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MICROPROPAGATION OF GENTIANA VERNA L.

Abstract

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

Cílem metodiky mikropropagace hořce jarního je efektivně reprodukovat počet-
ně velmi limitovanou populaci nížinné formy (dealpin) hořce jarního, která se již 
neobnovuje přirozenou cestou.

VLASTNÍ POPIS METODIKY

Úvod

V České republice rostl hořec jarní (Gentiana verna, L.) na několika desítkách sta-
novišť (Květena České republiky 6, 2000). V současné době se jejich počet drastic-
ky snížil na pouhé tři lokality. Početně velmi limitovaná populace nížinné formy 
(dealpin) hořce jarního, která se již neobnovuje přirozenou cestou, se nachází 
v NPP Rovná na Strakonicku, a dvě o něco větší populace horské formy hořce jar-
ního rostou v Malé kotlině a Velké kotlině v CHKO Jeseníky. Pro splnění dlouho-
dobého cíle Záchranného programu pro hořec jarní (KIRSCHNEROVÁ et al. 2008), 
zachování populace nížinné formy hořce jarního v NPP Rovná, byla standardizo-
vána metoda reprodukce stávající populace mikropropagací in vitro. Mikropro-
pagační postupy in vitro (klonové množení v explantátových kulturách) jsou stále 
častěji používány jako jedině možný způsob konzervace ohrožených genotypů 
a jejich efektivní reprodukce. Jednou z nepřehlédnutelných výhod mikropropa-
gačních postupů je možnost namnožení neomezeného počtu identických jedin-
ců z ohrožené populace v relativně krátkém časovém období, přičemž množství 
odebíraného rostlinného materiálu pro založení primárních kultur (většinou 
meristematická pletiva nodálních segmentů) je minimální a původního dárce 
nepoškozuje. 

Nejúspěšnější mikropropagační metodou, která se osvědčila pro klonové mno-
žení, je organogeneze. Regenerace rostlin z primárních explantátů je podmíně-
na vypracováním vhodných technologických postupů umožňujících indukci 
organogeneze, která musí být následována úspěšnou regenerací kompletní rost-
liny. Základními mechanismy uplatňujícími se při růstových pochodech jsou 
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dereprese meristémů axilárních pupenů nebo reorganizace meristémů a růst 
adventivních pupenů. Hlavním předpokladem úspěšné organogeneze je zajištění 
vhodných kultivačních podmínek (chemické složení živného média, teplota, 
vlhkost a osvitový režim). Neméně významně ovlivňují úspěšnost organogeneze 
i takové faktory, jako je stáří a fyziologický stav dárcovského jedince, doba sběru, 
způsob a délka skladování zdrojového materiálu, povrchová sterilizace a technika 
preparace explantátů. 
V této práci jsou popsány standardizované postupy, ověřené na základě dlouhodo-
bého experimentálního výzkumu, pro indukci organogeneze, multiplikace, rhizo-
geneze a konečně i aklimatizace a dopěstování rostlin hořce jarního, které mohou 
být využity pro reintrodukci do původních stanovišť.

Standardní metodické postupy mikropropagace

a. Zakládání primárních kultur, indukce organogeneze

Od května do konce června lze odebrat z rostlin výhony cca 1 cm dlouhé. Ozna-
čí se číslem donorového jedince, datem odběru a vloží do mikrotenového sáčku 
mezi navlhčenou sterilní buničitou vatu a pro převoz se uskladní do chladové taš-
ky. Po transportu se výhony sterilizují a bezprostředně umístí na živné médium. 
Po krátkou dobu (24 hodin) lze výhony uchovávat při 4 °C. Při této teplotě 
se sníží riziko zavadnutí pletiv, šíření infekcí a poškození meristému. Pro šetrnou 
sterilizaci se osvědčilo protřepat výhony při frekvenci 60 RPM v roztoku 10% 
Sekuseptu® forte (Farmak, a. s., ČR) po dobu 5 min a následně 10 min v 1% roz-
toku SAVO (Bochemie, a. s., ČR). Potom se výhony třikrát promývají ve sterilní 
vodě vždy po dobu 10 min protřepáváním při stejných otáčkách. Celý postup 
probíhá v laminárním boxu.

