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ABSTRACT

Amurk cork tree (Phellodendron amurense Rupr.) is known for its anti-inflammatory, antipyretic, cholagogue, and antibacterial properties, and
it is also a potential source of industrial cork. Shoot organogenesis and subsequent plant multiplication of Amur cork tree were established from
mature seeds of trees growing on research plots in the Czech Republic. Germination percentage was increased by mechanical disruption of the
seed coat, the highest number of germinated plants was achieved within 8-10 weeks of culture on MS medium containing 2 mg.1' BAP and
0,2 mg.I! NAA. Within 4 weeks of transfer to the multiplication medium containing 2 mg.I" BAP and 0,2 mg.I"' NAA, chlorosis and reduced
growth were observed in all cultured microcuttings. Lowering the BAP concentration to 0,4 mg.l" led to a resumption of growth, the newly
emerging shoots and leaves were vital and the multiplication rate was around 90%. Our developed plant regeneration method may be useful in

future studies on ex vitro establishment of in vitro derived plants.

For more information see Summary at the end of the article.
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Korkovnik amursky (Phellodendron amurense Rupr.) je listnaty opa-
davy strom, patfici do ¢eledi Rutaceae. Rostouci jako solitér muze do-
sahovat vy$ky az 15 m, v zapoji pak dokonce 28 m a doZivat se az 300
let. Primér kmene dosahuje pfes 1 m, korkovd vrstva je silna az 6 cm.
Rozéifeni druhu zahrnuje Gzemi Dalného vychodu (Rusko, Chaba-
rovsko, Primorsko, Amurska oblast), severovychodni Ciny, Japonska
a Koreje. V Ceské republice (CR) se korkovnik vyskytuje od roku 1911
(PoLANSKY 1934). V priibéhu 50. let 20. stol. byly na nasem tzemi za-
lozeny vyzkumné plochy s prvotnim uéelem zjistit moznost nahrady
korkové suroviny za korek dovazeny predevsim ze Spanélska a jeho
dalsi vyuziti v lesnictvi a dfevozpracujicim pramyslu. Ve vychodni
&asti USA je korkovnik povazovan za invazni druh, v CR v$ak zatim
nejsou poznatky, které by ukazovaly na volné $ifeni korkovniku v kra-
jiné a eventudlni vytlatovani domdcich dfevin.
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Korkovnik patti mezi tradi¢ni ¢inské 1é¢ivé rostliny, a to diky produkei
mnoha biologicky aktivnich flavonoidu, vyuZivanych pro vyrobu lékit
potlacujicich zanéty, horecku a bakteridlni infekce (IKUTA et al. 1998).
Vyznam korkovniku tkvi také v tézbé korku, podle kterého ziskala
drevina svij ndzev. V soucasnosti jsou bohuzel rozsédhlé porosty kor-
kovniku, zejména v Cing, znaéné ohrozeny pravé kviili jeho nadmérné
tézbé a vyuziti ve farmaceutickém a nébytkarském pramyslu.

Ackoliv se v literatute uvadi, Ze korkovnik patfi mezi dvoudomé dre-
viny, v neddvné dobé byl v Ciné popsan také jednodomy jedinec, na
zékladé ¢ehoz bylo zjisténo, ze vyvoj pohlavi u korkovniku je uréen
epigeneticky, pravdépodobné pomoci DNA metylace (HE et al. 2023).
Korkovnik se dobfe mnozZi semeny, jejichz kli¢ivost je v priméru
31 %, u nestratifikovanych semen je v8ak az o polovinu nizi. Semena
korkovniku maji tvrdé osemeni, které propousti vodu, ale mechanicky
brani kli¢eni. CHIEN et al. (2006) testovali rtizné zptisoby ovlivnéni
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dormance a kli¢ivosti semen, zahrnujici prudké zmény teplot, chla-
dovou stratifikaci ¢i aplikaci kyseliny giberelové. Jako nejvhodnéjsi
zpusob prekonani dormance autofi navrhli mechanické naruseni ose-
meni ¢i inkubaci semen v tekutém dusiku, ktery vyvolal vznik prasklin
v osement.

