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ABSTRACT

In our work, we managed to confirm that the growth regulators (especially BAP) can induce
proliferation in in vitro explant culture of a broader collection of rowan and Aronia genotypes.
Depending on the concentration of the respective phytohormone, the multiplication coefhicient
ranged from 1.4 to 4.1. The formation of roots was induced by substituting cytokinins for auxins in
the nutrient agar medium. Among the different auxins tested, in vitro shoots of A. arbutifolia treated
with 1 mg- 1" NAA in MS medium with macro and microlements reduced to one half had the highest
percentage (100 %) of rooting. Relatively high percentage 80 % of rooting was also noted on the
medium with 1 mg - I of auxin IBA in A. melanocarpa and on medium with 1 mg - I NAA in
A. prunifolia. Obtained results show that, it is possible to efficiently multiply and root studied species
in in vitro culture.
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V nas$i praci se podarilo u $irSiho souboru genotypt jefabu a aronie potvrdit, Ze lze piisobenim
ristovych regulatort (zejména BAP) v podminkdch in vitro vyvolat proliferaci postrannich prytt
v explantatové kulture. V zavislosti na koncentraci pfisluného fytohormonu se koeficient multiplikace
pohyboval mezi 1,4 az 4,1. Ndhradou cytokinint za auxiny v zivném agarovém médiu se podarilo
indukovat tvorbu kotent. Nejlepsi vysledek a 100% kofenéni byl v nasich pokusech pozorovan pri
sniZzeni koncentrace makro a mikroprvki v MS médiu na polovinu a pfi pouziti 1 mg - I auxinu
NAA u A. arbutifolia. Velmi vysoké 80% korenéni bylo zaznamenano na stejném médiu u druhu
A. prunifolia a u druhu A. melanocarpa na médiu s 1 mg - 1! auxinu IBA. Dosazené vysledky ukazuji,
ze studované druhy lze efektiviné mnozit a kofenit v in vitro kultufe.

Klicova slova: in vitro kultury, genofond, Sorbus, Aronia, kofeneni

VSuo.cz 29



VEDECKE PRACE OVOCNARSKE

Rody Sorbus (jetab) a Aronia (¢esky botanicky
nazev temnoplodec) patii do celedi razovitych
(Rosaceae) a tadi se mezi méné znamé jadrové
ovoce. Mezi péstitelskou vefejnosti se pro
nejéastéji péstovany druh temnoplodce Aronia
melanocarpa (Michx). Ell. pouziva nazev aronie
¢erna. Z dtivodu velké podobnosti plodti aronie
s jerabem je také lidové tento druh nazyvan
¢ernad jerabina nebo jerab cerny. Stejné jako
i jiné druhy jadrovin (napf. muchovnik nebo
oskeruse) mohou byt razeny zaroven i mezi
drobné ovoce. Vétsina zastupct z téchto rodi
nema velké ndroky na zivotni podminky
a prospivaji i na ptdach s niz§im obsahem Zivin.
Jedna se z hlediska velkovyrobniho péstovani
o okrajové ovocné druhy, které si vSak v posledni
dobé ziskavaji stale vétsi pozornost spotiebiteltl,
z davodd pozitivnich zdravotnich u¢inkd na
organismus. V roce 2017 byla celkova plocha
produkénich vysadeb jerdbu v Ceské republice
17,8 ha (Buchtova 2017).

Jetdb ptac¢i (Sorbus aucuparia L.) patfi
k odolnym listnatym stromdm s rozsahlym
roz§itenim v Evropé. Vzhledem k velké
odolnosti k drsnym klimatickym podminkdm
roste od nizin az do vysokych horskych poloh.
Kromé dfeva poskytuje i velké mnozstvi plodt,
které jsou v pfirodé vyznamnou soucasti potravy
ptakd a zvére. Ve Stfedni Evropé se plody
jefdbu pouzivaji tradicné k pripravé sirupd,
kompotti nebo dochucovani jidel. Plody jefdbu
se nekonzumuji v syrovém stavu, je u nich
nutna kuchynska uprava. Jsou jim pripisovany
rovnéz lé¢ivé protizanétlivé ucinky (Vogl et al
2013). Vyskytuje se v rtiznych formach, z nichz
hospodarsky vyznamné jsou zejména genotypy
odolné k chorobam, rychle rostouci a poskytujici
velké urody vyzivnych plodi. V pripadé jerabu
odridy ’Granatovy’  pouzitého v nasich
pokusech se jednd o mezirodovy kfizenec jetdbu
ptaciho a hlohu sibifského ptivodem z Ruska.