V laminární boxu za sterilních podmínek se výhony upraví na velikost cca 1 cm, 
přičemž delší výhony lze rozdělit. Výhony se po jednom umístí do 100ml Erlen-
meyerových baněk naplněných 50 ml indukčního agarového média. K indukci 
organogeneze se pro hořec jarní osvědčilo 6% agarové (Kulich HK, ČR) modifi -
kované médium WPM (LLOYD, MCCOWN 1981), doplněné 200 mg.l-1 glutaminu, 
200 mg.l-1 kaseinového hydrolyzátu, 30 g.l-1 sacharózy, 0,2 mg.l-1 BAP, 0,1 mg.l-1 
IBA a pH se nastaví na 5,8. Kultivace probíhá v klimatizovaných podmínkách 
při 24 °C, při 16hodinové světelné periodě a intenzitě bílého světla 30 μmol.m-2 s-1. 
Indukce axilárních (adventivních) pupenů na primárním explantátu trvá přibliž-
ně 4 – 6 týdnů. 
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b. Kultivační podmínky multiplikace

Po 4 týdnech se výhony přesazují na multiplikační médium MS (MURASHIGE 
a SKOOG 1962) doplněném o 200 mg.l-1 glutaminu, 200 mg.l-1 kaseinového hyd-
rolyzátu, 30 g.l-1 sacharózy, 0,2 mg.l-1 BAP a 0,1 mg l-1 IBA. Multiplikace probíhá 
za stejných kultivačních podmínek jako indukce organogeneze (obr. 1). V průbě-
hu multiplikační fáze se explantátové kultury pravidelně po 4 týdnech přesazují 
na čerstvá multiplikační média. Multiplikující se kultury jsou dlouhodobě ucho-
vávány v explantátové bance za účelem odběru mikrořízků apod.

c. Zakořeňování a aklimatizace

Pro zakořeňování se využívají namnožené výhony z vícevrcholových kultur 
(mikrořízkování). K indukci růstu kořenů se osvědčilo stejné médium jako 
pro indukci organogeneze, avšak bez přítomnosti cytokininů a se zvýšenou kon-
centrací auxinu IBA (0,5 mg.l-1). Zakořeňování probíhá opět za stejných kulti-
vačních podmínek jako organogeneze a multiplikace. Pro zvýšení účinnosti 
zakořeňování probíhá kultivace nejdříve 7 dní ve tmě. První kořeny se objevují 
v závislosti na klonu v průběhu 4 – 6 týdnů (obr. 2).

Obr. 1. Multiplikace výhonů hořce jarního/Multiplication of Gentiana verna 
shoots
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Rostliny s vyvinutými kořeny se přesazují ze zakořeňovacího média do sadbova-
čů Quick Pot T 35 (280 mm × 360 mm × 110 mm, 21 jamek) naplněných agro-
perlitem (Perlit, s. r. o., Praha) a dvakrát týdně se zalévají základním médiem 
MS (bez fytohormonů a sacharózy) ředěným v poměru 1 : 10 destilovanou 
vodou. Aklimatizace probíhá v obdobných kultivačních podmínkách (teplo-
ta 24 °C, bílé světlo o intenzitě 30 μmol m-2 s-1, 24hodinová světelná perioda) 
a při 90% relativní vzdušné vlhkosti.

Po 3 týdnech v agroperlitu se rostliny přesazují do sadbovačů Quick Pot T 60 
(rozměr 350 mm × 215 mm × 200 mm, 15 buněk) s nesterilním pěstebním sub-
strátem ze směsi zeminy (Zahradnický substrát, a. s., Soběslav), rašeliny (Raše-
lina, a. s., Soběslav) a agroperlitu v poměru 2 : 1 : 1 a přenášejí se do sklení-
ku, kde se postupně adaptují (3 – 4 týdny) na 70% relativní vzdušnou vlhkost. 
Pro růst v agroperlitu i pěstebním substrátu se osvědčily sadbovače Quick Pot 
firmy HERKUPLAST – KUBERN GmbH, které nebrání rozvoji kvalitního 
kořenového systému. Jejich předností je, že nemají pevné dno a kořenový sys-
tém rostlin se může dobře vyvíjet na vzduchovém polštáři.

