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HORCE JARNIHO (GENTIANA VERNA L.)
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ABSTRACT

The growth of axillary shoots was initiated on vegetative shoots, excised from aseptically grown plants of critically endangered Gentiana
verna. Optimal cultivation media for organogenesis induction, multiplication and rooting were established. The induction of organogenesis
on vegetative shoots was successful on the WPM medium with low concentration of cytokinin BAP (0.2 mg I'"). The multiplication of
primary explants was achieved on medium MS with concentration BAP (0.2 mg 1) and IBA (0.1 mg 1"'). Propagated shoots rooted in the
half concentration of basal MS medium without cytokinins and with higher concentration of IBA (0.5 mg1"). In this condition 70 - 75 % of

rooting rate of microcuttings was reached. The mortality during acclimatization was not over 40%.
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(MURASHIGE, SKOOG 1962)

uvoD

Hotec jarni (Gentiana verna, L.) se na prelomu 19. a 20. stoleti vysky-
toval v Ceské republice na cca 60 lokalitach, dnes je tento druh na
okraji vyhynuti (SLAvik et al. 2000). V soucasné dobé roste pouze na 3
lokalitach. Populace nizinné formy (dealpin) hotce jarniho, ktera se jiz
téméf neobnovuje pfirozenou cestou, se nachdzi v NPP Rovna na Stra-
konicku a dvé o néco vétsi populace horské formy hotce jarniho ros-
tou v Malé kotliné a Velké kotliné v CHKO Jeseniky (KIRSCHNEROVA
et al. 2008). Ve Vyzkumném ustavu lesniho hospodarstvi a myslivosti,
v. v. i. byla ovéfovana moznost reprodukce populace nizinné formy
horce jarniho metodami in vitro. Mikropropagaéni postupy in vitro
(klonové mnozeni v explantatovych kulturdch) jsou stale ¢astéji pouzi-
vany jako alternativné mozny zpusob reprodukce ohrozenych druhut
rostlin. Pfedstavuji vhodnou technologii pro konzervaci ohrozenych
genotyptll i rychlé ziskani dostateéného mnozstvi klonového sadeb-
niho materidlu pro ptipadnou repatriaci ohrozenych druhd rostlin
na pavodni stanovi§té. Pro ziskani rostlin k reintrodukeci na pavodni
stanovisté byla vypracovana metoda organogeneze, tj. indukce adven-
tivnich nebo axilarnich vyhont na primarnim explantatu, jejich na-
mnozeni, zakofenéni a dopéstovani kompletnich rostlin.
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MATERIAL A METODY

Rostlinny material

Vegetativni vyhony dlouhé cca 1 cm byly odebirany v jarnich a pod-
zimnich terminech (kvéten, zafi - listopad) v letech 1998 az 2007.
Vyhony byly sterilizovany 5 min v 10% Sekuseptu® forte (Farmak, a. s.,
CR), 10 minut v 1% SAVO (Bochemie, a. s., CR) a t¥ikrat promyty ve
sterilni destilované vodé. Jako vychozi materidl pro zalozeni explanta-
tovych kultur byla pouzita i semena hoice jarniho, u nichz probéhla
sterilizace 10 min v 1% SAVO, a poté byla tfikrat promyta ve sterilni
destilované vodé.

Indukce organogeneze

Pro indukci organogeneze se pouzily 2 typy modifikovanych médii:
6% agarové (Dr. Kulich Pharma, s. r. o, CR) modifikované médi-
um WPM (Lroyp, McCown 1981) doplnéné o 200 mg.I" glutami-
nu, 200 mg.l" kaseinového hydrolyzatu, 30 g1 sacharodzy, 0,2 mg.1*
BAP a 0,1 mgl' IBA a 6% agarové modifikované médium MS (Mu-
RASHIGE, SKOOG 1962) doplnéné o 200 mg.I" glutaminu, 200 mg.1"
kaseinového hydrolyzatu, 30 g.I"! sacharézy, 0,2 mg.l"' BAP a 0,1 mg.l!
IBA. Kultivace probihala v klimatizovanych podminkach pfi 24 °C
a 16hodinové osvitové periodé bilym fluorescen¢nim svétlem
(30 pmol.m?2s).
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Multiplikace vyhonit

