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MICROPROPAGATION OF ENDEMIC ROWAN
SPECIES (SORBUS spp.)

Abstract

Rowan species represent important woody trees from the point of view of forest
biodiversity. In the Czech Republic there are several endemic rowan species of
hybridogenous origin from whitebeam (Sorbus aria) range, most of them have been
described in the recent years. Various rowan species are scattered in one or a few
populations up to several tens to hundreds of individuals. Their natural regeneration
is usually very weak and little successful. Moreover, the young seedlings and trees
are permanently at the risk of game grazing. They belong to extremely rare and
endangered woody species, and therefore it is important to take steps for their
reproduction and conservation. An efficient protocol for reproduction of endemic
rowan by means of induction of organogenesis in apical meristems of dormant buds
is reported.
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1 CIL METODIKY

Cilem metodiky je prispét k zachrané a konzervaci genetickych zdroji vzacnych
a endemickych druht jefabu, vyznamnych z taxonomického hlediska i z hlediska
udrzeni biologické rozmanitosti.

2 VLASTNI POPIS METODIKY

2.1 Uvod

V Ceské republice se vyskytuje nékolik endemickych druhd jefabt hybridogenniho
puvodu z okruhu jetabu muku (Sorbus aria), z nichz vétsina byla popsana az kon-
cem 20. stoleti. Vyskytuji se obvykle jen v jedné nebo v nékolika malo populacich
v poctu nékolik desitek nebo maximalné stovek jedincti (obr. 1). Jejich pfiroze-

Obr. 1:  Ceské stfedohofi, stanovisté vyskytu jefabu labského



na obnova je vét§inou velmi slaba a maélo uspésnd. Navic jsou mladé semenacky
a ndrosty permanentné vystaveny nebezpeci okusu zvéri. Jejich vegetativni repro-
dukei dosud nebyla vénovana dostate¢nd pozornost. Patf{ k mimoradné vzacnym
a ohrozenym dfevinam, a proto je dilezité podniknout kroky k jejich reprodukei
a zachrané.

Jetaby jsou zajimavym objektem studia i z hlediska taxonomie, ekologie, karyologie
a dalsich oborti. Vyznamnym zdrojem diverzity jefdbi je mezidruhova hybridiza-
ce, pii niz dochazi ke kiizeni fenotypicky odlidnych, ale geneticky blizkych druha.
Primarni kiiZenci nejsou z vyvojového hlediska vyznamni, obvykle jsou sterilni,
a pokud vytvari potomstvo, tak se §tépi segregaci. Z evolu¢niho hlediska jsou da-
leko vyznamnéjsi hybridogenni druhy, které jsou plodné, v potomstvu nedochdzi
k segregaci a potomstvo ma ustélené znaky (Kovanpa 1961). Rada endemickych
hybridogennich druhii byla nové popsana v okolnich zemich, napt. na Slovensku
(BERNATOVA, MAjoVsKY 2003) a zvlasté v Bavorsku (MEYER et al. 2005).

V Ceské republice bylo v poslednich desetiletich popsano nékolik novych endemic-
kych apomiktickych druhd hybridogenniho ptivodu kombinace Sorbus aria, S. tor-
minalis, S. danubialis a S. aucuparia (KovaANDA 1961, 1984, 1996). Jednd se o jetab
manétinsky (S. rhodanthera Kovanda), jetab dzbansky (S. gemella Kovanda), jetab
olsolisty (S. albifrons Kovanda), jefab krasovy (S. eximia Kovanda) a jefab cesky
(S. bohemica Kovanda). K témto druhiim je mozné priradit také jerab hardeggsky
(S. hardeggensis Kovanda), ktery byl popsan v Narodnim parku Podyji. Nékolik je-
dinctd vSak bylo zjisténo i na uzemi Rakouska, takze je subendemitem. V letech
2008-2013 byly popsany dalsi nové hybridogenni druhy: jefdb milsky (Sorbus mi-
lensis M. Lepsi, K. Boublik, P. Lepsi et P. Vit), jefdb soutéskovy (S. portae bohemicae
M. Lepsi, P. Lepsi, P. Vit et K. Boublik), jefab barrandiensky (S. barrandienica P. Vit,
M. Lepsi et P. Lepsi), jerab labsky (S. albensis), jetab opominuty (S. omissa Velebil)
a jerab bezdézsky (S. pauca M. Lepsi et P. Lepsi) (LEPSI et al. 2008, 2009, 2013; VE-
LEBIL 2012). Jetdb sudetsky (S. sudetica (Tausch) Bluff, Nees et Schauer) byl popsan
vcetné morfologického, karyologického a molekuldrniho zhodnoceni uvadéji Vit
(2006) a ViT, SUDA (2006). Mapa rozsifeni vybranych endemickych jetdbii na tze-
mi CR je uvedena na obr. 2.

