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ABSTRACT

This contribution deals with possibility to preserve genetic resources of common yew (Zaxus baccata L.) based on use of micropropagation
methods of organogenesis in the Czech Republic. Methodology and microbiological methods for common yew are described including

experimentally determined optimal composition of inductive, multiplied and rooted nutrient medium. Use of raised plant is demonstrated

on concrete examples.
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UVOD A CiL PRACE

Tis &erveny (Taxus baccata L.) patii v Ceské republice mezi
chranéné dieviny (vyhlaska MZP & 395/1992 Sb.) v kategorii
ohrozeny druh. Vyskytuje se v nékolika zbytkovych rizné pocetnych
a navzajem viceméné izolovanych populacich. Zachovani tohoto
druhu v stanovistné odpovidajicich lesnich porostech ma vyznam
pro udrzeni druhové diverzity.

V potencialni piirozené vegetaci CR (NEUHAUSLOVA et al. 1998)
je tis uvadén ve svazu sutovych lest (7ilio-Acerion). Ten je tvo-
fen trvalymi spolecenstvy listnatych, ziidka smiSenych lesi s tisem
nebo jedli na sutich a balvanitych rozpadech s nevyzralymi padami
v kolinnim az montannim stupni. MORAVEC et al. (2000) jej uvadéji
konkrétné z asociace Aceri-Carpinetum, ktera ma centrum rozsireni
v Kiivoklatské vrchoviné a Karlstejnské pahorkating. Dale postu-
puje udolim Vltavy do predhoii Sumavy, pronika do tidoli Sazavy,
Luznice a Otavy, na zapad pak podél Berounky, Stiely a jejich
pritokl az k Plzni. Souvislejsi lokality se nachazeji jesté v pasu amfi-
boliti Chudenické vrchoviny, mald arela pak na mineralné bohatych
vyvielinach Ceského stiedohoii a fragmenty jesté po okraj LuZic-
kych hor a do pfedhofi Orlickych hor. Na Morave jsou hlavni centra
v Clenitych tdolich Brnénské vrchoviny (Moravsky kras, Adamov-
ska vrchovina). Fragmenty vapnomilného kiidla asociace zasahuji
az do Pavlovskych vrchi (MORAVEC et al. 1. c.). Tyto oblasti 1ze tedy
povazovat za hlavni zajmové uzemi ptipadnych repatriacnich praci
s tisem.

Vedle konzervace existujicich populaci in situ je cilem zachrany
genofondu lesnich dfevin zajistit generativni i vegetativni reproduk-
ci u téch populaci, u nichz z riznych divodu (v ptipadé tisu zejmé-
na Skody sparkatou zvéfi) nedochazi k pfirozené obnové. Jednou
z moznosti vegetativni reprodukce je stale vice se uplatiujici vyuziti
biotechnologickych postupti in vitro, kterymi lze rychle a ekonomic-

ky vyhodné namnozit kvalitni sadebni material z vybranych dono-
rovych jedinct a zaroven zakladat explantatové banky, v nichz
je puvodni sadebni material uchovavan pro dalsi tcely (klonové archi-
vy, semenné sady, analyzy genetické variability, vysadby do porostl
aj.). Dalsi z nepfehlédnutelnych vyhod mikropropagac¢nich postupt
je moznost namnozeni vysokého poctu identickych jedinct z jedi-
ného kvalitniho darce v relativné kratkém casovém obdobi, pficemz
mnozstvi odebiraného materidlu pro zalozeni primarnich kultur
(vétsinou meristematicka pletiva zimnich pupentl) je minimalni
a odbér darcovsky strom neposkozuje. Dostatecna geneticka varia-
bilita je zaruCena vhodnym klonovym slozenim vychozi in vitro
mnozitelské populace. Tento zptisob mnozeni je u tisu, jakozto dvou-
domé dfeviny, navic vyhodny v tom, ze 1ze do rozmnozovani zapojit
jedince obou pohlavi, ktefi ,,neplodi“ napt. z dtivodu nizkého veku,
izolace, pfipadné vysokého stupné zastinéni aj.