Metoda vegetativniho mnozeni korkovniku zahrnuje klasicky postup
mnozeni kofenovymi fizky, vyuZitelnd je vSak také metoda in vitro
mikropropagace. Pomoci metody mikropropagace lze ziskat klono-
vy materidl z jednotlivych stromu ¢i material rostouci ze zralych se-
men, hojné vyuzivané je také rychlé a efektivni namnozZeni sadebniho
materidlu. V soucasné dobé je vypracovano velké mnozZstvi postupii
mikropropagace pro rtizné lesni dfeviny, presto v§ak musi byt ke kaz-
dému klonu, i v ramci druhu, pfistupovano zvlast a ristové podminky
musi byt vidy ptizptisobeny pozadavkiim dané dfeviny. Pro spravny
rist rostlinnych explantatt je duleZité zvolit vhodné zivné médium
s pridavkem adekvatnich rostlinnych hormont, zajistit dostatec-
ny osvit a vhodnou kultiva¢ni teplotu. Mezi dal$i vyznamné faktory
ovliviiujici Uspé$nost mikropropagace patii také fyziologické stari
mnozeného jedince, doba odbéru rostlinného materidlu, sterilizace
vstupniho rostlinného materialu ¢i zptisob jeho péstovani na Zivném
médiu. Namnozené jedince lze nasledné pomoci zmény poméru fyto-
hormont v Zivném médiu zakofenit a dovést v ex vitro podminkach
do vysadby schopného stavu. Mnozenim korkovniku v in vitro pod-
minkach se zabyvaji predev$im ¢insti autori, ktefi se snazi touto ces-
tou namnoZit a zachranit zbytkové populace korkovniku v asijskych
zemich. Prevod rostlin do in vitro podminek byl testovan jak pomoci
somatické embryogeneze (AzaD et al. 2009), tak pfimou organogenezi
ze semen (YANG et al. 2011), stonki (WANG et al. 2011) ¢i listti (AzAD
et al. 2005). Zminéni ¢indti autofi uvadi jako nejvhodnéjsi fytohor-
mon pro indukci organogeneze thidiazuron (TDZ, 1 mg.l™?, pro rist
vyhont pak doporucuji pomérné vysoké koncentrace BAP (0,5 mg.l",
¢i dokonce 2,2 mg.l') (WANG et al. 2011; YANGet al. 2011). Jakozto
vhodny auxin shodné navrhuji a-Naphthaleneacetic Acid (NAA).
Z dlouholetych zkusenosti s in vitro péstovanim lesnich dfevin jsme
se rozhodli otestovat publikované koncentrace fytohormont, a zaro-
ven pouzit takovd mnozstvi, ktera vyhovuji béZnym lesnim dfevinam
rostoucim v CR.

Cilem nasi prace bylo najit a popsat nejvhodnéjsi zpusoby in vitro
organogeneze korkovniku amurského ze semen, s diirazem na fazi
indukce a multiplikace. Vyhodnocen byl zpiisob aktivace semene ke
kliceni a vhodny pomér rostlinnych hormoni pouzity pro konkrétni
fazi organogeneze.

MATERIAL A METODIKA

Sbér rostlinného materialu (plody se semeny) probihal na vybranych
vyzkumnych plochdch Mydlovarsky luh, Mochov a Pisty, kde s ohle-
dem na vysku nékterych plodicich jedincti bylo nutné pouzit teles-
kopické ntizky. Presto, ze se jednalo o odbér pro prvotni testovani
moznosti péstovani in vitro, bylo jiz pfihlédnuto k morfologii rodi-
¢ovskych stromil, zejména k tvarnosti kmene.