Obr. 2. Indukce kořenů u explantátů hořce jarního/Root induction at Gentia-
na verna explants
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d. Výsadba na venkovní plochy 

Po aklimatizaci se výpěstky in vitro vysazují k dopěstování na venkovní záho-
ny, případně se přesadí do vhodných obalů, které umožňují rozrůstání rostlinek, 
viz Katalog biologicky ověřených obalů (www.vulhmop.cz). Po roce dopěstování 
na venkovním záhonu lze výpěstky in vitro hořce jarního vysadit na stanoviště. 
Po roce pěstování na venkovním záhonu mohou trsy hořce dosáhnout velikosti 
v průměru až 20 cm2, vykvést a mít klíčivá semena (obr. 3). 

Obr. 3. Výpěstky in vitro hořce jarního/Plantlets of in vitro Gentiana verna

Vysvětlivky: 

BAP – 6-benzylaminopurin; IBA - β-indolylmáselná kyselina; NAA - α-naf-
tyloctová kyselina; MS – Murashige-Skoog medium; WPM – Woody Plant 
Medium
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SROVNÁNÍ NOVOSTI POSTUPŮ

Novost mikropropagačních postupů spočívá v originálním využití metody induk-
ce organogeneze in vitro pro reprodukci explantátů odebíraných z vegetativních 
částí (nodálních segmentů) hořce jarního a v originálním řešení zakořeňování 
a aklimatizace. U tohoto druhu se jedná o první standardizovanou metodiku 
mikropropagace.

Reprodukce in vitro byla využita u medicinálně významných a ohrožených 
druhů rodu Gentiana, např. u druhu G. kuroo (SHARMA et al. 1993), G. cerina, 
G. corymbifera (MORGAN 1997) a G. punctata (BUTIUC-KEUL 2005). U těchto 
obtížně množitelných druhů (HOSOKAWA et al. 1996) se podařilo dosáhnout 
indukce organogeneze vysokými koncentracemi růstových regulátorů, zejména 
cytokininů (1 - 2 mg.l-1). Ukázalo se však, že vyšší koncentrace cytokininů mohou 
komplikovat navození rhizogeneze i aklimatizaci u regenerantů (WERBROUCK 
et al. 1995). Avšak u G. verna se podařilo indukovat organogenezi velmi nízkými 
koncentracemi cytokininů (0,2 mg.l-1) a nedošlo ke komplikacím při rhizogenezi 
a aklimatizaci výpěstků in vitro (MALÁ et al. 2003). 

Organogeneze, tj. indukce diferenciace nejčastěji adventivních nebo axilárních 
výhonů na primárním explantátu, se ukázala prozatím jako nejúspěšnější mik-
ropropagační metoda pro reprodukci bylin i listnatých dřevin. Podstatou orga-
nogeneze je vyvolání buněčně diferenciačních a morfogenetických procesů 
při utváření rostlinných pletiv a orgánů specifi ckými růstovými faktory, které 
se podle druhu rostliny dodávají v různých koncentracích a poměrech do indukč-
ního živného média. Vhodným zdrojovým materiálem jsou zvláště meristema-
tická pletiva pupenů nebo nodální segmenty vegetativních výhonů. Indukované 
adventivní nebo axilární výhony vyrůstající z primárního explantátu se pak pře-
sazují do multiplikačního média za účelem dalšího namnožení. Část propagova-
ného materiálu se inventarizuje v genové bance explantátů pro budoucí použití 
a zbývající explantáty se přenesou do zakořeňovacího média, v němž se indu-
kuje rozvoj funkčního kořenového systému podmiňujícího úspěšné dopěstová-
ní rostlin pro výsadby ve venkovních podmínkách. Rostliny s kompletně vyvi-
nutými kořeny je třeba ještě přesadit do nesterilních substrátů (perlit, rašelina) 
a postupně je aklimatizovat (tj. přivykat na venkovní podmínky, zejména na kolí-
sání teplot, osvitu a sníženou vzdušnou vlhkost). Tuto fázi růstu lze považovat 
za nejkritičtější období mikropropagace, protože rostliny pěstované na artefi ciál-
ních agarových médiích nejsou defi nitivně morfofunkčně vyvinuté (u listů není 
zcela vyvinuta kutikula a průduchy, absorbční funkce kořenů není plně efektivní). 
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Po aklimatizaci se rostliny přesazují na venkovní záhony a po dopěstování (zpra-
vidla po roce) je lze vysadit na konečné stanoviště.