zejména listnatych dfevin, je organogeneze. Klonové mnozeni jeh-
licnatych a listnatych dfevin z primarnich explantati je podminéno
vypracovanim vhodnych technologickych postupti umoziujicich
indukci organogeneze, ktera musi byt nasledovana tGspésnou rege-
neraci v kompletni rostlinu. Zakladnimi mechanismy uplatiujicimi
se pfi rustovych pochodech jsou dereprese meristémi vyhonu (axi-
larnich pupentl) a reorganizace meristémi vyhont (adventivnich
pupentl). Siroké vyuziti ma tato metoda pravé v piipadech, kdy je
nutné ziskat klony vyselektovanych dil¢ich populaci stroml pfi
nedostatecné fruktifikaci, zni¢eni semen hmyzem, selhani jinych
zpusobl vegetativni reprodukce (fizkovani, roubovani) aj. Hlavnim
predpokladem tGspésné organogeneze je zajisténi vhodnych kultivac-
nich podminek. Neméné vyznamné ovliviwuji uspéSnost organoge-
neze i takové faktory, jako je staii a fyziologicky stav darcovského
jedince (MALA 2000a).
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Systematicka prace s druhem tis Cerveny (Taxus baccata L.)
na utvaru biologie a Slechténi lesnich dievin zacala v letech 1996
a 1997, kdy byly spole¢né pro tis ¢erveny, hrusen polni¢ku (Pyrus
pyraster /L./ BURGSDORF) a jetab sudetsky (Sorbus sudetica /TAUSCH/
BLUFF, NEES et SCHAUER) experimentalné stanovovany podminky
pro zalozeni kultur in vitro z dospélych stromii (proces rejuvenili-
zace), které tehdy nebyly v odborné literatufe popsany. Byly vyhle-
dany a zaevidovany populace vhodné k odbéru vychoziho materia-
lu pro zalozeni primarnich explantatovych kultur. Prace byly navic
roz§ifeny o dalsi druhy dfevin — jetab biek (Sorbus torminalis /L./
CRANTZ), jetab oskerusi (Sorbus domestica L.) a tfeSen ptaci
(Prunus avium /L./ L.). Jednotlivé klony byly namnoZzeny s vyuzitim
metodiky indukce organogeneze na zimnich pupenech. Predmétem
studia bylo zjisténi vhodnych kultivacnich podminek, zejména che-
mického slozeni zivného média, teploty, vlhkosti a svétla, dale vhod-
na doba sbéru materialu, skladovani, povrchova sterilizace, prepara-
ce explantatu z darce, vliv véku a fyziologického stavu donorového
jedince (MALA 1997).

Cilem tohoto pfispévku je podat informaci o nekterych vysled-
cich, tykajicich se tisu ¢erveného, kterych bylo dosazeno v utvaru
biologie a slechténi lesnich dfevin Vyzkumného ustavu lesniho hos-
podafstvi a myslivosti, v. v. i. Jde pfedevsim o vysledky projektu,
ktery se zabyval zakladanim mnozitelskych populaci okrajovych
a ohrozenych lesnich dfevin in vitro, jejich uchovanim a evidenci,
véetné vypracovani standardnich postupti pro dopéstovani komplet-
nich rostlin za ucelem repatriace a ziskani reprodukéniho materialu
pro dalsi slechtitelské zamery.

Tab. 1.
SloZeni testovanych modifikovanych médii k indukci organogeneze

Composition of tested modified mediums for induction of organogenesis

MATERIAL A METODIKA

Pro Taxus baccata L. byl rostlinny material (zimni pupeny)
sbiran v pfirodni lesni oblasti 10 — Stfedoceska pahorkatina na loka-
litach Drbakov a Stéchovice. Na obou lokalitach bylo za Gidelem zjis-
téni schopnosti mikropropagace dospélych stromul sebrano po deseti
klonech, které jsou v evidenci Vyzkumného tustavu lesniho hospo-
dafstvi a myslivosti, v. v. i. Pro zalozeni primarnich kultur ze zim-
nich pupenti dospélych stromt tisu bylo v bfeznu 1997 od kazdého
klonu izolovano 30 pupent, které byly po sterilizaci v roztoku 0,01%
HgCl, a v 1% roztoku SAVO tfikrat promyty sterilizovanou vodou
a umistény na zivna média. K indukci organogeneze byla testovana
modifikovana média WPM,, WPM, a MS (tab. 1). Kultivace probi-
hala v klimatizovanych podminkach pii 24 °C, bilém fluorescencnim
svétle (30 pmol.m?.s!) a 16hodinové fotoperiodé.

