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Procedures for the propagation of selected endemic Sorbus species by the classic
generative method and micropropagation

Abstract

The novelty of the presented methodology consists in the elaboration of in vitro propagation
procedures for four autochthonous Sorbus species, two endemic (Sorbus gemella, S. omissa)
and two hybrid (S. x abscondita, S. x kitaibeliana). Propagation procedures for these species
have not yet been published. The methodology also contains new knowledge about the
possibilities of generative reproduction of the above mentioned species, especially in terms of
the ability to form seeds, their viability and germination conditions.

The micropropagation process consists of four basic phases (establishment of primary
culture, multiplication of shoots, rooting and acclimatization). Derivation of in vitro culture in
cranes can be performed relatively easily from meristems of apical or depressed buds, from
individuals of different ages (Mala et al. 1999). However, root induction in crane microCuts in
vitro is problematic. Machova et al. (2013) optimized the rooting of some Czech endemic
Sorbus species in vitro by replacing BA in the multiplication phase with the cytokinin
derivative MeOBAPR. The actual root induction took place in vitro on a medium with a high
NAA content and further root development took place on a medium without growth
regulators.

There are other solutions, namely rooting of microcuts in non-sterile conditions in the
substrate. In the experiments, the effect of the powder stimulator Rhizopon® AA, which
contained IBA in various concentrations, was tested during the project. This method was also
tested for endemic Sorbus species for the first time. Based on our experiments, the rooting
procedure in non-sterile conditions was optimized for Sorbus gemella, S. omissa, S. x
abscondita and S. x kitaibeliana. For comparison, Sorbus omissa and S. x abscondita were
also based in which the roots were induced sterile on agar medium with the addition of IBA or
NAA at various concentrations. Rhizogenesis was achieved only in S. x abscondita and a
maximum of 56% of shoots took root, in S. omissa not a single shoot took root. If the micro-
cuttings were rooted in a peat substrate, root formation increased significantly in both species
and reached over 90 %, without treatment with growth stimulators. This method of rooting in
non-sterile conditions, peat substrate without the application of a growth stimulator, has
proven itself in all four tested crane types. In contrast to previously published in vitro rooting
procedures, the process of rooting in non-sterile conditions has been simplified by being
induced without the presence of auxins and rooting taking place simultaneously with
acclimatization (Sediva et al. 2020, 2021).

For generative propagation, the propagation process has been optimized, including
fruit collection, shelling, seed preparation before sowing and suitable sowing methods,
including the substrates used. The best results were obtained by direct sowing of seeds at the
optimal ripening time (end of September) in a standardized sowing substrate. Germination
usually ranged between 60-80 %.
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1. CiL METODIKY

Cilem metodiky je poskytnout optimalizovany postup mikropropagace a generativniho
rozmnozovani u ¢tyi domacich druhti, dvou endemickych (Sorbus gemella, S. omissa) a dvou
hybridogennich (S. x abscondita, S. x kitaibeliana). Uvedené mnozitelské postupy podpoii
aktivni ochranu a uchovéni tohoto pfirodniho bohatstvi pro budouci generace. Umozni
napéstovat mlady materidl, ktery mtze slouzit k posileni stdvajicich ohrozenych populaci
jmenovanych druhti nebo piipadné zalozeni novych vysadeb Vvramci repatriace jejich
vymizelych populaci.

2.UVOD

Z 22 druhti jetdbi v soucasnosti rozliSovanych v domadaci dendroflofe je 13 druhd
endemickych a tfi subendemické (okrajové zasahuji za hranice statu, viz seznam a obr. 1
nize). Vsechny tyto endemické druhy jsou vazany na malou oblast vyskytu, n€kdy dokonce
jen jedinou lokalitu. Populace naSich druhii nejsou pfili§ pocetné — jsou tvofeny obvykle jen
nékolika desitkami (v krajnim ptipadé méné nez 20) nebo nanejvys stovkami jedincti. VéEtSina
z nich se nachazi na lokalitach ptedstavujicich zbytkové fragmenty piirozenych biotopd v
kulturni krajing, jejichz ochrana neni dostate¢n¢ nebo dokonce viibec zajisténa.

Néplni této metodiky je vypracovani postupi vegetativniho (mikropropagace) a generativniho
mnozeni zaméfenych na Ctyfi autochtonni druhy jefaba (Sorbus gemella, S. omissa, S. x
abscondita a S. x kitaibeliana). Poznatky o ptirozené reprodukéni schopnosti téchto druhd
nejsou znamé nebo jsou velmi sporadické. Mnozitelské postupy pro pestovani v kultute zcela
chybi.