Pro uvedené endemitni druhy jetabt byly vyvinuty postupy mikropropagace, orga-
nogeneze, spocivajici v indukci morfogenetickych procesii na primarnim explanta-
tu, které probihaji pti vytvareni axilarnich nebo adventivnich pupent. Predpokla-
dem uspésné organogeneze je zajisténi vhodnych kultiva¢nich podminek, zejména
chemického slozeni zivného média, koncentrace a poméru fytohormontl, teploty,
vlhkosti a osvitového rezimu. Vyznamné ovliviuji spésnost organogeneze i takové



faktory jako je stafi a fyziologicky stav darcovského jedince, doba sbéru, zptisob
a délka skladovani zdrojového materidlu, povrchova sterilizace a technika prepara-
ce explantat. Dodrzenim ovéfenych metodickych postupti 1ze dosahnout efektivni
reprodukce pozadovanych genotypt. Tato metoda byla jiz uspé$né vyuzita pti re-
produkci jinych druhii jefabu, napt. jefabu bieku (S. torminalis), jefdbu oskeruse
(S. domestica) a jetabu ptaciho (S. aucuparia) (DUJiCKOVA et al. 1991).

V Ceské republice byla metoda in vitro vyuzita pti reprodukci populaci endemit-
nich jefabu pro zaloZeni archivu explantati a vypracovani standardizované metody
dopéstovani kompletnich rostlin s cilem ziskat reprodukéni materidl, ktery je vyu-
zitelny pro dalsi Slechtitelské zaméry a pripadnou reintrodukci.

@ S. milensis @ S. alnifrons
® S. bohemica @ s. hardeggensis
® s. eximia S. barrandienica
®@s. gemella ® s. sudetica
(® S. rhodanthera S. albensis
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Obr.2:  Mapa vyskytu vybranych endemitnich jefabd v CR



2.2 Standardizovany metodicky postup
mikropropagace

2.2.1 Zakladani primarnich kultur

V tnoru az breznu jesté pred vyrasenim pupent se odebiraji rouby z donorovych
jedinct (cca 50 pupent od 1 klonu). Oznadi se, vlozi se do mikrotenového sacku
a na prevoz uskladni do chladové tagky. Rouby se uchovévaji pfi 4 °C a je vhodné
zpracovat rostlinny material (pupeny) do 14 dnt po odbéru. Snizi se tim riziko
$ifeni infekci a poskozeni apikalniho meristému.

Jednotlivé pupeny se sterilizuji v 1% roztoku chlornanu sodného (Savo, Boche-
mie CR) a tiikrat promyji sterilni destilovanou vodou. Ve sterilnim prostiedi la-
jsou umistény na indukéni agarové zivné médium (50 ml média v Erlenmeyerové
100ml bance). K indukci organogeneze u jefabu se pouziva modifikované médium
MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) s koncentraci fytohormont BAP 0,2 mg.l" a IBA
0,1 mg.l"'a s koncentraci glutaminu 100 mg.1", glycinu 2 mg.l"}, sacharézou v kon-
centraci 30 g, s agarem 6 g.I"', pH se upravuje na hodnotu 5,8. Kultivace probiha
v klimatizovanych podminkéch pii teploté 24 °C, 16hodinové svételné fotoperiodé,
s osvétlenim o intenzité 30 umol.m™s". Indukce axilarnich pripadné adventivnich
pupent na primarnim explantatd trva priblizné 4-6 tydnu.