Po indukeni fazi (3 az 6 tydnt) byly kultury piesazeny na modifi-
kovana multiplikacni média (tab. 2), na kterych byl experimentalné
overovan jejich vliv na velikost mnozitelského koeficientu vyhond.
Po 3 az 4 pasazich se vytvofila vicevrcholova kultura, ze které byl
odebran material do explantatové banky a material pro dopéstovani
kompletnich rostlin (MALA 2000a).

Pro tento ucel byla vypracovana metodika, kdy pro indukci rhi-
zogeneze adventivnich vyhont (obr. 1) byla testovana média se zvy-
Senym obsahem auxint, snizenym obsahem sacharosy a snizenou
koncentraci makro- a mikroelementt (tab. 3). Zakofeiiovani probi-
halo za stejnych kultivacnich podminek jako indukce organogeneze
a multiplikace. Pro zvySeni procenta zakofenéni probihala jeho prvni

Médium/ BAP IBA Glutamin Glycin Casein Agar Sacharosa Uprava/
Medium [mg.I'"] [mg.I'"] [mg.I'"] [mg.I'"] [mg.I"] [g.1"] [g.1"] Adjustment pH
WPM, 0,2 0,1 0 200 6 30 5.8
WPM, 0,6 0,2 0 200 6 30 5.8
MS 0,6 0,2 0 200 6 30 5.8

WPM médium (Woody Plant Medium) podle LLoyD, McCcowN (1981)

MS médium podle MURASHIGE, SKOOG (1962)

BAP 6-benzylaminopurin

IBA kyselina B-indolylméselna

Tab. 2.

Slozeni testovanych modifikovanych multiplikacnich médii

Composition of tested modified multiplication mediums
Médium/ BAP IBA Glutamin Glycin Casein Agar Sacharosa Uprava/
Medium [mg. 1] [mg. 1] [mg. 1] [mg. 1] [mg. 1] [g. 1] [g.11] Adjustment pH
WPM, 0,2 0,1 200 200 6 30 5.8
WPM, 0,4 0,1 400 0 6 30 5.8
WPM 0,2 0,1 400 400 6 30 5,8

3
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faze (7 dnt) ve tmé. Nasledné byly mikrofizky piesazeny na svétlo
na médium identického slozeni bez fytohormonu.

Rostliny s vyvinutym kofenovym systémem byly pfesazeny
do agroperlitu a jednou denné zalévany bazalnim médiem MS tedé-
nym 1 : 10 destilovanou vodou. Aklimatizace probihala ve stejnych
kultivacnich podminkach jako pfedchozi faze, pouze s tou zménou,
ze vypéstky byly osvétlovany bez pierusovani. Po ¢trnacti dnech
byly rostliny piesazeny do nesterilniho substratu (obr. 2) a poté pte-
vezeny do skleniku Experimentalni §kolky Bané, detasovaného pra-
coviste utvaru biologie a Slechténi lesnich dfevin, kde byly postupné
adaptovany na 70% relativni vzdusnou vlhkost. Pro dopéstovani byly
pouzity obaly BCC Growing trays. Po aklimatizaci byly vypéstky
vysazeny na pfistinéné venkovni zahony Skolky (MALA 2000a).

VYSLEDKY

Na zaklad¢ experimentalniho testovani chemického slozeni ziv-
nych médii pro kultivaci tisu ¢erveného v podminkach in vitro se nej-
lépe osvédeilo indukéni médium WPM,, pro namnoZeni adventivnich
vyhont pak multiplikatni médium WPM,. Riistové médium MS se
pro indukéni fazi ristu neosveédcilo (MALA 2000a). Pro rhizogenezi
rostlin Taxus baccata L. se experimentalné osvédcilo zakofenovaci
médium MS,.