Rod Aronia je pivodem ze Severni Ameriky
a zahrnuje tfi druhy: Aronia melanocarpa
(Michx.) Elliott (temnoplodec cernoplody),
Aronia arbutifolia (L.) Pers. (temnoplodec
planikolisty) a Aronia prunifolia (Marshall)
Rehder (temnoplodec tfesiolisty). Pro kulturni
péstovani se obvykle roubuje A. melanocarpa

ve Skolkich ve stromovém tvaru na semenné
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podnozi jefdb pta¢i. Plodem jsou purpurové
¢erné malvice o velikosti 6-13 mm, seskupené do
chocholiku, dozravaji koncem srpna az za¢atkem
zafi. Aronie je nendro¢na na pudu, avsak kvalitni
velké plody se vypéstuji na ptidach s dostate¢nou
zasobou Zivin a na oslunénych stanovistich.
Vyzralé plody aronie je mozno konzumovat
v syrovém stavu, obsahuji pomérné velké
mnozstvi vitaminu C, rutin, karotenoidy a celou
fadu mineralnich latek. Aronie jsou povazovany
i za bohaty zdroj fenolovych sloucenin, zejména
fenolickych kyselin a flavonoidu, které prispivaji
k jejich vysoké antioxida¢ni aktivité (Ara 2002).
Mnoho studii ukazuje ochranny uéinek aronie
proti karcinomu tlustého streva (Kulling 2008).

Oba studované druhy je mozno mnozit
i semeny. Nevyhodou generativnitho mnozeni je
ale geneticky riiznorodé potomstvo s nestejnou
velikosti a kvalitou plodd. Pfi rozmnozovani
odrtid a vybranych ekotypt jefdbu se nabizi
i pouziti tradi¢nich s$kolkarskych metod
roubovani a ockovani. Oba zpiisoby $tépovani
vSak  vyzaduji dopéstovani generativniho
podnozového materidlu, coz je casové
naro¢né. Pro zefektivnéni $kolkarské produkce
pravokofennych rostlin se jevi jako velmi
perspektivni  celoro¢ni mnozeni pomoci
modernich biotechnologickych metod
v laboratornich podminkich ve formé in
vitro kultur na agarovych médiich. Techniky
reprodukce jefabu metodami in vitro maji velky
potencidl i pro zachranu cennych genotyptd
a populaci u nas pivodnich druhd jefabd na
ohrozenych stanovistich (napf. jerab sudetsky).

MATERIAL A METODY

K vyzkamu  mikrorozmnozovani byl
pouzit materidl z in vitro kultur ustavenych
z pupenovych meristému z genofondové sbirky
jetabu a aronie ve VSUO Holovousy s.r.o.
z rostlin ovéfenych z hlediska druhové
a odrtidové pravosti.

Veskeré prace souvisejici s délenim a prenosem
explantati na nova média probihaly ve sterilnim
prostedni flow boxu. Pro zamezeni exogennich
kontaminaci z vnéjsiho prostredi byly pracovni
plochy v laboratofi pravidelné dezinfikovany
etanolem. Vrcholky byly péstovany ve 100ml
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Erlenmeyerovych bankach zakrytych hlinikovou
folii s 25 ml MS média (Murashige a Skoog
1962). U pouzitého média bylo pH upraveno na
hodnotu 5,8. Pripravena média byla sterilizovana
za tlaku 100 kPa v parnim tlakovém sterilizatoru
pfi 120 °C po dobu 20 minut. Vsechna
pripravena média byla skladovana v temnu,
aby nedoslo k fotodegradaci uc¢innych latek
(zejména fytohormonu BAP) pisobenim svétla.
V intervalu 25 az 30 dn@ probihalo sterilné
kontinualni pasdZovani. Béhem kultivace byly
explantatové kultury umistény v kultivaéni
mistnosti s kontrolovanym svételnym a tepelnym
rezimem - 16 hodin svétlo, 8 hodin tma,
22+1°C.

Pro vyzkum indukce multiplikace a napéstovani
dostatecného mnozstvi rostlin  pro dalsi
metodické postupy byly vyuzity cytokininy
6-benzylaminopurin (BAP) v koncentracich
1,2 a4 mg- 1", thidiazuron (TDZ) v koncentraci
0,5a1 mg- 1" a2iP (6-(g,g-dimethylallylamino)
purin) v koncentraci 10 mg - I"'. Po autoklavovani
a casteném zchladnuti na 40 °C byly do

pripravenych médii pridany sterilné pres
mikrofiltry  (supor acrodisc) termolabilni
tytohormony TDZ a 2iP.)

Multiplikaéni koeficient byl vypocitan v kazdé
varianté média jako primérny pocet novych
vyhonti na vychozi explantit po 1 mésici ristu
na agarovém médiu v kultivaéni mistnosti.
V pokusech s multiplikaci bylo pro kazdou
odrtdu pouzito celkem 60 vychozich explantattL.
V  pribéhu kultivace byl sledovan vyvoj,
vegetativni znaky a zaznamendn vyskyt
ptipadnych morfologickych abnormalit.

