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MICROPROPAGATION OF GENTIANA VERNA L.
Abstract

This work presents the methods of organogenesis induction, propagation, root-
ing and acclimatization of critically endangered Gentiana verna. The induction
of organogenesis on vegetative shoots was successful on the WPM medium
with low concentration of cytokinine BAP (0.2 mg.l""). The multiplication of pri-
mary explants was achieved on medium MS with concentrations BAP (0.2 mg.1")
and IBA (0.1 mg.]"). Propagated shoots rooted in the agar WPM medium with
concentration IBA (0.5 mg.1""). The mortality during acclimatization was not over
5%. The preservation program is running in the cooperation with the Agency
of Nature Protection.
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CIL METODIKY

Cilem metodiky mikropropagace hotce jarniho je efektivné reprodukovat pocet-
né velmi limitovanou populaci nizinné formy (dealpin) hotce jarniho, kterd se jiz
neobnovuje pfirozenou cestou.

VLASTNI POPIS METODIKY

Uvod

V Ceské republice rostl hotec jarni (Gentiana verna, L.) na nékolika desitkach sta-
novist (Kvétena Ceské republiky 6, 2000). V soucasné dobé se jejich pocet drastic-
ky snizil na pouhé tfi lokality. Pocetné velmi limitovana populace nizinné formy
(dealpin) hotce jarniho, ktera se jiz neobnovuje pfirozenou cestou, se nachazi
v NPP Rovnd na Strakonicku, a dvé o néco vétsi populace horské formy hotce jar-
niho rostou v Malé kotliné a Velké kotliné¢ v CHKO Jeseniky. Pro splnéni dlouho-
dobého cile Zachranného programu pro hotec jarni (KIRSCHNEROVA et al. 2008),
zachovani populace nizinné formy hofce jarniho v NPP Rovn4, byla standardizo-
vana metoda reprodukce stavajici populace mikropropagaci in vitro. Mikropro-
pagacni postupy in vitro (klonové mnozeni v explantatovych kulturach) jsou stale
Castéji pouzivany jako jediné mozny zplisob konzervace ohrozenych genotypt
a jejich efektivni reprodukce. Jednou z neptehlédnutelnych vyhod mikropropa-
gacnich postupi je moznost namnozeni neomezeného poctu identickych jedin-
ct z ohrozené populace v relativné kratkém ¢asovém obdobi, pricemz mnozstvi
odebiraného rostlinného materidlu pro zaloZeni primarnich kultur (vétsinou
meristematicka pletiva nodalnich segmentt) je minimalni a ptivodniho darce
neposkozuje.

Nejuspésnéjsi mikropropagac¢ni metodou, ktera se osvédcila pro klonové mno-
zeni, je organogeneze. Regenerace rostlin z primarnich explantatd je podminé-
na vypracovanim vhodnych technologickych postuptt umoznujicich indukci
organogeneze, ktera musi byt nasledovana uspésnou regeneraci kompletni rost-
liny. Zakladnimi mechanismy uplatiujicimi se pfi rtistovych pochodech jsou



dereprese meristému axilarnich pupenti nebo reorganizace meristémi a rist
adventivnich pupent. Hlavnim predpokladem uspésné organogeneze je zajisténi
vhodnych kultivaénich podminek (chemické slozeni zivného média, teplota,
vlhkost a osvitovy rezim). Neméné vyznamné ovliviiuji uspé$nost organogeneze
i takové faktory, jako je stafi a fyziologicky stav darcovského jedince, doba sbéru,
zptisob a délka skladovéani zdrojového materidlu, povrchova sterilizace a technika
preparace explantati.

V této praci jsou popsany standardizované postupy, ovétené na zakladé dlouhodo-
bého experimentalniho vyzkumu, pro indukci organogeneze, multiplikace, rhizo-
geneze a konecné i aklimatizace a dopéstovani rostlin hotce jarniho, které mohou
byt vyuzity pro reintrodukci do piivodnich stanovist’.

Standardni metodické postupy mikropropagace

a. Zakladani primarnich kultur, indukce organogeneze

Od kvétna do konce ¢ervna lze odebrat z rostlin vyhony cca 1 cm dlouhé. Ozna-
¢l se ¢islem donorového jedince, datem odbéru a vlozi do mikrotenového sacku
mezi navlh¢enou sterilni bunicitou vatu a pro prevoz se uskladni do chladové tas-
ky. Po transportu se vyhony sterilizuji a bezprostfedné umisti na zZivné médium.
Po kratkou dobu (24 hodin) lze vyhony uchovavat pfi 4 °C. Pti této teploté
se snizi riziko zavadnuti pletiv, $iteni infekci a poskozeni meristému. Pro Setrnou
sterilizaci se osvédcilo protrepat vyhony pti frekvenci 60 RPM v roztoku 10%

Sekuseptu® forte (Farmak, a. s., CR) po dobu 5 min a nasledné 10 min v 1% roz-
toku SAVO (Bochemie, a. s., CR). Potom se vyhony ttikrat promyvaji ve sterilni
vodé vidy po dobu 10 min protfepavanim pti stejnych otackich. Cely postup
probihd v lamindrnim boxu.

