylo 20 vyhont (od jednoho klonu) z kazdé testované skupiny
umisténo na standardni zakofenovaci médium (1/3 koncentro-
vané MS médium) bez cytokinint a s obsahem NAA (14 mg.1""), vyho-
ny byly kultivovany za standardnich podminek, viz vyse. Hodnoce-
ni efektivnosti zakofenovani bylo provedeno po 6 tydnech kultivace
na zakofeiiovacim médiu. Experiment byl 3x opakovan a ziskana
data byla vyhodnocena pomoci testu ANOVA a Duncanovym mno-
honasobnym pofadovym testem (DUNCAN 1995).

Aklimatizace a dopéstovani vysadbyschopnych sazenic

Ve fazi aklimatizace byly rostliny s vyvinutym kofenovym sys-
témem piesazeny do agroperlitu a jedenkrat denné zalévany zaklad-
nim roztokem MS fedénym 1 : 10 destilovanou vodou. Aklimatizace
probihala v klimatizované mistnosti pii teploté¢ 24 °C a 24hodino-
vé svételné fotoperiod€, s osvétlenim o intenzité¢ 30 pmol.m?.s™!
a pfi 90% relativni vzdusné vlhkosti. Po 14 dnech byly rostliny
piesazeny do nesterilniho substratu tvoieného smési zeminy, rase-
liny, perlitu a poté byly pieneseny do skleniku, kde byly postupné
adaptovany na 70% relativni vzduSnou vlhkost. Pro dopéstovani
byly pouzity obaly BBC Growing trays, které nebrani rozvoji kva-
litntho kofenového systému. Vypéstky in vitro byly dopéstovany
do vysadbyschopnych sazenic na venkovnich zahonech v Experimen-
talni Skolce Vyzkumného ustavu lesniho hospodaftstvi a myslivosti,
V. V. 1., na Banich.
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Obr. 2.

Explantatové kultury jefabu bieku 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)

VYSLEDKY

Vliv chladové expozice na zakofenovaci fazi

Po pfeneseni explantatovych kultur kultivovanych 7 mésict
v chladové mistnosti zpét do standardnich kultivaénich podminek
a piesazeni na Cerstvé multiplikaéni médium doslo k jejich regene-
raci. Po druhé pasazi byly namnozené adventivni vyhony pfesazeny
na zakofetovaci médium. Pfi zakofenovani vyhonl z vicevrcholo-
vych kultur vystavenych chladové expozici doslo k vyznamnému
nartstu poctu zakofenénych vyhond (85% tuspésnost zakofenéni)
ve srovnani s kontrolnim materidlem (35% uspésnost zakofenéni).

Experiment s cytokininy

a) multiplikace

Pro indukci adventivnich i axilarnich pupent byl mezi testova-
nymi cytokininy nejefektivnéj§i BAP. Nejvyssi multiplikacni rych-
lost, pti hodnoceni poc¢tu nové vzniklych vyhont na explantatovou
kulturu, byla dosazena na médiu doplnéném cytokininem BAP
(24 + 4 vyhony). Na médiu s MeoBAPrem a mT bylo dosazeno pou-
ze 55 - 60% tucinnosti (tab. 1, obr. 2). Klonové rozdily u explantatt
jetabu bieku nebyly pozorovany a pouziti rozdilnych cytokinind
nemé¢lo vliv na morfologickou kvalitu a délku vyhont (3,2 + 0,6 cm
u vSech klont).

b) zakotfenovani

Pocet zakotenénych rostlin byl hodnocen po 6 tydnech kultivace
na zakofenovacim médiu. V tabulce 2 jsou uvedeny pocty kotfenicich
vypéstkll in vitro, nejvyssi pocet (15 + 2,5) byl ziskan u explanta-
ti kultivovanych nejdiive na médiu s MeoBAPrem a poté na 1/3
koncentrovaném MS médiu s obsahem NAA.

Aklimatizace a dopéstovani vysadbyschopnych sazenic
V pribc¢hu aklimatizace nebyl mezi sledovanymi skupinami
vypéstki in vitro (chladova expozice, pouziti riznych typt cyto-

kinini ve fazi multiplikace) shledan rozdil v mortalité, ptipadné
morfologii vypéstkii. Mortalita se pohybovala kolem 5 % u vSech
skupin. Rustové charakteristiky vypéstkii odpovidaly parametrim
2letych semenackt uvedenych v CSN 48 2115, zména Z1.