Po 4 tydnech byly vyhony presazeny na multiplika¢ni médium. Pro
multiplikaci probéhlo testovani 6 typt Zivnych agarovych médii. Byly
pouzity riizné kombinace ristovych latek, jejich koncentraci a zdklad-
nich médii (tab. 1). Bylo provedeno testovani dvou druhii agaru (AK
~ agar CL 97, Dr. Kulich Pharma, s. r. 0., AR - agar-agar, Carl Roth
GmbH Co. KG). Multiplikace probihala v klimatizovanych podmin-
kach pti 24 °C a 16hodinové osvitové periodé bilym fluorescenénim
svétlem (30 umol.m?s™'). Pasdzovani probihalo ve 4 - 5tydennich
intervalech (obr. 1).

Zakorenovani

Pro zakofenovani byly vyhony pfesazeny na polovi¢ni koncentrované
zakladni agarové MS médium doplnéné o 2 mgl” glutaminu, 2 mg.I"
glycinu a 10 g.I"' sachardzy, bez pfitomnosti cytokinini a s auxinem
IBA v koncentraci 3 mg.l"'. Prvni faze (7 dni) zakoferiovani probi-
hala ve tmé pfi 24 °C. Druhd faze probihala na stejném médiu bez
auxinu a za kultiva¢nich podminek aplikovanych ve fazi multiplikace
(obr. 2).

Tab. 1.

Aklimatizace

Zakotenéné kultury byly pfesazeny do perlitu a jedenkrat denné zalé-
vany bazalnim médiem MS fedénym 1 : 10 destilovanou vodou. Akli-
matizace probihala v konstantnich kultiva¢nich podminkéch pfi 20 °C
a 24hodinovém osvétleni bilym fluorescenénim svétlem (30 pmol.
m=2s"). Po 21 dnech byly rostliny pfesazeny do smési perlitu a ne-
sterilniho zahradnického substratu a poté pieneseny do skleniku, kde
byly postupné adaptovany na 70% relativni vzdu$nou vlhkost.

VYSLEDKY

Indukce organogeneze

Indukovat organogenezi se podatilo u vech klonti odebranych v jar-
nim (kvéten) i v podzimnim (polovina zaf{ az polovina listopadu) ter-
minu. Pro indukci organogeneze se osvéd¢ilo modifikované médium
WPM doplnéné o 200 mg.I" glutaminu, 200 mg.I" kaseinového hyd-
rolyzitu, 30 g.I"' sacharézy, 0,2 mg.l' BAP a 0,1 mg.I"' IBA. Vysterilizo-
vana semena vyKklicila s 5% uspésnosti na modifikovaném médiu MS
doplnéném o 200 mg.1" glutaminu, 200 mg.l"! kaseinového hydrolyza-
tu, 30 g.I" sacharozy, 0,2 mg.lI"' BAP a 0,1 mg.l" IBA.

Vliv rozdilnych kultiva¢nich médii na multiplikaci hofce jarniho
Effect of various media on multiplication of Gentiana verna

Zakladni médium/
Basal medium

Pram. pocet nové vytvofenych
vyhont na kulturu + SD/
Average number of new shoots
per culture + SD

Cytokinin (mg1')/
Cytokinin (mg.l")

MS BAP (0,2) 13,75 + 6,76
MS BAP (0,3) 0,5+ 0,09
MS BAP (0,5) 8,3 £3,21
MS TDZ (3,3) 0,71 £ 0,15
MS BAP (1,0) + TDZ (3,3) 1,75+ 0,51
WPM BAP (0,2) 6,2 + 2,45

Tab. 2.