Pfi ovéfovani vypracovaného postupu na konkrétnich klonech
ve spolupraci se zainteresovanymi organizacemi ochrany piirody a kra-
jiny se podaiilo z lokality St&chovice stabilizovat explantatové
kultury u 8 klont, z Drbakova u 5 klont, tj. 65 % z celkového poctu
sebranych klond. Za stabilizované kultury se povazuji ty, které rostly
a vytvarely dalsi adventivni vyhony. V pfipadé tisu je rust vyhont
pomaly (primérné 2 cm za 6 tydnll) a pocet novych adventivnich
vyhont ptedstavuje 2 az 3 vyhony na kulturu. Rychlost ristu i pocet
vyhonti na kulturu je ve srovnani s jinymi druhy nizky, zfejmé souvi-
si s fyziologickymi vlastnostmi této dfeviny (MALA 1997). Primeér-
ny pocet vyhoni ve fazi multiplikace pro postupné rozsifeny pocet
nych dievin (MALA 2000a).

Celkové byl odebran explantatovy material z 59 jedinct Taxus
baccata, z nichz rostlo v explantatové bance ve Strnadech 32 klo-
nt, tj. 54 % (MALA 2000a). Usp&nost zakofefiovani a aklimatizace
se pohybovala mezi 80 az 90 %. Na zvySeni poctu zakofenénych
rostlin (téméf o 20 %) se kladné podilela iniciace kofenéni ve tme.
Aklimatizace probihala bez komplikaci, thyn nepfesahoval 2 %. Vel-
ka pozornost byla vénovana vhodnym typtim sadbovact pro dopésto-

Tab. 3.
Slozeni testovanych modifikovanych zakotenovacich médii
Composition of tested modified rooting mediums

vani kvalitniho kofenového systému. Osvédcily se sadbovace firmy
BCC Growing trays, které nebrani rozvoji kotent. Jejich prednosti
je zejména to, ze nemaji pevné dno a kofeny rostlin se mohou fadné
vyvijet. Dal§imi vyhodami jsou rozmér a koénicky tvar sadbovact,
které jsou idealni pro rist kosternich kotent a dale rozmisténi podél-
nych nalitkd na vnitfnich sténach sadbovacti, které rovnéz napoma-
haji spravnému vyvoji kofenového systému.

V roce 2000 byl podle pozadavki spravy CHKO Slavkovsky
les pripraven material pro repatriani ucely. Byly vybrany klony
uchovavané v explantatové bance Vyzkumného ustavu ve Strna-
dech, jejichz donorovi jedinci pochazeli ze Stiedoceské pahorkati-
ny (lokalita Stéchovice — Bojovsky potok). Zapogalo se s piipravou
materialu z kultur in vitro téchto klont, tj. s jejich zakofefiovanim,
aklimatizaci a vysadbou na venkovni zahony (MALA 2000b, 2001).
V roce 2003 bylo piedano 40 ks vypéstkd in vitro (10 klonl po
vyskytu, kde mely byt individualné chranény (MALA 2003).

Pro rozsifeni mnozitelské populace tisu na lokalit¢ v CHKO
Slavkovsky les (zvySeni genetické variability repatriované populace)
byly v bfeznu 2004 odebrany dormantni pupeny z 10 tist z Kiivo-
klatska. Prob&hlo rovnéz Setfeni na lokalité Stéchovice — Bojovsky
potok s ohledem na zjisténi pomeéru pohlavi. Bylo sledovano ca 50
nahodné zvolenych stromu, u kterych byl zjistén pomeér samcich a
samicich rostlin pfiblizné 1 : 1. Cilem projektt na repatriaci vegeta-
tivné namnozeného materidlu by meélo byt i zachovani tohoto pomeé-
ru v syntetické populaci. Z nové odebranych stromt byly zalozeny
primérni kultury. Po sterilizaci materialu se extirpované pupeny
umistily na indukéni médium. Po 8 tydnech byly prorostlé vzrostné
vrcholy pfesazeny na multiplikacni médium. Na venkovnich zaho-
nech byly soucasné dopéstovavany sazenice generativniho ptivodu
z Kiivoklatska v poctu ca 100 ks (MALA 2004). Cast tohoto materid-
lu byla pfedana pracovnikiim ochrany pfirody.