DISKUSE A ZAVER

V soucasné dob¢ se jefab biek fadi k cennym listnac¢iim s vel-
kym potencidlem pro piipadné vyuziti v lesnictvi a lesnické ekologii
(DEMESURE et al. 2000). Pfestoze metodika mikropropagace byla jiz
popsana (DUJICKOVA et al. 1992, CHALUPA 1992, BATTUT et al. 1993),
existuji velké klonové rozdily zejména ve schopnosti rhizogeneze mul-
tiplikovanych vyhontd. Jednou z hlavnich pficin, které brani Sir§imu
vyuziti mikropropagac¢nich technik u mnoha drevin, je problém se zako-
fenovanim adventivnich nebo axilarnich vyhonti. (COELHO et al. 2005,
MALA et al. 2000). Mikropropagace jako vegetativni reprodukce pred-
stavuje komplexni proces sestavajici se z rozdilnych vyvojovych sta-
dii, které jsou ovliviiované rozdilnymi endo a exogennimi podnéty.
Tyto podnéty reguluji také ristové procesy in vitro (CENTENO et al.
1996). Dosud nebyl pIn¢ prostudovan vliv auxint, cytokinintl a ostat-
nich aktivnich latek jako polyamint nebo derivati fenolickych kyse-
lin na morfogenetické procesy probihajici pti diferenciace rostlinnych
pletiv (ALTAMURA et al. 1993, SCHOLTEN 1998, CVIKROVA, HRUBCOVA
1999). Bylo napi. prokazano, ze formovani kotenti probiha v nékolika
fazich, ve kterych byl v pletivech stanoven vysoky obsah endogennich
auxinl a predevsim [AA (NAG et al. 2001). Ptitomnost cytokinini
je nezbytna i pro indukei bunééného déleni na pocatku formovani kote-
ni (DE KLERK et al. 2001), ale na rozdil od auxint vyssi obsah cyto-
kinint potlacuje adventivni zakoieniovani (BOLLMARK et al. 1988).

V ramci popsanych experimentti byl testovan vliv rozdilnych
derivati aromatickych cytokinind, které se vyznacuji silnou orga-
nogenni aktivitou a zaroveil minimaln¢ inhibuji nasledné zakotenéni
explantati, na multiplikaci a zakofenovani vypéstki in vitro jeta-
bu bieku, a byla porovnavéana jejich G¢innost s obecné pouzivanym
cytokininem BAP. Pro indukci adventivnich i axilarnich pupeni
a pro naslednou multiplikaci byl nejefektivnéjsi cytokinin BAP
(tab. 1). U explantatd kultivovanych na multiplikaénim médiu
s BAP bylo po nésledné 6tydenni kultivaci na zakofenovacim médiu
naopak pozorovano nejmens$i procento zakofenéni (35% uspés-
nost zakotenéni). Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno po kultivaci
na médiu s MeoBAPrem (75% uspésnost zakofenéni).

Tab. 1.

Srovnani primérnych poctii noveé vytvoienych vyhonti v multiplikacni
fazi jetabu bfeku na rozdilnych typech cytokinint

Comparison of the average numbers of new shoots influenced
by different cytokinins (values coupled from 3 experiments)

Cytokinin/ Primérny pocet novych

Cytokinin vyhoni +SD/ mT  MeoBAPr BAP
No. of new shoots +SD

mT 14,2 +£4,96 - N. S. *

MeoBAPr 13,3+4,76 N. S. - *

BAP 24,3 +4.41 * * -

*) rozdily na 0,05 hladin€ vyznamnosti na zakladé Duncanovu testu/significant
according to the Duncan’s multiple range test at the 0.05 level
N. S. — not significant; SD — standard deviation
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Tab. 2.

Pocet kotfenicich vyhonu in vitro jefabu bieku z celkového poctu
20 mikrotizkti v zavislosti na kultivaci na rozdilnych typech
cytokinind v prabe¢hu multiplika¢ni faze (primér a smeérodatnd
odchylka ze tfi opakovani)

Comparison of the average number of rooted plantlets from 20
microcuttings (values coupled from 3 experiments)

Pocet zakofenénych

Cytokinin ~ mikrofizkti + SD/Number MeoBAPr mT BAP
of rooted plantlets + SD

MeoBAPr 15,3+£2,52 - * *

mT 8,7+3,51 * - N.S.

BAP 7,0 £3,00 * N.S. -

*) rozdily na 0,05 hladiné vyznamnosti na zakladé Duncanovu testu/significant
according to the Duncan’s multiple range test at the 0.05 level
N. S. — not significant; SD — standard deviation

Srovnatelného vysledku pfi zakofenovani namnozenych in vitro
vyhonti jetabu bieku bylo dosazeno i po chladové expozici zdro-
jového materialu (vicevrcholovych kultur). Z hlediska efektivnosti
(zkraceni doby nezbytné pro navozeni indukce rhizogeneze i eko-
nomicka uspora s ohledem na nutnost pofizeni chladové mistnosti)
je v8ak vyhodnéjsi vyuziti nového cytokininu MeoBAPr.

Aplikace poznatkti o optimalni koncentraci endogennich fyto-
hormoni a o vlivu rozdilnych exogennich cytokininti pouZziva-
nych v kultivaénich médiich pfi mikropropagaci jefabu bieku
by mohla zlepsit u¢innost zakofenovani in vitro nejen u jefabu bieku,
ale také u ostatnich obtizné kofenicich lesnich dievin.

Ziskané poznatky mohou pfispét ke zlepseni t¢innosti mikropro-
pagace jefabu bieku, vyuzivanych pti zachovani genovych zdroju
a u $lechtitelskych programl zaméfenych napf. na zvyseni produkce
a kvality dfevni hmoty.

Podékovani:
Ptispévek vznikl v ramci feSeni vyzkumného zaméru
¢. MZE0002070203.
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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 influence of three different aromatic cytokinin derivatives (6-benzylaminopurine, meta-topolin and 6-(3-methoxybenzylamino) puri-
ne-9-B-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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