2.1. RozmnoZovani jerabu v pfirozenych podminkach

Pfirozenad regenerace je limitujici pro pfeziti a dalSi prosperitu jefdbi na piirozenych
stanoviStich. V pfirodé se jefdby rozmnozuji pfevazné generativné, jen omezené se muzou
Sifit klonalné, a to pomoci zakofenénych vétvi na lavinovych drahéach ¢i sutovych svazich
(napt. Sorbus sudetica, S. x decipiens; Kocidnova & Stursova 1986, Kovanda 1999,
Kocidnova et al. 2005) nebo vytvarenim kofenovych vymladki (vzacné zaznamenano napft. u
S. x decipiens; vlastni pozorovani). Jetaby jsou rostliny hmyzosnubné (entomogamické) a
vétSinou cizosprasné (alogamické), zdarny vyvoj semen je tak zavisly na vEétSim mnoZstvi
rostlin v doletové vzdalenosti hmyzu. K autogamii, tedy k opyleni vlastnim pylem dochézi jen
vzacné (zaznamenano napi. u Sorbus aucuparia a S. torminalis; Pias & Guitian 2006, Hoebee
et al. 2007, Rich et al. 2010). Kromé sexualniho zplisobu rozmnozovani, ktery je vlastni
diploidnim druhim, je u jefabu ¢asty nepohlavni zplsob rozmnozovani — apomixie. Apomikti
jsou polyploidni a v pievaze hybridogenniho ptivodu. Jsou to vétSinou endemity malych
uzemi, morfologicky velmi dobfe charakterizované, vytvafejici homogenni populace, na
rozdil od sexudlnich primarnich Fi1 hybridi, ktefi jsou vzacni a vyskytuji se zpravidla
jednotlive.

Pii apomixii vznika semeno, 1 kdyZ nedochazi k oplozeni — embryo se tedy vyviji
partenogeneticky a je klonem matky. Podle bunky/struktury, ze které embryo vznika, lze
rozdglit apomixii na sporofytickou a gametofytickou. V prvnim ptipadé vznika embryo piimo
ze somatické bunky ve vajiCku. Tento typ rozmnoZovani se také nazyva polyembryonie. V
druhém ptipad¢, ptfi gametofytické apomixii, se ve vajicku vyvine — stejné jako u pohlavniho
rozmnozovani — zarode¢ny vak, ktery je ovSem zpravidla neredukovany. Pokud se zarode¢ny
vak vyviji z neredukované megaspory, jednd se o diplosporni apomixii. Pfi aposporni



apomixii vznika zarodecny vak ze somatické buniky vajicka. Endosperm, potiebny pro vyzivu
embrya, vznikd u né¢kterych apomiktickych rostlin autonomné z centralnich jader zarode¢ného
vaku. Pokud je ke spravnému vyvoji endospermu u apomiktické rostliny potifeba oplozeni
téchto jader, jedna se o tzv. pseudogamii (Bila 2015, Briggs & Walters 2001, Grimanelli et al.
2001, Richards 2003). VSechny polyploidni jefaby jsou schopné pseudogamického zplisobu
rozmnozovani (Liljefors 1953, 1955; Jankun & Kovanda 1986, 1987; Dickinson & Campbell
1991). Aby tak mohly apomiktické druhy jefabt v piirozenych podminkach tvofit
zivotaschopna semena, je nutné k jejich zdarnému vyvoji zajistit ptitomnost dalsich druha
jefabu (darci pyld), v naSem piipadé¢ hlavné Sorbus torminalis a obou zastupcti Sorbus
subgen. Aria, tj. S. collina a S. danubialis.

V Ceské republice se vyskytuji diploidni, triploidni a tetraploidni cytotypy jefabti. Nasledujici
ptehledny seznam naSich jefabli uvadime pro pfedstavu o druhové bohatosti rodu na nasem
uzemi, o mife jejich ohrozZeni a o urovni jejich ploidie. Za jmény druhti a jejich autory je v
zavorce uveden rok prvniho védeckého popisu; dale Ceska jména; oblast vyskytu; za
pomlckou stupent ohroZeni podle ptedposledni (Grulich 2012) a posledni (Grulich 2017) verze
Gerveného seznamu cévnatych rostlin Ceské republiky (kategorie seznami jsou oddéleny
lomitkem; tam, kde neni kategorie stanovena, je napsan symbol *) a nakonec za stifednikem
podty chromozomd, které publikovali Lepsi & Lepsi (2017). Vyskyt jetabt na tizemi Ceské
republiky je schematicky znazornén na mapé€ na obr. 1.

Sorbus albensis M. Lepsi, Boublik, P. Lepsi & Vit (2009), jeiab labsky — Ceské stiedohoiti
severozapadné od Litométic — C2 r / EN-Blab(iii); 2n = 3x = 51.

Sorbus alnifrons Kovanda (1996), jetab olSolisty — tdoli feky Jihlavy u obce Jamolice, okres
Znojmo — C1 r / EN-B1lab(iii); 2n = 3x = 51.

Sorbus aria (L.) Crantz (1763), jefab muk — v Ceské republice pouze jizni Morava (Podyji,
Moravsky kras, Bilé¢ Karpaty) — C2b / VU (D1); 2n = 2x = 34.

Sorbus aucuparia L. (1753), jetdb ptaéi — v Ceské republice po celém tizemi hojng,
Vv teplejSich izemich vzacnégjsi — * / *; 2n = 2x = 34.

Sorbus barrandienica Vit, M. Lepsi & P. Lepsi (2012), jefab barrandiensky — Cesky kras
mezi Karl$tejnem a Hostimi — C1 b / CR-D1; 2n = 3x = 51.

Sorbus bohemica Kovanda (1961), jefab Gesky — Ceské stfedohoii — C2 b / EN-C2a(i); 2n =
3x =51.