Pro vyvolani indukce kofenéni byly testovany
v 50% MS médiu tfi druhy auxint IBA (kyselina
beta indolylmaselna), IAA (kyselina beta
indolyloctova) a NAA (kyselina alfa naftyloctova)
v koncentraci 1 mg - 1. V pfipadé auxinu NAA
byla testovdna rovnéz vys$si koncentrace 5 mg - 1.
V pokusech s kofenénim bylo pro kazdou
odrtdu pouzito celkem 40 vychozich explantattL.
Po autokldvovani ptfipravenych medii byly
sterilné pres mikrofiltry (supor acrodisc) pridany
véechny testované auxiny. Podminky kultivace
in vitro rostlin byly u kofenéni stejné jako
u faze mnoZeni. Po jednom mésici na kofenicim
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médiu byl zaznamenan pocet kofenicich rostlin
a primérny pocet kofent na jednu rostlinu.

VYSLEDKY A DISKUZE

V tabulce ¢ 1 jsou uvedeny multiplikaéni
koeficienty jefabu a aronie na testovanych
médiich. U jednotlivych druhti a genotypi bylo
dosazeno rozdilnych koeficientt multiplikace.
Nejvy$si multiplikaéni koeficienty v celém
hodnoceném souboru 4,1 a 4,0 byly prfitom
ziskany na MS médiu s vy$§imi koncentracemi
BAP 2 a 4 mg - I' u druhd A. melanocarpa
a A. arbutifolia. U druhu A. melanocarpa
byl dosazen dostate¢né vysoky koeficient
testovanou koncentraci BAP 1 mg - I
V priibéhu jednoho roku lze z jednoho vychoziho
vrcholu ziskat pfi takto vysokych multiplika¢nich
koeficientech az tisice identickych novych
rostlin. Dosazené vysledky lze proto vyuzit
u vyS$e uvedenych dvou druht temnoplodce
A. melanocarpa a A. arbutifolia i pro komeréni
mikropropagaci. Pro indukci multiplikace
v podminkich in vitro kultur u jerdbu se
v na$i praci potvrdila dulezitost fytohormonu
BAP. Nejvyssi multiplikaéni koeficienty byly
pozorovany pro vSechny testované genotypy na
médiich s timto cytokininem. Vhodnost BAP
pro vyvolani proliferace postrannich vyhont
v explantatové kultufe pozorovand v nasich
pokusech je v souladu s vysledky zahrani¢nich
autorti dosazenymi pfi in vitro mnozeni riiznych
druhti rizovitych rostlin patticich do subtribu
Pyrinae (Mehri-Kamoun et al. 2004, Boudabous
et al. 2010, Borsai et al., 2017).

Médium s 10 mg - I' 2iP nepodporovalo
vyznamné tvorbu novych in vitro vyhonu
u jefdbu ‘Granatovy'. A. arbutifolia se na
tomto médiu nemnozila vibec. Multiplika¢ni
koeficient po mésici kultivace byl nizky
i u zbyvajicich dvou druhtt A. prunifolia (2,1)
a A. melanocarpa (2,0), coz postatuje pouze
k zaloZeni a udrzeni in vitro kultury, nikoliv v§ak
pro mikrorozmnozovani v komerénim méritku.
Podobné nizké multiplikaéni koeficienty byly
zaznamendany u studovanych druhi i pfi pouziti
fytohormonu TDZ.
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U testovanych genotypti nebyly v prubéhu
in vitro kultivace pozorovany zadné rustové
abnormality, jako je naptiklad tvorba kalusu
nebo zuzené listy. Rostliny na pouzitych médiich
zdravé prorustaly a vyvinuly kvalitni olisténi.
Listy zformované v in vitro podminkach
odpovidaly morfologicky rostlinam studovanych
druht na trvalém stanovisti. Pozorované rozdily
ve schopnosti multiplikace mohou pochézet
z rozdilného metabolismu auxint a cytokinint
v rostlinném pletivu u jednotlivych genotypi.
Vysledky in vitro kofenéni pro Ctyfi pouzité
genotypy a auxiny IAA, IBA a NAA jsou uvedeny
v tabulce 2. Néhradou cytokinini za auxiny
v zivném agarovém médiu se podafilo indukovat
tvorbu  kofeni.  Procento  zakofenénych
jedincii se pohybovalo v zavislosti na pouzitém
fytohormonu a genotypu od 0 do 100 %.
Nejvyssi 100% kofenéni bylo zaznamenano
udruhu A. arbutifolia na médiu s nizsi testovanou
koncentraci NAA 1 mgl'. Velmi vysoké 80%
kotenéni bylo zaznamendano na stejném médiu
u druhu A. prunifolia a u druhu A. melanocarpa
kofenéni v celém spektru zkoumanych genotypt
bylo dosahovano na médiu s auxinem IAA.