V lamindrni boxu za sterilnich podminek se vyhony upravi na velikost cca 1 cm,
pticemz delsi vyhony lze rozdélit. Vyhony se po jednom umisti do 100ml Erlen-
meyerovych banék naplnénych 50 ml indukéniho agarového média. K indukci
organogeneze se pro hotec jarni osvédéilo 6% agarové (Kulich HK, CR) modifi-
kované médium WPM (LLOYD, MCCOWN 1981), doplnéné 200 mg.1" glutaminu,
200 mg.I" kaseinového hydrolyzatu, 30 g.I"! sacharézy, 0,2 mg.l' BAP, 0,1 mg.]"
IBA a pH se nastavi na 5,8. Kultivace probiha v klimatizovanych podminkach
pri 24 °C, pri 16hodinové svételné periodé a intenzité bilého svétla 30 pmol.m™ s™.
Indukce axilarnich (adventivnich) pupent na primérnim explantatu trva pribliz-
né 4 - 6 tydni.



Obr. 1. Multiplikace vyhond hofce jarniho/Multiplication of Gentiana verna
shoots

b. Kultiva¢ni podminky multiplikace

Po 4 tydnech se vyhony presazuji na multiplika¢ni médium MS (MURASHIGE
a SKOOG 1962) doplnéném o 200 mg.l" glutaminu, 200 mg.I"* kaseinového hyd-
rolyzatu, 30 g.I"! sachardzy, 0,2 mg.l! BAP a 0,1 mg 1" IBA. Multiplikace probiha
za stejnych kultivaénich podminek jako indukce organogeneze (obr. 1). V prubé-
hu multiplika¢ni faze se explantatové kultury pravidelné po 4 tydnech presazuji
na Cerstva multiplika¢ni média. Multiplikujici se kultury jsou dlouhodobé ucho-
vavany v explantatové bance za icelem odbéru mikrotizkd apod.

c. Zakorenovani a aklimatizace

Pro zakorenovani se vyuzivaji namnozené vyhony z vicevrcholovych kultur
(mikrotizkovani). K indukci rustu kofent se osvédéilo stejné médium jako
pro indukci organogeneze, avsak bez pritomnosti cytokinini a se zvy$enou kon-
centraci auxinu IBA (0,5 mg.l"). Zakofenovani probiha opét za stejnych kulti-
va¢nich podminek jako organogeneze a multiplikace. Pro zvySeni udinnosti
zakofenovani probihd kultivace nejdfive 7 dni ve tmé. Prvni kofeny se objevuji
v zavislosti na klonu v pribéhu 4 - 6 tydni (obr. 2).



Obr. 2. Indukce kofenl u explantatl hofce jarniho/Root induction at Gentia-
na verna explants

Rostliny s vyvinutymi koteny se pfesazuji ze zakorenovaciho média do sadbova-
¢t Quick Pot T 35 (280 mm x 360 mm x 110 mm, 21 jamek) naplnénych agro-
perlitem (Perlit, s. r. 0., Praha) a dvakrat tydné se zalévaji zdkladnim médiem
MS (bez fytohormoni a sacharézy) fedénym v poméru 1 : 10 destilovanou
vodou. Aklimatizace probiha v obdobnych kultiva¢nich podminkach (teplo-
ta 24 °C, bilé svétlo o intenzité 30 pmol m™? s, 24hodinova svételnd perioda)
a pti 90% relativni vzdus$né vlhkosti.

Po 3 tydnech v agroperlitu se rostliny presazuji do sadbovact Quick Pot T 60
(rozmér 350 mm x 215 mm x 200 mm, 15 bunék) s nesterilnim péstebnim sub-
stratem ze smési zeminy (Zahradnicky substrat, a. s., Sobéslav), raseliny (Rase-
lina, a. s., Sobéslav) a agroperlitu v poméru 2 : 1 : 1 a prenaseji se do skleni-
ku, kde se postupné adaptuji (3 - 4 tydny) na 70% relativni vzdusnou vlhkost.
Pro riist v agroperlitu i péstebnim substratu se osvédcily sadbovace Quick Pot
tirmy HERKUPLAST - KUBERN GmbH, které nebrani rozvoji kvalitniho
kotenového systému. Jejich prednosti je, Ze nemaji pevné dno a kofenovy sys-
tém rostlin se mtize dobfe vyvijet na vzduchovém polstari.
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d. Vysadba na venkovni plochy