2.2.2 Kultivac¢ni podminky multiplikace

Po vyraseni axilarnich, ptipadné adventivnich pupentl na primdrnim explantatu
jsou kultury in vitro jetabti péstovany na multiplika¢nim médiu MS s koncentraci
BAP 0,2 mg.l', IBA 0,1 mg.l", glutaminu 100 mg.l", glycinu 2 mg.l", kaseinového
hydrolyzatu 100 mg.l", sachardézy 30 g.I"', agaru 6 g1, pH je upravovano na hod-
notu 5,8. Intervaly mezi jednotlivymi pasaZemi jsou 4 az 5 tydnt. Pro kultivaci
jsou nezbytné konstantni kultiva¢ni podminky (teplota 24 °C, osvétleni o intenzité
30 umol.m™.s’!, 16hodinova svételna fotoperioda) a 100% relativni vzdu$na vlhkost.
Pribézné je nutné sledovat zdravotni stav kultur, resp. vyskyt kontaminaci. Kvalita
mikropropagovaného materidlu je kontrolovana na zakladé morfologickych znakil.
U listti a vyhont se sleduji barva, tvar, délka a jejich pocet.
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2.2.3 Zakorenovani a aklimatizace

Vicevrcholové kultury (obr. 3, 4, 5) ur¢ené pro odbér mikrofizkil za ucelem do-
péstovani kompletnich rostlin se presazuji na MS médium s koncentraci MeOBAP
0,2 mg.l', IBA 0,1 mg.l", glutamin 100 mg.l", kaseinovy hydrolyzat 100 mg.1", sa-
charéza 30 g.I', agar 6 g1, pH je upravovano na hodnotu 5,8. Po dvou pasazich
na médiu s uvedenym cytokininem jsou z kultur odebrany mikrofizky, které za-
kotenuji dvoufazové v agarovém médiu MS o tfetinové koncentraci mikro a mak-
roprvkd. V prvni fazi je do agarového média pridan auxin NAA (14 mg.l’) a pro
zvy$eni uc¢innosti probihd zakotenovani (7 dni) ve tmé. Nasledné jsou mikrotizky
preneseny do agarového média stejného slozeni (MS tfetinova koncentrace mikro

Obr. 3:  Explantatova kultura jefabu labského
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a makro prvki) bez suplementace fytohormony. Zakotenovani jiz v této fazi probi-
hd na svétle za stejnych kultiva¢nich podminek jako multiplikace. Prvni kofeny se
objevuji v zavislosti na klonu v priabéhu 4-6 tydnti u 70-80 % mikrofizka.

Rostliny s vyvinutymi koteny se presazuji ze zakoreniovaciho média do sadbovacti
Quick Pot T 35 s agroperlitem (Perlit Praha, spol. s. . 0.) a dvakrat tydné se zalévaji
tekutym zékladnim médiem MS (bez fytohormonti a sacharézy) fedénym v pomé-
ru 1: 10 destilovanou vodou. Aklimatizace probiha v obdobnych kultivaénich pod-
minkach (teplota 24 °C, osvétleni o intenzité 30 umol.m=2s"), ale s 24hodinovou
svételnou fotoperiodou a pfi 90% relativni vzdusné vlhkosti.

Obr. 4: Explantatova kultura jefabu bezdézského
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Po ttech tydnech v agroperlitu se rostliny pfesazuji do sadbovacii Quick Pot T 60
(rozmér 350 mm x 215mm X 200 mm, s 15 bunikami) s nesterilnim péstebnim sub-
stratem ze smési zeminy, raSeliny (Raselina a.s., Sobéslav) a perlitu (Perlit Praha
spol. s r.0.) v poméru 2 : 1 : 1 a prenaseji se do skleniku, kde se postupné adaptu-
ji (3—-4 tydny) na 70% relativni vzdu$nou vlhkost. Pro rist v agroperlitu i pésteb-
nim substratu se osvédcily sadbovace Quick Pot firmy HERKUPLAST - KUBERN
GmbH, které nebrani rozvoji kvalitniho kofenového systému. Jejich prednosti je,
Ze nemaji pevné dno a kofenovy systém rostlin se miize dobfe vyvijet na vzducho-
vém polstari. Dalsimi vyhodami jsou rozméry a kénicky tvar sadbovacu, které jsou
vhodné pro riist kosternich korent, a dale rozmisténi vertikdlnich Zeber na vnitini

Obr. 5: Explantatova kultura jefabu opomijeného
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strané sadbovact, které napomahaji spravnému vyvoji kofend. Tento postup a pou-
ziti biologicky ovéfenych sadbovacii zabranuje nezadoucim odchylkdm riistu a ne-
ptipustné deformaci kofent ve smyslu platné CSN 48 2115.