Rostliny jefabu a aronie s kofeny byly pfeneseny
do raSelinového substratu a pfemistény
do kultiva¢niho boxu s regulovatelnym
odvétravanim, kde se podarilo udrzet v okoli
rostlin téméf 100% vzdusnou vlhkost po dobu
1 tydne. Uspésnost aklimatizace po nésledném
postupném snizovani vzdusné vlhkosti byla
100 %. Podarilo se tak dopéstovat ze vsech

PODEKOVANTI

zakorenélych in vitro explantati kompletni
aktivné rostouci rostliny, které byly nasledné
preneseny do  standardnich  péstebnich
podminek. Po prevodu zakofenélych rostlin
z in vitro do ex vitro podminek nebyly
pozorovany zadné riistové abnormality nebo
morfologické odliSnosti od rostlin jerabu
a aronie namnozenych tradi¢nimi $kolkarskymi
technikami.

ZAVER

V na$i praci se podatilo u $irstho souboru
genotypl jefdbu a aronie potvrdit, ze lze
pusobenim riistovych regulatortt (zejména
BAP) v podminkéch in vitro vyvolat proliferaci
postrannich prytd v explantitové kultufe.
V zavislosti na koncentraci pfislusného
fytohormonu se  koeficient — multiplikace
pohyboval mezi 1,4 az 4,1. Vysledky nasich pokust
dokladuji rozdilnou schopnost multiplikace
v podminkach in vitro u jefdbu a aronie.
Dostatek vychoziho vysadbového materidlu
pfitom mize napomoci rychlej$imu zaclenéni
téchto méné znamych druhtt do agrarniho
sektoru Ceské republiky. Trzni potencidl téchto
druht dokladuje to, Ze v sousednim Polsku
s podobnymi klimatickymi podminkami byly
po roce 2000 vysazeny stovky hektarl aronie
s prumérnou velikosti jednotlivych vysadeb mezi
5 az 15 ha. Zvyseni z4jmu spottebitelt o ovoce
s intenzivné barvicimi plody a antioxida¢nimi
vlastnostmi jako je aronie lze ocekavat ve vSech
vyspélych zemich véetné Evropy i do budoucna.

Vysledek byl vytvoren za finanéni podpory MSMT v rdmci programu NPU I, projekt LO1608
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TABULKY
Tabulka 1. Koeficienty mnozeni jefabu a aronie

Table 1. Multiplication of rowan and Aronia

Genotyp?

Cytokinin"
(mg - 1)

Jeiab? Granatovy Aronia melanocarpa  Aronia arbutifolia ~ Aronia prunifolia
BAP
1,0 22 3,0 22 1,4
2,0 L9 4,1 3,4 2,1
4,0 1,2 3,1 4,0 2,5
TDZ
0,5 1,0 1,0 1,1 1,3
1 1,1 1,3 2,3 2,2
2iP
10 1,3 2,0 1,0 2,1

1) Cytokinin, 2) Rowan, 3) Genotype
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Tabulka 2. Kofenéni jefabu a aronie na 50% MS médiu
Table 2. Rooting of of rowan and Aronia in 50% MS medium

Kofenici vyhony (%) Pocet kofenti na jeden vyhon*

IAA (1 mg-17)

Jetab Granatovy 0 0,0
Aronia melanocarpa 10 1,0
Aronia arbutifolia 20 1,0
Aronia prunifolia 0 0,0
IBA (1 mg-17)

Jetab Granatovy 10 1,0
Aronia melanocarpa 80 2,3
Aronia arbutifolia 40 1,8
Aronia prunifolia 40 1,8
NAA (1 mg-17)

Jetab Granatovy 0 0,0
Aronia melanocarpa 60 1,8
Aronia arbutifolia 100 3,8
Aronia prunifolia 80 2,3
NAA (5mg-17)

Jetab Granatovy 30 2,7
Aronia melanocarpa 30 2,0
Aronia arbutifolia 70 34
Aronia prunifolia 50 1,4

1) Auxin, 2) Genotype, 3) Rooting shoots, 4) Number of roots per one shoot
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Obrazek 1. In vitro kultura - Aronia prunifolia

Picture 1. In vitro explant - Aronia prunifolia

(autor: P. Brandova)

Obrazek 2. In vitro kultura - Aronia arbutifolia
Picture 2. In vitro explant - Aronia arbutifolia

(autor: P. Brandova)
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Obrazek 3. In vitro kultura - jefdb 'Granatovy’

Picture 3. In vitro explant - jefdb ' Grandtovy’

(autor: P. Brandova)
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