DISKUSE

Mikropropagacni technologie 1ze s tispéchem vyuzit u fady dru-
hu listnatych dievin (LIBBY, AHUJA 1993). Od zahdjeni intenziv-
niho vyzkumu mikropropagacnich technologii lesnich dfevin bylo
0 vyvoji vypéstkl in vitro ve venkovnich podminkach dosazeno
vyznamnych poznatkli a bylo prokdzano, ze rychlost a jiné para-
metry rustu jsou srovnatelné se sazenicemi generativniho pivodu
(BouLAy, FRANCLET 1977, COrRNU, CHAIX 1981, HAMMATT 1999,
JURASEK, MALA 2000). V laboratofi Vyzkumného ustavu lesniho

Médium/Medium IBA [mg.1"] Agar [g.1"] Sacharosa [g.1"] Uprava/Adjustment pH
MS, (¥ koncentrace) 0,5 6 10 5,8
MS, (V4 koncentrace) 0,5 6 10 5,8
MS, (¥ koncentrace) 5,5 6 10 5,8
WPM, (s koncentrace) 3,0 6 10 5,8
WPM, (7 koncentrace) 5,5 6 10 5,8
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hospodafstvi a myslivosti, v. v. i., se podafila indukce organogeneze
z meristému zimnich pupend u vSech v uvodu zminénych druht
dfevin, pficemz pro endemitni druhy jeraba S. bohemica, S. sude-
tica, S. eximia a pro biizu trpasli¢i Betula nana byly vypracova-
ny pivodni postupy. Uspé&snost pii zakladani primarnich kultur,
rychlost multiplikace a zakofenovani se u jednotlivych druht i klo-
nu lisily, avsak u vSech druhti se podatilo dopéstovat kompletni
rostliny, které Gispésné pokracuji v ristu na venkovnich zdhonech
nebo jiz na demonstra¢nich objektech. Usp&snost pii zakladani pri-
marnich kultur je zavisla vedle vitality pupent, stafi donorového
jedince, doby odbéru apod. i na moznostech sterilizace primarnich
explantatii. Nedostate¢na sterilizace rostlinného materialu je nejcas-
t&jsi pficinou odumieni explantatu. Ztraty pii zakladani primarnich
kultur mohou vSak byt zptisobeny i poskozenim odebiraného vycho-
ziho materialu suchem, mrazem nebo sekundarnimi parazitickymi
houbami.

V roce 1998 byla uzaviena dohoda s LCR, s. p., o vyp&stovani
sazenic tisu Cervené¢ho ze semene dodaného lesni spravou Kii-
voklat v poctu ca 2 000 ks s pfedpokladanym mnozstvim 400 ks
vypéstovanych sazenic. Semena tisu byla vyseta, avSak béhem
zimy doslo k totalnimu zniceni vysevu mysovitymi hlodavci.

Rovnéz na zakladé pozadavki CHKO Beskydy bylo zapocato
s pfipravnymi pracemi zamysleného projektu zachrany beskydského
tisu s vyuzitim biotechnologickych postupti. Slo o navrh opatieni
k zajisténi uchovani genofondu tisti pfezivajicich na predmét-
nych lokalitach. Navrh mél zahrnovat asanaci stavajicich lokalit,
vyuziti vegetativnich metod pfi reprodukei zachovanych jedinct
a navrh na zalozeni klonového archivu a semenného sadu (MALA
2001). Na tento projekt se v§ak bohuzel nepodatilo zajistit finanéni

prostfedky.

V roce 2005 byla metodika reprodukce tisu in vitro ovéfena
na biologickém materialu pochazejiciho se severnich Cech, kde v sou-
Casné dob¢ probihd spoluprace Vyzkumného tustavu se spravou
CHKO Luzické hory pfi vyzkumu tamni populace a jejim posilo-
vani repatriacnimi vysadbami (NOVOTNY et al. 2007).