Sorbus chamaemespilus (L.) Crantz (1763), jetab mispulka — v Ceské republice historicky
snad pouze Krkonose — * / *; 2n = 2x = 34?

Sorbus collina M. Lepsi, P. Leps1 & N. Mey. (2015), jefab chlumni — v Ceské republice
roztroudend ve stfednich a severnich Cechach, vzacné v zapadnich Cechach — C3 (jako
S. graeca) / NT; 2n = 4x = 68.

Sorbus cucullifera M. Lepsi & P. Lepsi (2015), jetab kornoutolisty — moravska a rakouska
¢ast stiredniho Podyji — * / CR-Blab(iii); 2n = 3x = 51.

S. danubialis (Jav.) Prodan (1923), jefab dunajsky — v Ceské republice roztrousené az vzacné
ve stfednich, severnich, severozapadnich Cechach a na jizni Moravé — C3 / NT; 2n = 4x
= 68.

Sorbus eximia Kovanda (1961), jefab krasovy — Cesky kras — C2 b / EN-Blab(iii); 2n = 3x =
51.

Sorbus gemella Kovanda (1996), jefab dZbansky — oblast Dzbanu v severozapadnich Cechach
— C1 b/ EN-Blab(iii); 2n = 3x = 51.

Sorbus milensis M. Lepsi, Boublik, P. Lepsi & Vit (2008), jefab milsky — vrch Mila u obce
Mila, okres Louny — C1 b / CR-Blab(iii); 2n = 3x = 51.

Sorbus moravica M. Lepsi & P. Lepsi (2015), jetab moravsky — Moravsky kras (Suchy zleb,
udoli Punkvy, okoli Lazanek) — * / CR-Blab(iii); 2n = 3x = 51.



Sorbus omissa Velebil (2012), jefab opominuty — udoli Vltavy u Roztok a Lib¢ic nad Vitavou
— C1r/EN-B1lab(iii); 2n = 3x = 51.

Sorbus pauca M. Lepsi & P. Lepsi (2013), jefab bezdézsky — vrchy Bezdéz a Maly Bezdéz
v severnich Cechach — * / CR-B1ab(iii); 2n = 4x = 68.

Sorbus pontis-satanae M. Lepsi & P. Lepsi (2015), jetab Certiv — Suchy zleb v Moravském
krasu * / CR-Blab(iii); 2n = 3x = 51.

Sorbus portae-bohemicae M. Lepsi, P. Lepsi, Vit & Boublik (2009), jefab soutéskovy —
Ceské sttedohofi, prilomové tudoli Porta Bohemica a Oparenské udoli — C1 b / CR-D1;
2n = 3x = 51.

Sorbus rhodanthera Kovanda (1996), jetab manétinsky — hora Chlum u Manétina, okr.
Karlovy Vary — C1 b / CR-Blab(iii); 2n = 3x = 51.

Sorbus sudetica (Tausch) Bluff, Nees & Schauer (1837), jefab sudetsky — endemit Ceské a
polské ¢asti Krkono$ (KrNaP) — C1 b/ EN-D1; 2n = 4x = 68.

Sorbus thayensis M. Lepsi & P. Lepsi (2015), jefab podyjsky — moravska a rakouska cCast
stfedniho Podyji — * / CR-D1; 2n = 4x = 68.

S. torminalis (L.) Crantz (1763), jetab biek — v Ceské republice v teplejsich Gizemich vzacnd
az roztrou$ené — C4da/ LC; 2n = 2x = 34.

Hybridni druhy

Sorbus x abscondita Kovanda (1996; S. aucuparia x S. danubialis), jefab skryty —
severovychodni kvadrant Cech, v oblastech spole¢ného vyskytu obou rodi¢i — * / *; 2n
=3x =51

Sorbus x decipiens (Bechst.) Petz. & Kirchn. (1864; S. aria x S. torminalis), jefab
tenkoplstnaty — Podyji, Moravsky kras — C4b (jako S. hardeggensis) / *; 2n = 2x = 34.

Sorbus x kitaibeliana Baksay & Karpati (1960; S. danubialis x S. torminalis), jefab
Kitaibeltiv — Trmice v Ceském stiedohoii —* / *; 2n = 3x = 51.

Sorbus x thuringiaca (Nyman) C. Fritsch (1896; S. aria x S. aucuparia), jefab polozpeteny —
Podyji —*/*; 2n = 2x = 34.
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Obr. 1 Vyskyt jefabti na uzemi Ceské republiky (stav k roku 2021). Ploiné arealy byly
vymezeny nastrojem ,,Sample by Buffered Local Adaptive Convex-Hull“ (C. French a J.
Bennett, www.sdmtoolbox.org), ktery kombinuje tvorbu obalové zény a minimalniho
konvexniho polygonu. Nélezova data jetdbu s plosSnym vyskytem byla odvozena z databaze
Pladias (databaze ¢eské flory a vegetace, www.pladias.cz).