Plody v podobé ¢erné bobule byly roztiznuty skalpelem, v kazdém
plodu se nachazelo v priméru 5 semen. Uvolnéna semena byla pres
noc inkubovéna ve sterilni destilované vodé s ptidavkem 0,05% PPM
(Plant Preservative Mixture) pti 4 °C.

Sterilizace semen byla zahdjena pocate¢ni fazi, zahrnujici 30 min pro-
myti pod tekouci vodou, 15 min promyti jarovou vodou, 15 min pro-
myti roztokem Mucasolu® (1% roztok, Brand GmbH + CO) a 15 min
promyti sterilni destilovanou vodou. Nésledujici faze jiz probihaly za
sterilnich podminek v laminarnim boxu. Semena byla nechana 15 min
v 1% roztoku NaClO (SAVO) a poté byla tfikrat po sobé promyta po
15 min sterilni destilovanou vodou.
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Cast semen byla pro testovéni organogeneze ponechana bez dalsich
uprav, u druhé ¢asti semen bylo pomoci skalpelu nafiznuto oseme-
ni. Takto pfipraveny rostlinny materidl byl nasledné zasazen na in-
dukéni zivné médium (50 ml média ve sklenicce). K indukci organo-
geneze bylo pouzito MS médium (MURASHIGE, Sk00G 1962) dopl-
néné o 30 gl' sacharézy, 7 g1 agaru, 200 mg.I" hydrolyzatu kasei-
nu, 200 mg.l"' glutaminu, pH bylo upraveno na 5,8. Testovany byly
koncentrace 0, 1 a 2 mg.I" fytohormonu BAP (6-benzylaminopurin)
s 0,2 mg.I"' NAA. Kazda varianta byla testovana na celkovém souboru
40 semen, z ¢ehoZ bylo 10 semen bez mechanického naruseni a 30 se-
men bylo aktivovanych mechanickym narusenim skalpelem. Kultiva-
ce probihala v klimatizovanych podminkach pfi teploté 21 °C, 16ho-
dinové svételné fotoperiod¢, s osvétlenim o intenzité 30 umol.m=2s™.
Vykliceni semen trvalo pfiblizné 8-10 tydnda.

Po uspésném zalozeni primdrnich kultur byly vykli¢ené rostliny za-
sazeny na multiplika¢ni médium, které slouzi k namnozeni vyhonu.
Slozeni multiplika¢niho média bylo opét testovano, a to predevsim
s ohledem na koncentraci a pomér rostlinnych hormonu (2; 1; 0,8
a 0,4 mg.l' BAP; 0,2 mg.l' NAA). Interval mezi pasiZemi se pohy-
boval v rozmezi 4-6 tydni. Kultivaéni podminky byly stejné, jako
pti zakldadani primarnich kultur. Po 40 dnech péstovani na multipli-
ka¢nim médiu byla zhodnocena vitalita rostlin, pfitomnost chloréz
a multiplika¢ni rychlost (procento rostlin s dvéma ¢i vice novymi

vyhony).

Vyhodnoceni multiplika¢ni rychlosti explantati bylo provedeno ve
trech biologickych opakovanich s pouzitim Tukeyho testu (Minitab)
k vyhodnoceni vyznamnosti (P < 0,05) rozdilii mezi zvolenymi kon-
centracemi BAP (2; 15 0,8 a 0,4 mg.I"' BAP).

VYSLEDKY

Steriliza¢ni metoda semen korkovniku zahrnovala pouZiti slabého
roztoku NaClO, coz vedlo ke 100% uspé$nosti sterilizace, po dobu tes-
tovani kli¢ivosti semen se neobjevila zddna houbovd ani bakteridlni
kontaminace.

Kli¢ivost semen byla testovana na tfech druzich zivnych médii s roz-
dilnymi koncentracemi fytohormont (tab. 1). Bez mechanického na-
ruseni osemeni nedoslo ani po 12 tydnech inkubace k aktivaci a pro-
ristani semene. U semen aktivovanych mechanickym narusenim bylo
obsahujici nejvyssi koncentraci cytokinint. Naopak na médiu bez pti-
davku fytohormont byla tspésnost kli¢eni minimalni (6,7%).

