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1. Uvod

Ve Vyzkumném uUstavu lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i., byla ovéfovdna moZnost
reprodukce vybranych populaci zvonovce liliolist¢tho metodami in vitro. Mikropropagaéni
postupy in vitro (klonové mnozeni v explantatovych kulturach) jsou stale Castéji pouzivany
jako mozny zpisob konzervace ohroZenych genotypii a jejich efektivni reprodukce. Tyto
technologie zajiStuji nejen vylouceni vSech Skodlivych faktort, které v pfirod¢ limituji
pifirozenou cestu obnovy ohrozenych druht, ale zaru€uji i genetickou identitu mnoZeného
materidlu (D’AMATO 1978). Jednou z nepiehlédnutelnych vyhod mikropropagacnich postupti
je moznost namnozeni neomezené¢ho poctu identickych jedincti z ohrozené populace
v relativné kratkém casovém obdobi, pficemz mnoZstvi odebiraného rostlinného materialu pro
zaloZzeni primarnich kultur (vétSinou meristematicka pletiva nodalnich segmenti) je
minimdalni, a pivodniho darce neposkozuje. Dalsi vyhodou mikropropagacniho postupu je
moznost mnozeni z meristematickych pletiv, kterd jsou prostd patogennich zarodki, takze

ziskany sadebni material miize napomoci i pti ozdravovani napadenych populaci.

Metoda indukce organogeneze z meristematickych pletiv byla jiz UspéSné pouZzita pro
namnoZzeni kriticky ohrozenych druhta rostlin, napt. lykovce vonného a hotce teCkovaného
(CoHEN 1975, FAY 1992, MALA a BYLINSKY 2004). U celedi Campanulaceae byly
mikropropagace vyuzity pro mnoZeni druhu Campanula isophylla Moretti, kde byly
pozorovany klonové rozdily v multiplikacni fazi (v poctu nov€ tvofenych vyhontl) i ve fazi

rhizogeneze (doba tvorby kotfentll) (BRANDT 1992).

Regenerace rostlin z primarnich explantati je podminéna vypracovanim vhodnych
technologickych postupii umoznujicich indukci organogeneze, kterd musi byt nasledovéana
uspésnou regeneraci kompletni rostliny. Zakladnimi mechanismy uplatiiujicimi se pfi rastovych
pochodech jsou dereprese meristémll axilarnich pupenli nebo reorganizace meristémi a rast
adventivnich pupenii. Hlavnim pfedpokladem usp&Sné organogeneze je zajiSténi vhodnych
kultivanich podminek (chemické slozeni zivného media, teplota, vlhkost a osvitovy rezim).
Neméné vyznamné ovliviiuji UspéSnost organogeneze i takové faktory jako je staii a fyziologicky
stav darcovského jedince, doba sbéru, zptisob a délka skladovéani zdrojového materialu, povrchova

sterilizace a technika preparace explantatii.
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2. Sbér rostlinného materialu

Prvotni pokusy zaméfené na moznost vyuziti mikropropagacnich technologii pro reprodukci
zvonovece liliolistého byly provedeny na rostlinném materialu z lokality Bilichovské udoli jiz

v roce 1996.

V ramci ptipravy zachranného programu byl rostlinny materidl odebran v ¢ervnu 2015
(lodyhy, listy) z lokality Vrazba a v zaii 2015 prob¢hl odbér na lokalitach Bilichovské udoli
(DZbén) a Babinské louky. Pti odbérech byl rostlinny materidl oznacen identifika¢nim cislem
donorového jedince. Pro ptevoz do laboratoii Vyzkumného tstavu lesniho hospodafstvi a
myslivosti, v.v.i. se material vlozil do mikrotenovych sackti mezi navlhéenou sterilni
buni¢itou vatu a pievoz se uskutecnil v chladové tasce, z divodu udrzeni rostlinného
materidlu v chladu. Po pfevozu do laboratofi byl materidl okamzité zpracovavan, poptipade

uloZen na nezbytné kratkou dobu do lednice (5°C).