2. 2. RozmnoZovani jerabu v kultuie

Pro rozmnozovani jefdbll je v praxi nejvice vyuzivano vysevli semen (generativni
rozmnozovani). Pfi  metod¢ vegetativniho rozmnozovani lze suspéchem vyuzit
xenovegetativniho roubovani (kopulace) ¢i ockovani (okulace) nebo autovegetativni
mikropropagace ¢i vzacné vyzivaného fizkovéani. Nejvice propracované mnozitelské postupy
jsou znamé u jefabu oskeruse (Sorbus domestica), a to zejména s ohledem Kk jeho vyuziti
V ovocnaistvi. VSechny vySe popisované mnozitelské zpusoby mohou byt pro jeho
rozmnozovani vyuzity (HrdouSek et al. 2014).

2. 2. 1. Generativni zpiisob rozmnoZovani

Je v kultufe u jetdbu pievazujici. Tento zpisob rozmnoZovani je vhodny z hlediska ziskani
velkého mnozstvi jedinci a vyuzivd se zejména pifi péstovani sadebniho materialu
V lesnickych skolkéch nebo pro napéstovani podnozového materidlu pro st€povani ve sfére
okrasného zahradnictvi. Je tfeba mit na paméti, Ze potomstvo sexudlné se rozmnozujicich
druhi nebude homogenni. Semenacfe oproti roubovanym ¢i ockovanym rostlindm rostou
bujnéji a jsou vitalnéjsi. Podrobné&ji o generativnim rozmnozovani viz kapitolu 4.2.

2. 2. 2. Roubovani

Nejrozsitenéjsim zpltisobem vegetativniho mnozeni u jefabii je roubovani, tedy pfenaseni
roubu §tépované rostliny na podnoz (vice napt. Bértels 1988, Walter 2001). Vyuziva se
predev§im pro namnozeni rozlicnych forem a odrid, u nichz je ucelné zachovat vSechny
jejich fenotypové i genotypové vlastnosti. Z hlediska ochrany ptirody vSak tento zplisob neni
vhodny, vzhledem k pouziti geneticky odliné podnoze. Castym jevem je odumfeni roubu a
pteziti pouze podnoZové rostliny, které neni v daném piipadé Zadouci. Pti vysadbéach do
pfirody tak muze dojit k neplanované vysadbé neptivodni dieviny, jako podnoze se totiz
kromé domacich druht jefabu (Sorbus aria, S. aucuparia) vyuziva ¢asto napf. jefab prostiedni
(S. intermedia). Roubovat Ize dokonce i na jiné ptibuzné rody (mezidruhové §t€povani), jako
tieba hloh (Crataegus), hrusen (Pyrus) nebo mispule (Mespilus), nové vyzkumy vSak ukazaly
na maly vyznam mezidruhového S$tépovani vzhledem k nizké afinit¢ a kratkovékosti
roubovanct (Hrdousek et al. 2014).

2. 2. 3. O¢kovani

Jedna se o prenasSeni tzv. ocka (pupenu) z letorostu (vyhonu v dob¢ vegeta¢niho obdobi, tedy
pied ukoncenim prodluzovaciho ristu nebo plnym vyzranim pletiv) na podnoz. Obecné se
vyuziva zejména pii produkci velkého mnozstvi materidlu v ovocnictvi. U jetabi je tento
zpusob rozmnozovani spiSe upozadén roubovanim, a to uz jak z divodu potfeby mensiho
mnozstvi rostlinného materialu, tak lepSiho rozlozeni praci v pribéhu roku (ockovani se
provadi zpravidla v druhé poloviné vegetacni sezony, roubovat lze 1 v dobé vegeta¢niho
klidu). Podle Benedikové (Benedikova 2009) bylo zjisténo, Ze ujimavost o¢kovanci byla nizsi
(68 %) v porovnani s roubovanci (75-100 %).
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2. 2. 4. Rizkovani

U jefabu oskeruse je mozné namnozit mladé rostliny také pomoci bylinnych tizka (Cizkova
1997). Daji se pouzit i kofenové fizky, uspe€snost tohoto zplsobu vSak zavisi na schopnosti
jednotlivych stroma vytvaret kofenové vymladky (Benedikova 2009, Dagenbach 1981).
Rizkovani bylo testovano také u Sorbus x thuringiaca, mélo viak Gsp&snost pouze 24 %
(Bértels 1988).