ZAVER

Zéarukami genetické kvality mikropropagovanych vypéstki je
sbér zdrojového rostlinného materialu z kvalitnich darcii, coz nelze
u zbytkovych populaci tisu ¢erveného vzdy dodrzet. V kazdém
pripadé je vSak nutno snazit se o dodrzeni vhodného poctu klont
pfi vytvareni syntetické populace. Za situace, kdy nékteti jedin-
ci zbytkové populace neplodi a rovnéz v ptipadé saméich exem-
plard, je mozno pocet klont syntetické populace pro repatriacni
ucely o tento zdrojovy material navysit pouze jeho vegetativnim
rozmnozenim. Vyhodou sazenic in vitro ptivodu oproti fizkovan-
cum je jejich normalni morfologicky vyvoj a tudiz i spravné plné-
ni ekologického postaveni v lesnim porostu. Morfologicka kva-
lita vypéstkl je zaruéena dodrzovanim technologickych postupi
pfi dopéstovani sazenic, vcetné volby vhodné obalové techniky.
Vzhledem k nadéjnym vysledkiim by dal$i experimenty mély byt
smérovany na rozsifeni poctu stabilizovanych klont a optimalizaci
multiplikacni faze.

Poznamka:

Problematika byla postupné fesena v ramci trvalého povéteni MZe,
vyzkumného projektu NAZV ¢. QC1277, a vyzkumného zameéru
MZe ¢. 0002070202.

Obr. 1.

Explantat tisu ¢erveného s primarnimi kotfinky vyvinutymi v aga-
rovém médiu

Explant of common yew with primary roots developed in agar medium
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Obr. 2.

Tis ¢erveny in vitro ptivodu s jiz pIné funkénim kofenovym systémem
po piesazeni do nesterilniho substratu

Common yew of in vitro origin with already fully function rooting
system after transferring into non-sterile substrate
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THE IN VITRO PROPAGATION OF COMMON YEW (TAXUS BACCATA L.) AS A POTENTIAL CONTRIBUTION
TO PRESERVATION AND REPRODUCTION OF GENETIC RESOURCES OF THIS SPECIES IN THE CZECH REPUBLIC

SUMMARY

In the Czech Republic common yew (Taxus baccata L.) belongs to the preserved tree species (Decree no. 395/1992 Coll.) classified
into the category endangered tree species. It occurs in a few residual populations varying in number of individuals and isolated more or less
one from another. Preservation of this species in forest stands with sites suitable for common yew is important for maintenance of species
diversity.

Besides conservation of existed populations in situ the preservation of forest trees species gene pool is aimed at ensuring the generative
and vegetative reproduction for the populations in which, from many reasons, the natural regeneration fails. Biotechnological method in vitro
is one of the possibilities of vegetative reproduction still more applied. The most successful method is organogenesis proving its suitability
for clonal regeneration above all of deciduous tree species. Ensuring of suitable conditions for cultivation is principal for successful organo-
genesis.

This work focuses on development of methodology for successful cultivation of common yew in vitro, i. e. induction of organogenesis,
multiplication, induction of rhizogenesis finished by cultivation of plantable material corresponding with repatriation demands.

Chemical composition of nutrient media for in vitro common yew cultivation was tested proving that the most suitable is modified
induction medium WPM ; for reproduction of adventititious shoots it is modified induction medium WPM,. Rhizogenesis of Taxus
baccata L. plants is the best with modified rooted medium MS,.

These results were verified on the concrete clones on some localities in the Czech Republic in cooperation with concerned organizations
dealing with protected nature and landscape. Establishment of primary common yew culture was successful in 54 %; rooting and acclima-
tization were ranging between 80 to 90 %. In 2003, 40 cultivars were given for repatriation in the Protected Landscape Area Slavkovsky
les. In 2005 methodology for common yew in vitro reproduction was verified on biological material originated from the northern Bohemia
(Protected Landscape Area Luzické hory Mts.).

When a synthetic population is bred, it is necessary to ensure a certain minimal amount of clones. In case that some individuals within
the residual population do not produce or in case of male specimens, number of clones within the synthetic population can be enhanced
only by its vegetative regeneration. Unlike the cuttings advantage of plants of in vitro origin is their normal morphological development
and thus the appropriate fulfilling of ecological position in forest stand. Morphological quality of cultivars is ensured by keeping techno-
logical processes during finishing of plants breeding including option of suitable container technique. With regard to good results further
experiments should be oriented onto extension of stabilized clones and optimalization of multiplication phase.
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