Po aklimatizaci se vypéstky in vitro vysazuji k dopéstovani na venkovni zdho-
ny, ptipadné se presadi do vhodnych obali, které umozinuji rozriistani rostlinek,
viz Katalog biologicky ovéfenych obalt (www.vulhmop.cz). Po roce dopéstovani
na venkovnim zahonu lze vypéstky in vitro hotfce jarniho vysadit na stanovisté.
Po roce péstovani na venkovnim zdhonu mohou trsy hofce dosdhnout velikosti
v praméru az 20 cm?, vykvést a mit kli¢iva semena (obr. 3).

s .. b"" " L) \‘ e
Obr. 3. Vypéstky in vitro hofce jarniho/Plantlets of in vitro Gentiana verna

Vysvétlivky:

BAP - 6-benzylaminopurin; IBA - B-indolylmaselna kyselina; NAA - a-naf-
tyloctova kyselina; MS - Murashige-Skoog medium; WPM - Woody Plant
Medium
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SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost mikropropagac¢nich postupti spocivé v originalnim vyuziti metody induk-
ce organogeneze in vitro pro reprodukei explantati odebiranych z vegetativnich
¢asti (nodalnich segmenttl) hofce jarniho a v originalnim fe$eni zakorenovani
a aklimatizace. U tohoto druhu se jednd o prvni standardizovanou metodiku
mikropropagace.

Reprodukce in vitro byla vyuzita u medicindlné vyznamnych a ohrozenych
druhi rodu Gentiana, napt. u druhu G. kuroo (SHARMA et al. 1993), G. cerina,
G. corymbifera (MORGAN 1997) a G. punctata (BUTIUC-KEUL 2005). U téchto
obtizné mnozitelnych druht (HOSOKAWA et al. 1996) se podarilo dosahnout
indukce organogeneze vysokymi koncentracemi rtistovych regulatort, zejména
cytokinint (1 - 2 mg.1"). Ukazalo se v8ak, Ze vyssi koncentrace cytokinini mohou
komplikovat navozeni rhizogeneze i aklimatizaci u regenerantd (WERBROUCK
etal. 1995). Avsak u G. verna se podafilo indukovat organogenezi velmi nizkymi
koncentracemi cytokinint (0,2 mg.1") a nedoslo ke komplikacim pti rhizogenezi
a aklimatizaci vypéstka in vitro (MALA et al. 2003).

Organogeneze, tj. indukce diferenciace nejcastéji adventivnich nebo axilarnich
vyhont na primdrnim explantatu, se ukdazala prozatim jako nejuspésnéjsi mik-
ropropagacni metoda pro reprodukci bylin i listnatych dfevin. Podstatou orga-
nogeneze je vyvolani bunécné diferenciacnich a morfogenetickych procest
pri utvareni rostlinnych pletiv a organt specifickymi rtistovymi faktory, které
se podle druhu rostliny dodavaji v rtiznych koncentracich a pomérech do induke-
niho Zivného média. Vhodnym zdrojovym materidlem jsou zvlasté meristema-
ticka pletiva pupent nebo nodalni segmenty vegetativnich vyhont. Indukované
adventivni nebo axilarni vyhony vyristajici z primarniho explantatu se pak pre-
sazuji do multiplikaéniho média za i¢elem dalstho namnozeni. Cést propagova-
ného materialu se inventarizuje v genové bance explantati pro budouci pouziti
a zbyvajici explantaty se pfenesou do zakorfenovacitho média, v némz se indu-
kuje rozvoj funkéniho kofenového systému podminujiciho uspésné dopéstova-
ni rostlin pro vysadby ve venkovnich podminkach. Rostliny s kompletné vyvi-
nutymi kofeny je tieba jesté presadit do nesterilnich substrata (perlit, raselina)
a postupné je aklimatizovat (tj. pfivykat na venkovni podminky, zejména na koli-
sani teplot, osvitu a snizenou vzdusnou vlhkost). Tuto fazi riistu lze povazovat
za nejkritictéjsi obdobi mikropropagace, protoze rostliny péstované na arteficial-
nich agarovych médiich nejsou definitivné morfofunkéné vyvinuté (u listt neni
zcela vyvinuta kutikula a praduchy, absorb¢ni funkce kofent neni plné efektivni).
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Po aklimatizaci se rostliny presazuji na venkovni zahony a po dopéstovani (zpra-
vidla po roce) je lze vysadit na kone¢né stanovisté.