2. 2. 5. Mikropropagace

Pro produkci mladého materialu se u jefabu Vv poslednich 30 letech s tispéchem vyuziva
mikropropagace. Podstatou in vitro kultur (mikropropagace) je kultivace rostlinnych pletiv na
zivném médiu sterilné V fizenych podminkach (teplota, intenzita svétla, délka dne). Pro
zalozeni in vitro kultury jsou u dfevin ¢asto vyuzivany vrcholové nebo uzlabni pupeny, které
jsou odfiznuté z letorosti. Pfi pouZiti tohoto typu explantitu (organizované pletivo) jsou
odvozené rostliny z téchto kultur genotypové shodné s mateiskou rostlinou (Preece 1997).
Mikropropagace je vhodna metoda mnozeni u druhli, kde se wvyskytuji problémy
s generativnim a klasickym vegetativnim mnozenim (roubovani, fizkovani) (Tripepi 1997).
Mikropropagacni postupy byly vypracovany piedevS§im u hospodaisky vyznamnych druha
jefabu jako je Sorbus torminalis (Dujickova et al. 1991, Mala et al. 2005, Mala et al. 2009), S.
aucuparia (Chalupa 1983, 1987; Mala et al. 2005; Lall et al. 2006) a S. domestica (Arrillaga
et al. 1991; Dujickova et al. 1991, Meier-Dinkel 1998, Miko et al. 2004, Nikolaou et al. 2008,
Durkovi¢ & Misalova 2009, Mala et al. 2011, Piagnani et al. 2012). Tyto druhy jsou
vyuzivany piedevs§im pro produkci dieva. Jefaby rostou pomalu, jejich dievo je velmi tvrdé a
pevné. Dievo jefabu bieku (S. torminalis) patii mezi nejvice cenéné (Demesure et al. 2000).
V nedavné dobé (Machova et al. 2013) byly vypracovany mikropropagacni protokoly také pro
nékteré ceské endemické druhy jefabl nebo pro ty, které byly za endemické diive povaZovany
(Sorbus alnifrons, S. bohemica, S. gemella, S. quernea, S. hardeggensis, S. rhodanthera a S.
sudetica). Jsou vyznamné piedevsim z ekologického hlediska, pro zvysSeni biodiverzity
lesnich ekosystémti. Nekteré endemické druhy jefabl se nachdzeji a dobie prosperuji i na
extrémnich stanovistich, kde bézné druhy dievin nerostou.

""""

Mikropropagace zahrnuje Ctyfi zakladni faze: iniciaéni (zalozeni primarni kultury),

jetabu pouziva BA (benzyladenin), cytokinin, ktery je velmi u¢inny pro indukci vyhonu, a
navic je cenové dostupny v porovnani s ostatnimi cytokininy (Werbrouck 1995, Bairu et al.
2007). Pro vétsi multiplikacni efekt je cytokinin BA casto kombinovan s auxinem IBA
(kyselina indolyl-3-maselna) napt. u Sorbus aucuparia (Chalupa 2002), u S. torminalis (Mala
et al. 2009), u S. redliana (Ordogh et al. 2006), u S. domestica (Mala et al. 2011).

nesterilnich podminek (aklimatizace). U vétSiny publikovanych mikropropagaénich protokolti
jefabu zakofenovaci faze probihala jednofazové na zivnych médiich v in vitro podminkach za
pfitomnosti auxinil. Pro tvorbu kofentl u jetabu in vitro je ¢asto vyuzivana IBA v kombinaci s
NAA (kyselina a-naftyloctova) napt. u Sorbus torminalis a S. aucuparia (Chalupa 1987,
2002). Suvorova et al. (1990) pouzila pro zakofenovani jerabu IBA v kombinaci s IAA
(kyselina indolyl-3octova). Jeong & Sivanesan (2015) indukoval rhizogenezi u Sorbus
commixta na médiu pouze s IBA.

Dalsim zplisobem, jak dosahnout rhizogeneze U nékterych druhi jefabi je dvoufazové
zakofenovani (in vitro), které spociva v expozici vyhoni na médiu s vysokym obsahem
auxinu a poté pfenos na médium bez ristovych regulatori. Tento zpusob zakofenovani se



osvedcil napt. u sedmi, v prevaze Ceskych druht jetabli (Méachova et al. 2013). V prvni fazi
byly vyhony kultivovany kratkodobé (sedm dni) na agarovém médiu s vysokym obsahem
NAA bez pfitomnosti svétla (vytvoreny zaklady kofentt). V druhé fazi byly vyhony pieneseny
na agarové médium bez rustovych regulatort a dalsi vyvoj rostlinek probihal na svétle. U
sedmi druht jefabt v priméru zakofenilo 66 % vyhonti na médiu s NAA, mezi jednotlivymi
druhy jetabi byly nalezeny rozdily. Pouziti IBA se neosvédcilo, v priméru zakotenilo pouze
20 % vyhont.

Sediva et al. (2021) dosahla u Sorbus x abscondita nejlepsich vysledki zakofenéni vyhonti na
MS médiu (Murashige a Skoog 1962) s 3 mg/l IBA (56 %), zatimco s NAA pouze u 6,7 %
vyhonti. V pfipad¢ Sorbus omissa tvorba kofent nebyla dosazena.

Dal§im zptisobem indukce kofend je zakofefiovani mikrovyhonti nesterilng. Sedivéa et al.
(2021) dosahla dobrych vysledkt u ¢tyf endemickych jefabu (Sorbus gemella, S. omissa, S. x
abscondita a S. x Kitaibeliana) pii zakofenovani mikrofizki v raselinovém substratu s
perlitem bez oSetieni rdstovymi stimulatory. U vSech druhti byla dosaZena rhizogeneze,
Vv priméru zakotenilo 74 % mikrovyhonl. Genotyp hral vyznamnou roli pfi zakofehovani,
mezi jednotlivymi druhy jefabu byly nalezeny vyznamné rozdily.

U Sorbus domestica m¢l na kapacitu zakotefiovani vyznamny Vliv fyziologicky stav
primarniho explantatu, ze kterého byly in vitro kultury odvozeny. Bylo zji§téno, ze maximalni
zakofenovaci schopnost byla dosazena u vyhoni odvozenych z juvenilniho materialu (87 %),
zatimco vyhony, které pochazely z in vitro kultur odvozenych z dospélych stromti, zakofenilo
pouze 33 % vyhona (Arrillaga et al. 1991).