Efektivnost mikropropagace hotce jarniho
Efficiency of Gentiana verna micropropagation

" R Pocet namnozenych kultur po
Pocet primarnich explan- yeh kuttur p

Klon (o . 8 mésicich kultivace/Number of
tati/Number of primary
Clone propagated cultures after 8 months
- explants . .
of cultivation
: H1 4 57
H2 4 11
Obr. 1. 3 ; 18
Multiplikace hotce jarniho
Multiplication of Gentiana verna H4 3 37
H5 4 21
He 4 16
H7 2 14
H8 2 15
H9 2 22
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Obr. 2.
Indukce kofenti u explantati hotce jarniho
Induction of roots in explants of Gentiana verna

Obr. 3.
Vypéstek in vitro hotce jarniho
Plantlets of Gentiana verna

Multiplikace vyhonit

Na zakladé experimenttl bylo jako nejucinnéjsi vybrano médium MS
doplnéné o 200 mg.1"* glutaminu, 200 mg.I"* kaseinového hydrolyzatu,
30 g1 sachardzy, 0,2 mg.l" BAP a 0,1 mg.I" IBA. Jako vhodné ztuzu-
jici agens byl vytipovan agar AK (Dr. Kulich Pharma, s. r. o, CR), pii
pouziti agaru AR nedochazelo k vytvaieni novych vyhont. U rychlosti
multiplikace byla pozorovana vyrazna klonova zavislost (tab. 2).
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Zakorenovani a aklimatizace

Na polovi¢nim koncentrovaném MS médiu bez pfitomnosti cytokini-
nt a se zvy$enou koncentraci auxinu IBA doslo v pribéhu 2 az 4 tydnii
k indukci kotenti u viech klonti. Uspénost zakotenovani dosahovala
u jednotlivych klont 70-75 %. Kompletni rostliny byly ispésné akli-
matizovany (obr. 3) a u vSech klonti dosahovaly primérné ztraty pri
aklimatizaci cca 40 %.
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DISKUSE A ZAVER

Pro namnozeni nékterych kriticky ohrozenych druhii rostlin, napt.
lykovce vonného lze tspésné vyuzit metodu mikropropagace (COHEN
1975, MALA et al. 2004). Mikropropagaéni technologie probihajici
v kontrolovanych podminkach umoziuji vylouceni skodlivych fak-
tort, které v prirodé limituji pfirozenou obnovu ohrozenych dru-
ht a soucasné zarucuji i genetickou identitu mnoZeného materialu
(DAmaTO 1978). Neopomenutelnou vyhodou mikropropagace je, Ze
darcovské rostliny nejsou vzhledem k malému mnozstvi odebirané-
ho materidlu ohrozeny. Metoda mikropragace byla u hotce jarniho
aplikovana poprvé, a proto byly experimentalné ovéfovany podminky
organogeneze, metody, ktera se osvédcuje pro reprodukei rady rostlin
véetné listnatych dfevin (MALA et al. 2010). Mikropropagaéni meto-
da organogeneze byla u rodu Gentiana tspé$né vyuzita k reproduk-
ci i dalsich ohrozenych druht, napt. Gentiana kurroo (SHARMA et al.
1993), G. lutea, G. crutiata, G. purpurea, G. acaulis (MoMCILOVIC et al.
1997). Pro indukci organogeneze se autoriim osvédcilo pouziti vyssi
koncentrace BAP (2 mg.l?) v kombinaci s IAA (0,2 mg.l"'). Podobné
Hosoxkawa et al. (1996) pouzili vysoké koncentrace rustovych regula-
torti predev$im cytokinint pro indukci organogeneze u riiznych typt
explantatd u rodu Gentiana. Indukci organogeneze se vSak podaftilo
navodit i s pouzitim niz$ich koncentraci fytohormon, napt. u Gentia-
na crutiata se podarilo navodit organogenezi pti pouziti 0,1 - 2 mg.1*
BAP nebo kinetinu v kombinaci s 0,1 mg.l' NAA (BuTIuc-KEuL,
DELIU 1999). Tato zji$téni jsou v souladu i s nasimi vysledky, kdy pro
indukci organogeneze u druhu Genciana verna postacovaly nizké kon-
centrace cytokininu BAP (0,2 mg.l"') v kombinaci s auxinem IBA (0,1
mg.1"). Pfi pouziti nizkych koncentraci fytohormont se neprojevily jiz
drive popsané (BOLLMARK et al. 1988) inhibi¢ni G¢inky BAP na rhizo-
genezi. Tento inhibi¢ni tc¢inek u rodu Gentiana popsali BuTiuc-KEUL
et al. (2005), ktefi pozorovali negativni dopad vysoké koncentrace 2iP
a zeatinu pouzitych k indukci organogeneze na schopnost kotfenéni
explantatd u Gentiana punctata.