Zhruba u 10 % vsech testovanych semen doslo k vykli¢eni, mimo dé-
lozni listy v8ak rostlina déle nerostla (obr. 1) a po nékolika tydnech
uhynula.

Uspésné vyklicené rostliny korkovniku byly nédsledné presazeny
na multiplika¢ni médium, se sloZzenim uvedenym v tabulce 2. Jako
nevhodné se ukdzalo multiplika¢ni médium MSM4 s nejvyssi kon-
centraci cytokinini, na némz sice rostliny tvotily postranni vyhony
a mnozily se (multiplika¢ni rychlost 60%), ale byly chlorotické, kieh-
ké a neprospivaly (obr. 2 A). Po pfesazeni na MSM3 byl u rostlin bé-
hem mésice znit vitalni rist, chlorézy se vyskytovaly jen na starsich
listech, nové narostlé vrcholové ¢asti vyhonu jiz stopy chloréz nevy-
kazovaly (obr. 2 B). Na médiu MSM3 se rostliny velmi dobfe mnozily
(multiplikaéni rychlost 95 %) a tvofily v praméru kolem péti novych
vyhont.

Kvalitnich riistovych parametrt bylo dosazeno také pfi pouziti média
médiu s BAP 0,4 mg.l" si rostliny zachovaly vitalni rist, byly zelené,
prospivaly a odnoZzovaly v priiméru 4 vyhony za pasaz (obr. 3).
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Tab. 1.

Slozeni indukénich médii pro rist semen korkovniku amurského; po-
¢et vyklicenych semen a kli¢ivost (%) je spocitdna pro semena aktivo-
vanad mechanickym narusenim jejich osemeni

Composition of induction growth media of Amur cork seeds; the
number of germinated seeds and germination percentage is calculated
for the seeds with the mechanical removal of their seed coat

Medium type
Pocet vyklice-
nych semen/
Number of
Germination

(%)

germinated

Typ média/
seeds

Klicivost/

© | BAP (mg.I")
© | NAA (mg.I'")

2/30

8/30 2
0,2 12/30 40 Obr. 1.

Zastaveni ristu u vykliceného semene s déloznimi listy (foto: M. Ko-
markova)

Fig. 1.

Growth arrest in germinated cotyledoned seed (photo: M. Komarko-
vd)
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Tab. 2.

SloZeni testovanych Zivnych multiplika¢nich médii pro namnozeni
rostlin korkovniku amurského; vyskyt chlorézy (+ ano, - ne); multipli-
kaéni rychlost (procento explantati se dvéma ¢i vice novymi vyhony).
Data uvadi priméry = SD (n = 10), 30 rostlin pro kazdou variantu.
Hodnoty nasledované stejnym pismenem (pismeny) ve stejném sloup-
ci se podle Tukeyova testu vyznamné nelisi (P< 0,05)

Composition of multiplication growth media of Amur cork; occurren-
ce of chlorosis (+ yes, - no); multiplication rate (percentage of explants
with two or more new shoots). Data given as means = SD (n = 10),
30 plants per treatment. Values followed by the same letter(s) within
the same column are not significantly different according to Tukey’s
test (P < 0.05)

Medium type
Chlorézal
Chlorosis
Multiplikaéni
rychlost/
Multiplication
rate (%)

BAP (mg.I")
NAA (mg.I"")

Typ média/

0,2 -
0,2 - 93,3+0,6?
MSM3 1 0,2 - 93,3+1,22
MSM4 2 0,2 + 57,00,6°

=
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S
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Obr. 2.

Zlepseni vitality explantatti korkovniku amurského po presazeni na
MS médium s niz$i koncentraci BAP (A - BAP 2 mgl', B - BAP
1 mg.l") (foto: M. Komérkova)

Fig. 2.