U Sorbus torminalis bylo zvyseni tvorby kofenti dosazeno nahradou BA v multiplikaéni fazi,
derivatem cytokininu MeOBAPR  6-(3-methoxybenzylamino)-9-p-D-ribofuranosylpurin
(Mala et al. 2009). Pfic¢inou mtze byt hromadéni derivatd BA v pletivech nové vytvotenych
vyhontl, coz u nékterych druhi zplsobuje ristové abnormality a inhibice tvorby kotenii
(Werbrouck 1995, Bairu et al. 2007).

Uspé&snost mnoZeni jefdbli v in vitro podminkach je ovlivnéno nékolika faktory: staiim
donorové rostliny, typem explantatu, genotypem, slozenim kultivacniho média a rastovymi
regulatory (Yang et al. 2012), proto je nezbytné pro kazdy druh jefabu optimalizovat
mikropropagacni protokol.

3. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost ptedlozené metodiky spociva ve vypracovani mnozitelskych postupti v podminkach in
vitro pro ¢tyti domaci druhy jefabt, dva endemické (Sorbus gemella, S.omissa) a dva
hybridogenni (S. x abscondita, S. x kitaibeliana). Mnozitelské postupy pro tyto druhy nebyly
doposud publikovany. Metodika také obsahuje nové poznatky o mozZnostech generativniho
rozmnozovani vySe uvedenych druhii, a to piedevsim z hlediska schopnosti tvofit semena,
jejich zivotaschopnosti a podminek kliceni.

Mikropropagacni postup se sklada ze ¢ty zékladnich fazi (zaloZeni primarni kultury,
multiplikace vyhonti, zakofeniovani a aklimatizace). Odvozeni in vitro kultury u jefabu lze
pomérné bez obtizi provést z meristémul vrcholovych nebo UZlabnich pupenti, a to z jedinct
rizného stati (Mala et al. 1999). Problematicka je vsak indukce kotfenti u mikrofizki jetabu v
in vitro podminkach. Machova et al. (2013) optimalizovala zakofenovani nékterych ¢eskych
endemickych jetabti v in vitro podminkach nahradou BA v multiplikacni fazi za derivat
cytokininu MeOBAPR. Vlastni indukce kofend probihala in vitro na médiu s vysokym
obsahem NAA a dalsi vyvoj kofenti probihal na médiu bez rastovych regulatort.

Existuji 1 dal$i feSeni, a to zakofenovani mikrofizkli v nesterilnich podminkach v substratu.
V experimentech byl béhem projektu testovan vliv pudrového stimulatoru Rhizopon®AA,
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ktery obsahoval IBA v razné koncentraci. Tento zpiisob byl poprvé otestovan také pro
endemické jetaby. Na zaklad¢ naSich experimentd byl optimalizovan postup zakofenovani v
nesterilnich podminkach pro Sorbus gemella, S. omissa, S. x abscondita a S. x kitaibeliana. U
Sorbus omissa a S. abscondita byly pro porovnani zalozeny také experimenty, kdy byly
kofeny indukovany sterilné na agarovém médiu s piidavkem IBA nebo NAA v rtzné
koncentraci. Rhizogeneze bylo dosazeno pouze u S. x abscondita a maximalné zakotenilo 56
% vyhont, u S. omissa nezakofenil ani jeden vyhon. Jestlize byly mikrofizky zakofefiovany
V raselinovém substratu, u obou druhti se vyrazné zvysila tvorba kotfenti a dosahovala ptes 90
%, a to bez oSetieni rGstovymi stimuldtory. Tento zpiisob zakofenovani v nesterilnich
podminkach, raselinovém substratu bez aplikace rustového stimulatoru se osvédcil u vsech
Ctyf testovanych druhi jetabi. Oproti diive publikovanym postuptim zakofeniovani jefabu v in
vitro podminkach, byl proces zakofenovani v nesterilnich podminkach zjednodusen tim, ze
byl navozen bez p¥itomnosti auxint a zakofetiovani probihalo sou¢asné s aklimatizaci (Sediva
et al. 2020, 2021).

U generativniho rozmnoZovani byl optimalizovan mnozitelsky postup zahrnujici sbér plodi,
jejich lusténi, pfipravu semen pied vysevem a zpusoby vhodného vysevu, vCetné pouzitych
substratli. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno piimym vysevem semen v optimalni dobé
zralosti (konec zafi) do standardizované¢ho vysevniho substratu. Klicivost se obvykle
pohybovala mezi 60-80 %.