POPIS UPLATNENI METODIKY

Jedinym fesenim, jak ziskat dostate¢né mnozstvi sadebnich rostlinek hotce jar-
niho, je pouziti mikropropagace explantatovymi kulturami v definovanych in vit-
ro podminkdch, v nichz jsou vylouceny nepfiznivé faktory limitujici pfirozenou
obnovu. Metoda indukce organogeneze z meristematickych pletiv byla jiz aspés-
né pouzita pro namnozeni kriticky ohrozenych druht, napt. lykovce vonného
a hotce teckovaného (COHEN 1975, FAY 1992, MALA, BYLINSKY 2004). Mikropro-
pagadni technologie in vitro zajistuji nejen vylouceni vSech $kodlivych faktorq,
které v prirodé limituji pfirozenou cestu obnovy ohrozenych druht, ale zarucuji
i genetickou identitu mnozeného materialu (D° AMATO 1978).

Dalsi vyhodou mikropropagacniho postupu je moznost mnozeni z meristema-
tickych pletiv, ktera jsou prosta patogennich zarodki, takze ziskany sadebni
material mtize napomoci pti ozdravovani napadenych populaci.

Z ekonomického hlediska je nepiehlédnutelné, Ze mikropropagovany rostlinny
materidl, ktery se uchovava v archivu explantatd, lze kdykoliv pouzit pro dalsi
namnozeni neomezeného poctu jedincti v relativné kratkém casovém obdobi.
Shromazdovani co nejvétsiho poctu klont od jednotlivych druht je predpokla-
dem zajisténi genetické variability mnozeného druhu.

Popsand metodika byla vyuzita v ramci zdchranného programu pro horec jarni
(G. verna L. subsp. verna) v Ceské republice a podle uvedené metodiky se podaii-
lo napéstovat fddové stovky sazenic pro Agenturu ochrany ptirody CR.
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MICROPROPAGATION OF GENTIANA VERNA L.

Summary

Gentiana verna belongs to the most endangered species in the Czech Republic.
At the present time, it occurs only in three localities. Very limited population
of the gentian lowland form (dealpin), which is no more renewing naturally, is growing
in National Monument Rovna near Strakonice. Two slightly more numerous popu-
lations are situated in Mald Kotlina and Velkd Kotlina in Protected Landscape Area
in the Jeseniky Mountains. In this study, a micropropagation in vitro technology,
the standardized induction of organogenesis, multiplication, rooting and acclima-
tization procedures, suitable for reintroduction of newly propagated gentian plants
into original habitats, are described. Shoots around 1 cm were sampled in Rovna
since the beginning of May to the end of June. Shoots were sterilized in 10% Seku-
septu® forte solution (Farmak, a. s., CR) for 5 min, in 1% SAVO solution (Bochemie,
a. s., CR) for 10 min, and washed in distilled water. The induction of organogenesis
on vegetative shoots was successful on the 6% agar-WPM medium with low con-
centrations of cytokinine BAP (0.2 mg.l"), glutamine (200 mg.l""), casein hydroly-
zate (200 mg.l"), saccharose (30 g.I"'), and IBA (0.1 mg.I") with pH adjusted to 5.8.
The multiplication of primary explants was achieved on medium MS with con-
centration BAP (0.2 mgl') and IBA (0.1 mgl"'), glutamine (200 mgl’), casein
hydrolyzate (200 mg.l"), saccharose (30 g.'). The same medium as for induction
of organogenesis the agar-WPM medium without cytokinines but with concentra-
tion of auxin IBA (0.5 mg.l"') was used for induction of rhizogenesis. Cultivation
proceeded in air-conditioned room under 16hrs photoperiod of white fluorescent
light (30 pmol.m? s) at 24 °C. Effectiveness of rooting is higher, if the plantlets
are cultured firstly in the dark (1 week). The roots appeared during 4 - 6 weeks.
Axillar (adventitive) buds on the primary explants were induced during 4 - 6 weeks.
The plantlets with full-developed roots were transferred into pots Quick Pot T 35
(280 mm x 360 mm x 110 mm, 21 pits) with non-sterile substrates (soil, peat, and
agroperlit in relations 2 : 1 : 1). Acclimatization proceeded in the same conditions
as mentioned above. After 3 weeks, the plants were transferred into pots Quick Pot
T 60 (350 mm X 215 mm x 200 mm, 15 pits) with the same non-sterile substrate
and located in glasshouse for 3 - 4 weeks. The mortality during acclimatization did not
exceed 5%. After a year of outdoor culturing, the gentian plants could reach 20 cm?,
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came into flower, and developed germinant seeds. By means of described micropro-
pagation procedures several hundreds of viable plants were reproduced, which were
utilized within the framework of Gentiana verna Preservation Program.
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