POPIS UPLATNĚNÍ METODIKY
 

Jediným řešením, jak získat dostatečné množství sadebních rostlinek hořce jar-
ního, je použití mikropropagace explantátovými kulturami v defi novaných in vit-
ro podmínkách, v nichž jsou vyloučeny nepříznivé faktory limitující přirozenou 
obnovu. Metoda indukce organogeneze z meristematických pletiv byla již úspěš-
ně použita pro namnožení kriticky ohrožených druhů, např. lýkovce vonného 
a hořce tečkovaného (COHEN 1975, FAY 1992, MALÁ, BYLINSKÝ 2004). Mikropro-
pagační technologie in vitro zajišťují nejen vyloučení všech škodlivých faktorů, 
které v přírodě limitují přirozenou cestu obnovy ohrožených druhů, ale zaručují 
i genetickou identitu množeného materiálu (D`AMATO 1978). 

Další výhodou mikropropagačního postupu je možnost množení z meristema-
tických pletiv, která jsou prostá patogenních zárodků, takže získaný sadební 
materiál může napomoci při ozdravování napadených populací.

Z ekonomického hlediska je nepřehlédnutelné, že mikropropagovaný rostlinný 
materiál, který se uchovává v archivu explantátů, lze kdykoliv použít pro další 
namnožení neomezeného počtu jedinců v  relativně krátkém časovém období. 
Shromažďování co největšího počtu klonů od jednotlivých druhů je předpokla-
dem zajištění genetické variability množeného druhu. 

Popsaná metodika byla využita v rámci záchranného programu pro hořec jarní 
(G. verna L. subsp. verna) v České republice a podle uvedené metodiky se podaři-
lo napěstovat řádově stovky sazenic pro Agenturu ochrany přírody ČR.
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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 Rovná near Strakonice. Two slightly more numerous popu-
lations are situated in Malá Kotlina and Velká Kotlina in Protected Landscape Area 
in the Jeseníky 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 Rovná 
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. Th e 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-1), glutamine (200 mg.l-1), casein hydroly-
zate (200 mg.l-1), saccharose (30 g.l-1), and IBA (0.1 mg.l-1) with pH adjusted to 5.8. 
Th e multiplication of primary explants was achieved on medium MS with con-
centration BAP (0.2 mg.l-1) and IBA (0.1 mg.l-1), glutamine (200 mg.l-1), casein 
hydrolyzate (200 mg.l-1), saccharose (30 g.l-1). Th e same medium as for induction 
of organogenesis the agar-WPM medium without cytokinines but with concentra-
tion of auxin IBA (0.5 mg.l-1) was used for induction of rhizogenesis. Cultivation 
proceeded in air-conditioned room under 16hrs photoperiod of white fl uorescent 
light (30 μmol.m-2 s-1) at 24 °C. Eff ectiveness of rooting is higher, if the plantlets 
are cultured fi rstly in the dark (1 week). Th e roots appeared during 4 - 6 weeks. 
Axillar (adventitive) buds on the primary explants were induced during 4 – 6 weeks. 
Th e plantlets with full-developed roots were transferred into pots Quick Pot T 35 
(280 mm × 360 mm × 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. Aft er 3 weeks, the plants were transferred into pots Quick Pot 
T 60 (350 mm × 215 mm × 200 mm, 15 pits) with the same non-sterile substrate 
and located in glasshouse for 3 - 4 weeks. Th e mortality during acclimatization did not 
exceed 5%. Aft er a year of outdoor culturing, the gentian plants could reach 20 cm2, 
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came into fl ower, 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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