4. METODICKY POSTUP
4. 1. Mikropropagace
4. 1. 1. ZaloZeni primarnich kultur a multiplikace vyhont

V jarnim obdobi (duben—kvéten) se odebiraji vyhony (10-15 cm) z obrostu ze spodni ¢asti
kmene nebo ze spodni ¢asti koruny. V piipadé, ze jsou k dispozici pro odbér stromy ruzného
stafi, z fyziologického hlediska je odbér nejlepsi z nejmladSich jedinci. Pred sterilizaci jsou
vyhony ¢asteéné odlistény, to znamena, Ze Se ponecha Cast fapiku (0,5 cm), aby b&hem
sterilizace nedoslo k poskozeni pupent (Obr. 2 A,B). Povrchova sterilizace se provede 50%
roztokem béglidla SAVO® (1,4% chlornan sodny) s kapkou Tweenu 20 (smécedlo), nadoba
s roztokem a vyhony se uzavie a necha se tiepat na tiepacce po dobu 15 min. Pak se nadoba
premisti do flow-boxu a vyhony se sterilné promyvaji ve sterilni vodé 3 x po 10 min. Jako
primarni explantat se pouzije stonkovy segment S Vrcholovym pupenem nebo jednonodalni
segment (1-1,5 cm). Primarni explantat se upravi tak, Ze se odstrani zbylé ¢asti fapikt (Obr. 2
Piiprava média spociva v rozpusténi anorganické slozky s vitaminy (Duchefa) v destilované
vodé. Roztok média se dale doplni o ristové regulatory (0,5 mg/l BA; 0,1 mg/l IBA),
sacharozu (20 g/l) a agar (7 g/l). Pro potlaceni mikrobialni kontaminace se do kultiva¢niho
média ptidava PPM (Plant Preservative Mixture, USA). Pied autoklavovanim se upravi pH
hydroxidem draselnym (KOH) na hodnotu 5,8. Kultiva¢ni nadoba (100 ml Erlenmeyer banka)
obsahuje 25 ml média. Nadoby s kulturami jetabt se umisti do kultiva¢ni mistnosti a kultivuji
se pii 16-hod fotoperiodg, intenzité svétla 60 umol m 2 s a teploté 22 °+1 °C. Primarni
kultury jsou kazdé 3—4 tydny pieneseny na Cerstvé kultivacni medium stejného slozeni.

Poté co z vrcholového nebo axilarniho pupenu vyroste vyhon (proliferace), a dosahne kolem
2-3 cm, rozdéli se na polovinu a kultivuje se na ¢erstvém MS médium stejného sloZeni jako

.......

odd¢€li a pro zvySeni poctu nové vytvoienych vyhoni se vyhony rozdéli na jednonodalni
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segmenty, které se umisti vertikalné¢ na médium. VétSinou se vytvoii 2—4 vyhony v zavislosti
na druhu jetabu (Obr. 3,4). Interval pfenosu na Cerstvé zivné médium se pohybuje mezi 4-5

tydny.

1cm

A B C
Obr. 2 A, B, C: Uprava rostlinného materialu pro zalozeni in vitro kultury: A — Naraseny
vyhon jako zdroj primarniho explantatu; B — Uprava vyhonu pted sterilizaci Savem; C —
Uprava primarniho explantatu ve sterilnich podminkach

Obr. 3: Multiplikujici kultura jetabt Sorbus sp. po 4 tydnech na MS médiu s BA a IBA
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Obr. 4: Detail multiplikujici kultury u Sorbus omissa
4. 1. 2. Zakorenovani a aklimatizace rostlin

Pro zakotfenovani vybranych endemickych jefabti se v prvni fazi napéstuji vyhony ve
sterilnich podminkach a pak se zakofeni nesterilné¢ v raselinovém substratu bez pritomnosti
rustovych regulétora.

Mikrofizky se odebiraji z 8-10 tydnu starych in vitro kultur kultivovanych na MS médiu s
rastovymi regulatory (0,5 mg/l BA + 0,1 mg/l IBA). Trsy vyhonu se vyjmou z kultivaéni
nadoby pinzetou a oddéli se na jednotlivé vyhony. Uprava mikrofizky spo&iva v odstranéni
spodnich listt, redukei listové plochy u velkych listd a Sikmym sefiznutim baze stonku ostrym
skalpelem. Optimalni délka mikrotizku je kolem 2,5 cm (Obr. 5). Takto upravené mikrofizky
se ponoii se na 1 min do roztoku Previcuru Energy (0,15 %). Tvorba kotfenti probiha
Vv plastovych miskach (14 x 8,5 x 5 cm) se Ctyfmi otvory (Obr. 5). Misky jsou naplnény
vlhkym propafenym mnozarenskym substratem (raSelina a perlit, 1:1, v/v), do kterého se
zapichuji mikrofizky (18 ks/misku). Misky (3 ks) se vlozi do plastikovych boxi s prahlednym
vikem s vétranim (40 x 20 x 20 cm, Minipa, Ceské republika). Boxy s mikrofizky se umisti
do kultivacni mistnosti s um¢lym osvétlenim do 16 hod fotoperiody, s teplotnim rezimem
24/19 £ 1°C (den/noc). Po 1 tydnu se oteviou vétraci otvory vika pro lepsi aklimatizaci
rostlin. Zalivka se obvykle provede 1 x tydné kohoutkovou vodou. Substrat nesmi byt
pfemokien, jinak dochéazi k hniti rostlin. Po 5-6 tydnech se zakotfené¢lé rostliny vyjmou
opatrné ze substratu (Obr. 6), dlouhé kofeny se mohou mirné zkratit a presazi se do kvétinaca
(o 8 cm) do raselinového substratu Remix-D (Rekyva, Siauliai, Litva) a jsou pieneseny do
skleniku s teplotou 18/15 °C (den/noc). Po prokofenéni se rostliny pravidelné piesazuji do

vétsich kvétinacd. V prvnim roce je nutné, aby rostliny pfezimovaly ve studeném skleniku
(Obr. 7).
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Obr. 5: Zakofenovani mikrofizki Sorbus omissa V nesterilnich podminkach: detail
upraveného mikrotizku; zakotenélé rostliny