2.2.4 Vysadba na venkovni plochy

Po aklimatizaci se vypéstky in vitro vysazuji k dopéstovani na venkovni zdhony,
ptipadné se presadi do vhodnych obaltl, které umoziuji spravny rist kofenového
systému, viz Katalog biologicky ovérenych obalti (www.vulhmop.cz). Po roce do-
péstovani na venkovnim zdhonu lze vypéstky in vitro jefabti vysadit na stanovisté.

Vysvétlivky:

BAP - 6-benzylaminopurine

MeOBAP - 6-(3-methoxybenzylamino)purine
MS - Murashige Skoog médium

IBA - B-indolylbutyric acid

NAA - a-naphtylacetic acid

14



3 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost vegetativni reprodukce endemitnich jefabui spociva ve vyuziti metody
indukce organogeneze in vitro pro reprodukci dospélych stromi, v originalnim
vyuZiti nového derivatu cytokininu a v originalnim feSeni zakofenovani a akli-
matizace.

Navozeni indukce organogeneze na primarnim explantatu (vzrostny vrchol dor-
mantniho pupene) Ize u endemitnich jefabt navodit pomérné snadno a témért se
stoprocentni uspé$nosti i u dospélych a velmi starych jedincti, podobné jako u dal-
$ich listnatych dfevin (MALA et al. 1999). Efektivnimu vyuziti této mikropropagac-
ni metody pro reprodukci endemitnich druht jetabti branilo podobné jako u jera-
bu oskeruse nizké procento (cca 30 %) zakofenéni mikrotizkd a velmi dlouha doba
indukce kofenti (6-8 tydntl) (MALA et al. 2005; NIKOLAOU et al. 2008; DURKOVIC,
MisALovA 2009). Predpokladali jsme, ze podobné, jako napt. u jefabu breku, by
mohlo branit indukci kofenti nahromadéni metabolitti BAP, ktery je nejcastéji po-
uzivanym a uéinnym cytokininem k indukci organogeneze. Metodicky postup byl
proto inovovan vyuzitim nového derivatu cytokininu MeOBAP, pii jehoz aplikaci
v multiplikaéni fazi nevznikaji glykozidy zabranujici indukei rhizogeneze (MALA
et al. 2009).

Na zakladé¢ experimentalniho ovéfeni vlivu cytokinini BAP a MeOBAP na mul-
tiplikaci explantatll a na ndsledné zakorenovani mikrofizkd endemitnich druht
jetabii byl vypracovan protokol, ktery zvySuje ucinnost zakofenovani mikrotiz-
ki na 70-80 %.

Byly vypracovany standardni technologické postupy, které zarucuji, ze vypéstky in
vitro spliuji kritéria kvality vysadbového materialu podle CSN pro generativni sa-
zenice dfevin s obdobnym riistem.

4 POPIS UPLATNENI METODIKY

V pribéhu Sesti let se podafilo zalozit kultury in vitro od vSech vyse uvedenych
druhti endemitnich jerabt. Metodika se uplatni zejména pfi zachovani jednotli-
vych druhi endemitnich jefdbd, které patii v CR k velmi vzécnym a ohrozenym
druhiim. Metoda mikropropagace se ukazuje jako velmi efektivni metoda konzer-
vace a reprodukce vybranych genotypii. V definovanych in vitro podminkach jsou
vylouceny nepfiznivé faktory limitujici pfirozenou obnovu a zaroven je zarucena
geneticka identita mnozeného materidlu (D'Amato 1978).
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Vyhodou mikropropaga¢niho postupu je i moznost mnozeni z meristematickych
pletiv, kterd jsou prostd patogennich zarodkd, takze ziskany sadebni material mize
napomoci pii ozdravovani pfipadné napadenych populaci.

Z ekonomického hlediska je nepfehlédnutelné, Ze mikropropagovany rostlinny ma-
terial, ktery se uchovava v klonovém archivu in vitro, lze kdykoliv pouzit pro dalsi
namnozeni neomezeného poctu jedinct v relativné kratkém casovém obdobi.
Shromazdovani co nejvétsiho poctu klonit od jednotlivych druht je predpokladem
zajisténi genetické variability mnozeného druhu. Namnozené klony endemitnich
jetdbu jsou dlouhodobé uchovavany v klonovém archivu in vitro Vyzkumného
ustavu lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i..