Improvement of vitality of Amur cork tree explants after transplanting
to MS medium with lower BAP concentration (A - BAP 2 mg.l', B -
BAP 1 mg.1") (photo: M. Komarkova)
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DISKUSE

Sterilizace semen urcenych pro in vitro péstovani probihala pomo-
ci slabého roztoku chlornanu sodného (1% SAVO), coz je v pripadé
semen zcela dostacujici steriliza¢ni postup. Mezi dalsi bézné pouzi-
vané steriliza¢ni metody patfi naptiklad pouziti ethanolu (EtOH) ¢i
chloridu rtutnatého (HgCl,), tyto roztoky vsak predevsim pii vyssich
koncentracich negativné ovliviiuji raistové parametry kli¢ni rostliny
(BARAMPURAM et al. 2014).

Jak uvadi CHIEN et al. (2006), kli¢eni semen korkovniku je podmi-
néné chladovou stratifikaci, zménami teplot ¢i mechanickym naru-
$enim jejich osemeni. Pocate¢ni experiment s klicenim semen na
Zivném médiu potvrdil, Ze aby doslo ke kliceni, musi byt osemeni nej-
prve mechanicky naruseno skalpelem, nebot bez tohoto zasahu ne-
doslo ani po 12 tydnech k aktivaci semene. Kli¢ivost semen korkov-
niku byla nejvyssi pfi ristu na médiu MSI3 (40% kli¢ivost) s vysokou
koncentraci cytokinint. Pravé cytokininy, spolu s gibereliny, pozi-
tivné ovliviiuji kli¢eni semen a prekondni dormance (MIRANSARI,
SmITH 2014). Jako nejvhodnéjsi multiplika¢ni médium se osvédcilo
MSM1 a MSM2 s niz$§imi koncentracemi cytokinint (BAP 0,4 mg.1?,
respektive 0,8 mg.l""). Potvrdila se ndm tak domnénka, Ze korkovnik
rostouci v in vitro podminkach nevyzaduje vysoké koncentrace cyto-
kinind, jak uvadi néktefi ¢insti autori, napt. WANG et al. (2011). Pti
zvy$eném mnozstvi cytokininu BAP v zivném médiu byly rostliny
chlorotické a velmi kiehké. Negativni vliv vysoké koncentrace BAP
na rist rostlin a vznik chloréz byl popsan také u maliniku (Rubus
idaeus) (MURVANIDZE et al. 2022). Pravdépodobnou pfi¢inou to-
hoto jevu je negativni pisobeni cytokininli na aktivitu transkripc-
nich faktorti (TF) regulujicich mnozstvi Zeleza v organismu. Jak

Obr. 3.

popisuji HINDT, GUERINOT (2012), cytokininy dokdzi inhibovat TF
FRO?2 a IRT1, které maji zdsadni vliv na pfijem a rovnovahu zeleza
v rostliné. Vysledny nedostatek Zeleza pak vede k naruseni fotosyn-
tézy ¢i k nemoznosti tvorby ferredoxinu a chlorofylu. Ackoliv rostly
explantaty korkovniku stejné dobfe na médiu MSM1 jako na MSM2,
doporuc¢ujeme pro dlouhodobé péstovani pouziti média MSM1
dlouhodobého puisobeni vyssich koncentraci BAP na schopnost
rhizogeneze, jak bylo ukazano naptiklad u jefdbu bieku (MALA et
al. 2009), u tropického Pterocarpus marsupium Roxb. (AHMAD,
ANi1s 2019) ¢i u podnozi kulturnich druhti $vestek (GENTILE et al.
2014).