Pro reprodukci kriticky ohrozeného hoftce jarniho se k indukci orga-
nogeneze osvédc¢ilo modifikované agarové WPM médium s kon-
centraci riistovych latek 0,2 mg.l* BAP a 0,1 mg.l" IBA. V pribéhu
kultivace na indukénim médiu se na bazi primdrnich explantati tvo-
tily dalsi adventivni vyhony, které byly ddle namnozeny pro zalozeni
explantatové banky a nasledné i pro zakofenovani. S ohledem na
navazujici zakofenovani explantatovych kultur bylo pro multiplika-
ci pouzito modifikované médium MS s niz§im obsahem cytokininu
BAP. V pribéhu let 1998 - 2009 bylo pro naslednou aklimatizaci
zakofenéno cca 500 rostlin. Vyvoj kofenového systému u rostlin byl
vyrovnany, vyrazné rozdily v délce a poctu kofent se neprojevily. Po
uspésné aklimatizac¢ni fazi se podarilo dopéstovat cca 330 komplet-
nich rostlin.

Pti mikropropagaci hofce jarniho se podaftilo z vegetativnich ¢asti
matefskych rostlin dopéstovat kompletni rostliny a zalozit explantato-
vou banku, ve které je v soucasné dobé od kazdého klonu uchovévano
5 vicevrcholovych kultur. Dopéstované kompletni rostliny byly preda-
vany k reintrodukci na zdkladé pozadavka Agentury ochrany prirody
a krajiny Ceské republiky (AOPK CR).

Podékovani:

Prispévek  vznikl v rdmci feSeni zaméru
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BIOTECHNOLOGICAL METHODS IN THE PROTECTION OF CRITICALLY ENDANGERED SPECIES
(GENTIANA VERNA L.)

SUMMARY

The Gentiana verna is one of the most endangered species in the Czech Republic. In this study, the induction of organogenesis, multiplication,
rooting and acclimatization procedures are described. Vegetative shoots were sterilized in 10% Sekusept forte solution (Farmak, joint-stick
company, CR) for 5 min, in 1% SAVO solution (Bochemie, joint-stock company, CR) for 10 min, and washed three times in sterile distilled
water. The induction of organogenesis on vegetative shoots was successful on the 6% agar WPM medium with low concentration of cytokinine
BAP (0.2 mgl"), glutamine (200 mg1"), casein hydrolyzate (200 mg1"), sucrose (30 g1"'), and IBA (0.1 mg 1) with pH adjusted to 5.8. We tested
6 types of multiplication media, the fast multiplication rate of explants was obtained on medium MS with concentration BAP (0.2 mg '), and
IBA (0.1 mg 1), glutamine (200 mg1"), casein hydrolyzate (200 mg1"), sucrose (30 g1"). The half concentration of basal MS medium without
cytokinins but with higher concentration of auxin IBA (3 mg1"') was used for induction of rhizogenesis. The explants are cultured firstly in the
dark (one week) at 24 °C and then cultivation continued on the same medium without auxin in air-conditioned room under 16hrs photoperiod
of white fluorescent light (30 pumol m? s) at 24 °C. The roots appeared during 2 — 4 weeks. Propagated shoots of each clones rooted with 70
- 75% success. The mortality during acclimatization did not exceed 40%. At present, five multiapex cultures of each clone are stored in the
explant bank of FGMRI.
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