3. Sterilizace rostlinného materialu

Piivezeny rostlinny material byl nastfihdn na segmenty o velikosti 3 — 5 cm. Segmenty
byly proplachovany 10 min. v Jaru, poté sterilizovany 5 min v 5% Korsolex® plus (BODE
CHEMIE Hamburg, Germany), nasledné¢ byly segmenty proplachovany pod tekouci vodou
15 min. a probihala sterilizace v 1% SAVO (Bochemie, a. s., CR), zde byly testovany
rozdilné doby sterilizace 5, 7, a 10 minut a zdvérem byl rostlinny material tfikrat promyt ve
sterilni destilované vodé. Proces promyvani ve sterilni destilované vod¢ jiz probihal v
laminarnim boxu za sterilnich podminek. Jako nejvhodnéjsi vychozi material pro zaloZeni
explantatovych kultur se jevily segmenty lodyh s meristémy z Uzlabi listi odebirané v

jarnim obdobi, optimalni doba sterilizace v 1% SAVO byla 5 minut.

4. Indukce organogeneze

Jednotlivé  vysterilizované segmenty se po jednom umistily do 100 ml
Erlenmeyerovych ban€k naplnénych 50 ml indukéniho agarového média. Pro indukci
organogeneze se pouZzily 2 typy modifikovanych médii: 6% agarové (Dr. Kulich Pharma, s. r.
0, CR) médium WPM (LLOYD, MCCOWN 1981) doplnéné o 200 mg.1" glutaminu, 200 mg.I"
kaseinového hydrolyzatu, 30 g.I" sachardzy, 0,2 mg.I" BAP a 0,1 mg.I" IBA a 6% agarové
médium MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) doplnéné o 200 mg.I" glutaminu, 200 mg.I"
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kaseinového hydrolyzatu, 30 g1’ sacharézy, 0,2 mg.I" BAP a 0,1 mg.l' IBA, pH bylo
upravovano na 5.8 (Obr. 1, 2, 3). Jako vhodné&j$i se pro indukci organogeneze osvédcilo

modifikované MS médium. Kultivace probihala v klimatizovanych podminkach piti 24°C a

16hodinové osvitové periodé bilym fluorescenénim svétlem (30 pmol.m™ s™).

SlozZeni kultivaénich médii:

MS médium - MURASHIGE et SKOOG médium

Mikroelementy mg . 1"
CoCl,.6H,0O 0.025
CuS0O,45H,0 0.025
FeNaEDTA 36.70
H;BO; 6.20
KI 0.83
MHSO4.H20 16.90
N32M004A2H20 0.25
ZHSO4.7H20 8.60
Makroelementy mg. 1"
CaCl, 332.02
KH,PO, 170.00
KNO; 1900.00
MgSO, 180.54
NH;NO; 1650.00
Vitaminy mg. 1"
Glycine 2.00
Myo-Inositol 100.00
Nicotinic acid 0.50
Pyridoxine HCI 0.50
Thiamine HCI 0.10

WPM MEDIUM - LLOYD et MCCOWN médium

Mikroelementy mg . 1"
CUSO4A5H20 0.25
FeNaEDTA 36.70
H;BO; 6.20
MnSO,.H,O 22.30
N32M004A2H20 0.25
ZnS0,.7H,0 8.60
Makroelementy mg . 1"
CaCl, 72.50
Ca(NO;).2H,0 471.26
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KH,PO 4 170.00
K,SO, 990.00
MgSO, 180.54
NH;NO; 400.00
Vitaminy mg. 1"
Glycine 2.00
Myo-Inositol 100.00
Nicotinic acid 0.50
Pyridoxine HCI 0.50
Thiamine HCI 1.00

5. Multiplikace explantatovych kultur

Multiplikace stabilizovanych explantdtovych kultur probihala na modifikovaném médiu
WPM doplnéném o 200 mg.I" glutaminu, 200 mg.I" kaseinového hydrolyzatu, 30 g.I"
sachardzy, 0,2 mg.I"' BAP a 0,1 mg.I" IBA, 6 g "' agaru. Pro kultivaci zvonovce liliolistého se
osveédcil agar od firmy Dr. Kulich Pharma, s. r. o (Obr. 4). Vliv rozdilnych typl agaru na rast
explantatovych kultur riznych druht rostlin popsalo vice autoril, a ptestoze byly provedeny
analyzy sloZeni jednotlivych testovanych agarQi (rizni vyrobci, rGzné Sarze komercnich
vyrobkll apod.) a stanoveny jejich fyzikalné-chemické charakteristiky, rozdily v reakci in
vitro kultur riznych druhli rostlin na agarové agens nemaji exaktni vysvétleni. Kultivace

probihala v klimatizovanych podminkach pii 24°C a 16hodinové osvitové periodé bilym

fluorescenénim svétlem (30 pmol.m™ s™) (Obr. 5).