ZAVER

Sterilizace semen byla 100% uspé$nd s pouzitim slabého roztoku
chlornanu sodného. Pro aktivaci semene bylo nutné mechanické na-
ruseni jeho osemeni, ke kli¢eni dolo za 8-10 tydntL. Jako nejvhodnéjsi
induk¢ni médium pro rast kli¢nich rostlin bylo MS médium s pridav-
kem 2 mg.I"! BAP, na kterém dosahovala kli¢ivost 40 %. Pro multipli-
kaci explantatt doporuc¢ujeme pouzit MS médium s nizsi koncentraci
cytokininu (0,4 mg.l! BAP), dostacujici pro rychlé mnozeni vyhonii
a zajistujici kvalitni riistové parametry.

Podékovani:

Vysledek vznikl za podpory Ministerstva zemédélstvi, institucionalni
podpora MZE - RO0123.

Explantaty korkovniku amurského po 3 mésicich na MS médiu s 0,4 mg.l"' BAP (foto M. Komarkov4)

Fig. 3.

Amur cork tree explants after 3 months on MS medium with 0.4 mg.I"* BAP (photo: M. Komarkova)
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INDUCTION AND MULTIPLICATION OF AMUR CORK TREE (PHELLODENDRON AMURENSE RUPR.)
BY IN VITRO ORGANOGENESIS

SUMMARY

Phellodendron amurense Rupr. (Amur cork tree) is a deciduous tree belonging to the Rutaceae family, distributed in the Far East (Russia,
Khabarovsk, Primorsko, Amur region), China, Japan and Korea. In the Czech Republic, the occurrence of cork tree has been observed since
1911 (POLANSKY 1934). P amurense is commonly used as an anti-inflammatory, antipyretic, cholagogue, and antibacterial medicine, and it is
also a potential source of industrial cork. Because of its value of medicine and timber, P. amurense is considered to be an endangered species.
Cork seeds have the water-permeable coat, which plays a mechanical role in preventing radicle protrusion into intact seeds. CHIEN et al. (2006)
tested different methods of increasing seed dormancy and germination, including temperature changes, cold stratification or application of
gibberellic acid. As the most appropriate way to overcome dormancy, the authors suggested mechanical disruption of seed coat or incubation
of seeds in liquid nitrogen, which caused cracks in the seed coat. Although this tree is conventionally propagated by seeds, the germination
rate is quite low. In vitro micropropagation can solve these problems by producing large quantities of uniform plants from select plant species.
Currently, a large number of micropropagation procedures has been developed for various forest tree species, however, each species must be
approached separately and the growth conditions must always be adapted to the requirements of the given tree species. The purpose of our study
was to find the most suitable methods of in vitro organogenesis of the P. amurense from seeds, with an emphasis on the phase of induction and
multiplication.

The seeds were stirred in a weak NaClO solution, resulting in 100% sterilization success. Seed germination was tested on three types of nutrient
media with different concentrations of phytohormones (Tab. 1). Even after 12 weeks of incubation, there was no germination of the seed without
mechanical disturbance of the seed coat. For seeds activated by mechanical scarification, MSI3 with the highest concentration of cytokinins
was chosen as the most suitable induction medium (germination percentage 40%). On the contrary, on the medium without the addition of
phytohormones, the success rate of germination was minimal (6.7%). Approximately 10% of all tested seeds germinated, but the plant did
not grow beyond the cotyledons (Fig. 1) and died after a few weeks. Successfully germinated plants were subsequently transplanted on the
multiplication medium with the composition shown in Table 2. The multiplication medium MSM4 with the highest concentration of cytokinins
caused chlorosis and poor growth (Fig. 3, plant on the left). After transplanting to MSM3, the plants showed vital growth, the newly grown apical
parts demonstrated no chlorosis (Fig. 3, plant in the middle). On the MSM3 medium, the plants multiplied very well (multiplication rate 95%)
and formed about five new shoots on average. However, for cork tree multiplication we recommend the use of MSM2 or MSM1 media with the
lowest cytokinin concentration (Fig. 4), because of negative effect of high concentrations of BAP on rooting and iron metabolism.
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