5 EKONOMICKE ASPEKTY

Pfi posuzovani ekonomickych aspektii nelze opomenout, ze ochrana biologické
rozmanitosti na urovni stanovist je jednim ze zakladnich cilt Statni politiky Zzi-
votniho prostredi CR schvalené usnesenim vlady ¢&. 235 ze dne 17. biezna 2004.
Vedle celospolecenskych prinost se dd predpokladat i zvyseni trzeb u uzivatele vy-
sledkt vyrobou sazenic pozadovaného sortimentu. Rada téchto druhti je ozdobnd
listem i plody a bylo by mozné je vyuzit pfi sadovnickych upravach. Pii predpokla-
dané produkci kontejnerovanych vypéstkil v rocnim objemu cca 25 000 kust lze
pfi cené jedné sazenice cca 50,- K¢/ks predpokladat trzby cca 1 250 000,- K¢, zisk
168 750,- K¢ (ocekava se 13,5 procentni ziskovost vyroby). Toto daldi vyuziti me-
todiky v pripadné komercni reprodukci z jiz zalozenych explantatovych kultur, by
s nejvétsi pravdépodobnosti minimalizovalo i devastaci pfirodnich lokalit, vzhle-
dem ke zvyseni dostupnosti tohoto druhu pro péstitele. Hlavnimi celospolecen-
skymi prinosy viak zlstava zachovani genetickych zdroji a podpora biodiverzity.

6 DEDIKACE

Vypracovani metodiky bylo podporovano z poskytnuté institucionalni podpory
na dlouhodoby koncepéni rozvoj vyzkumné organizace MZe CR - Rozhodnuti ¢&.
ROO0114 (¢.j. 8653/2014- MZE-17011).
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MICROPROPAGATION OF ENDEMIC ROWAN
SPECIES (SORBUS spp.)

Summary

During 6 years explant cultures from selected species of mature rare and endemic
rowan trees have been established. The modified agar medium MS (MURASHIGE,
SkooG 1962) with concentrations of phytohormones BAP 0.2mg.l' and IBA
0.1mgl", 100mg.l" of glutamine, 2mg. 1" of glycine, 30g. 1" of saccharose,
and 6g.l"! of agar, pH adjusted to 5.8 was used for induction of endemic rowan
species organogenesis. After 4-6 wks, the cultures were transferred onto the
multiplication MS medium with concentrations of phytohormones BAP 0.2 mg.I"!
and IBA 0.1mgl', 100mgl' of glutamine, 100mg.l' of casein hydrolysate,
2mg.l" of glycine, 30 g.I'' of saccharose, and 6 g.1" of agar, pH adjusted to 5.8. The
cultures were transferred every 4-5 wks. Cultivation proceeded in air-conditioned
room at 24 °C, and under white fluorescent light (30 pmol.m?s™) and a 16-hour
photoperiod.

The cultures set up for rooting were transferred on MS medium with concentration
of phytohormone MeOBAP 0.2mg.]" and IBA 0.1mgl", 100mg.l" of glutamine,
100mg.I" of casein hydrolysate, 2mg.l"' of glycine, 30 g.I"' of saccharose, and 6g.I"!
of agar, pH adjusted to 5.8.

Microcuttings after 2 passages in agar medium with MeOBAP were rooted in agar
medium MS diluted 1:3, with NAA 14mg. 1", 10 g.I"! of saccharose and 6 g.1" of agar.
The cultures were grown first 7 days in the darkness for accelerating of root growth
and then were transferred into same cultivation conditions as during induction and
multiplication, but without phytohormones. Plants with well-developed roots were
transferred from rooting medium into pots (Quick Pot T 35) with agroperlit and
watered by basal MS medium without phytohormones and saccharose diluted by
distilled water 1:10. Acclimatization proceeded in air-conditioned room at 24 °C,
and under white fluorescent light (30 pmol.m?2s") and a 24-hour photoperiod at
the 90% of relative air humidity. After 3 wks, the plants were transferred into pots
(Quick Pot T 60) with non-sterile substrate (in a ratio 2 soil : 1 peat : 1 agroperlit)
and located in glasshouse, where they were adapted for 3-4 wks to the 70% of
relative air humidity.

This work was aimed to contribute to preservation and reproduction of gene
resources of rare and endemic rowan species, important from the taxonomical
point of view, even in terms of maintaining biodiversity. The organogenesis has
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been proved very effective for the micropropagation of selected rare and endemic
rowan species. The growing explant cultures are now stored in explant archive in
Forestry and Game Management Research Institute.
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