6. Proces rhizogeneze a aklimatizace

Pro navozeni rhizogeneze se pouzilo WPM médium tretinové koncentrace s obsahem 1 mg.I”
IBA, sachar6za 5 g.l‘l, agar (CL 97, Dr. Kulich Pharma, s. r. o., CR) 6 g.l’l, pH 5.8, vyhony
byly kultivovany pii 24 °C na svétle (36W/33 Philips Tubes, The Netherlands) s 24hodinovou
svételnou periodou a intenzitou osvétleni 30 pmol.m™.s™' (Obr. 6). U explantatovych kultur
zvonovce liliolistého bylo také pozorovdno spontanni zakofenovani na multiplikacnim médiu

a to u nov¢ zalozenych explantatovych kultur v pribchu feseni projektu.

Rostliny s vyvinutym kofenovym systémem byly piesazeny do agroperlitu (Obr. 7), byla
testovana 1 moznost presezeni piimo z agarového média do nesterilniho substratu - smeési

zeminy a agroperlitu (1 : 1), tento postup se osvédcil (Obr. 8). V pribéhu celé aklimatizacni
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faze byly zakotenujici rostliny jedenkrat denné zalévany zdkladnim roztokem WPM (LLOYD,
McCowN 1981), fedénym 1 : 10 destilovanou vodou. Aklimatizace probihala v klimatizované
mistnosti pfi teplot¢ 20 °C a 24hodinové svételné fotoperiode, s osvétlenim o intenzité 30
pumolm™s™', zakofenéné rostliny byly udrzovany pii 90% relativni vzdusné vlhkosti.
V piipad€ rostlin kultivovanych na agroperlitu byly po 14 dnech rostliny ptfesazeny do
nesterilniho substratu tvofen¢ho smési zeminy a agroperlitu (1 : 1). Rostliny rostouci na
nesterilnim substratu byly postupné adaptovany na 70% relativni vzdusnou vlhkost (Obr. 9).
Pro dalsi dopéstovani byly pouzity obaly BBC Growing trays, které podporuji spravny rozvoj

a tvorbu kvalitniho kofenového systému.

Vypéstky in vitro byly dopéstovany do vysadby schopnych sazenic na venkovnich zahonech

Vyzkumného tstavu lesniho hospodaistvi a myslivosti, v. v. 1. (Obr. 10, 11).

7. Zavér

Ve Vyzkumném ustavu lesniho hopodafstvi a myslivosti, v. v. 1. byla vypracovdna metodika
mnozeni kriticky ohrozeného druhu zvonovce liliosttho pomoci mikropropagacni
technologie. Protokol byl pouzit pro rozdilné genotypy rostlin z odlisnych lokalit zbytkového
vyskytu, byly optimalizovany postupy indukce, multiplikace a rhizogeneze explantata.
Podatilo se dopéstovat vypestky in vitro z nové zalozenych explantatovych kultur, sazenice
jsou vysazeny ve venkovnich podminkach. Soucasné jsou stabilizované explantatové kultury
ve fazi multiplikace udrZzovany v bance explantatii Vyzkumného ustavu lesniho hospodatstvi
a myslivosti, v. v. i.. Kultury in vitro je mozné dlouhodob¢ udrzovat a jsou vyuZitelné i pro

piipadné napéstovani rostlin tohoto kriticky ohrozené¢ho druhu.
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Obr 1: Zakladani explantatovych kultur — lokalita Vrazba
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Obr. 2: Indukce organogeneze
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Obr. 3: Detail indukce organogeneze
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Obr. 4: Multiplikujici se kultura zvonovce liliolistého
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Obr. 5: Explantatové kultury zvonovce liliolistého
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Obr. 6: Faze rhizogeneze
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Obr. 7: Faze aklimatizace — rostliny po pfesazeni z agarového média do agroperlitu
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Obr. 8: Faze aklimatizace — rostliny po pfesazeni z agarového média na smés zeminy a
agroperlitu
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Obr. 9: Faze aklimatizace — adaptace na 70% relativni vzduSnou vlhkost
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Obr. 10: Vypéstky in vitro na venkovnim zdhonu
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Obr. 11: Detail vypéstku in vitro zvonovce liliolistého