Obr. 6: Zakotfenéné mikrotizky Sorbus x abscondita v mnozarenském substratu.
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Obr. 7: Produkce rostlin u jetabti odvozenych zin vitro kultur: mladé rostliny ve
sklenikovych podminkach — detail Sorbus x abscondita; detail S. omissa (zleva).
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4., 2. Generativni rozmnoZovani

V piirodnich podminkach jefaby povétSinou vykazuji tzv. stiidavou plodnost. Zpravidla tak
pfichazi semenné roky, kdy jetaby bohat¢ plodi, nasledované obdobim ro¢niho ¢i dvouletého
odpocinku, kdy je plodnost do rtizné miry omezena, nebo nedochazi v takové mife kK vyvoji
zivotaschopnych semen. V pribéhu feSeni projektu mezi lety 2018-2021 byla zvysena
plodnost modelovych druht s dostatkem vyvinutych semen zaznamenana pouze v sezoné
roku 2020. Zna¢né mnozstvi plodi bylo zaznamenano piedev§im v populacich Sorbus
gemella a na jedincich nové rozeznavaného hybridogenniho druhu piedpokladané rodicovské
kombinace S. gemella x S. torminalis, ktery byl rozpoznan teprve v prib&hu feseni projektu.
Oba tyto druhy byly zafazeny do vysevnich pokusi pro stanoveni optimalniho mnozitelského
postupu generativni cestou. Posledn¢ jmenovany druh byl do pokust zatazen jako nahrada za
jeden z modelovych druhd, S. omissa, ktery sice téZ bohat¢ plodil, ze sebraného mnozstvi 500
malvic vSak nebylo vylusténo ani jedno zivotaschopné semeno. VSechna byla bud
abortovand, nebo napadena hmyzimi larvami. S timto problémem se populace jefdbu
opominutého potykaji dlouhodobé. Neschopnost vytvorit zivotaschopna semena souvisi jak
s absenci vét§iho mnozstvi jinych druhl jefabl (potifebnych, coby darct pylu pro oplozeni
jader zarode¢ného vaku z diivodu vyvinu endospermu nezbytného pro vyzivu embrya) v okoli
kvetoucich jedincu, tak se vzajemnou izolaci jednotlivych rostlin ve stinném dubovém
porostu. Obdobna situace byla zjisténa i u jedincu S. x Kitaibeliana a S. x abscondita, které se
podatilo rozmnozit metodou in vitro.

4. 2. 1. Sbér plodii pro vysevy semen

Malvice pro vysev jefabl je mozno odebirat ve fazi jejich ukonc¢eného ristu, a to od zacatku
jejich vybarvovani az do uplné zralosti, kdy jsou plody charakteristicky vybarvené a zm¢klé.
V niz$ich a stfednich polohach se zpravidla jedna o obdobi od zac¢atku zati do konce fijna ¢i
zacatku listopadu.

Pfi odbéru malvic v brzkych terminech (pfiblizné na zacatku zaii) je jejich barva vétSinou
zelena, pouze prvni z nich (exponované ke slunci na osvétlené strané stromit) zacinaji ménit
barvu do odstinll oranzové (obr. 8). V této fazi jsou jiz semena fyziologicky zrald a po jejich
vylusténi typicky vyvinuta a zbarvena. Tuto variantu je mozné zvolit v ptipadé piimych
vysevil z dlivodu snadngjSiho kliceni semen diky nizké koncentraci inhibi¢nich latek.
Stratifikace v tomto pfipad¢ neni na misté. Nevyhodou je pracnéjsi lusténi semen kvili dosud
pevnym pletiviim plné nedozralého mezokarpu a endokarpu malvic.
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Obr. 8: Malvice Sorbus gemella v prvnim terminu odbéru (1. 9. 2020) pro vysevni pokusy.
Rocov, zapadné exponované svahy mezi vrchy Cihadlo a Podhora.

Snadnéjsi cestou, zejména z diivodu lusténi semen, je odebirat malvice plné vybarvené a
zméklé (tzv. konzumni zralost), kdy maji typickou barvu a konzistenci duzniny (obr. 9). Tento
termin obvykle nastava od konce zafi do konce fijna. V této fazi jiz jsou kli¢ni schopnosti
semen vyrazng&ji ovlivnény inhibi¢nimi latkami vznikajicimi ve zrajicich malvicich. Pokud ale
nesbirame plody pfezralé (z€ernal€, s blativou duzninou, vétSinou jiz opadavajici z rostliny),
nemaji tyto latky pti vhodném zptsobu vysevu na kli¢eni vyrazny vliv. Pokud byly plody
prezralé, je 1épe je stratifikovat.
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Obr. 9: Malvice Sorbus gemella v druhém terminu odbéru (23. 9. 2020) pro vysevni pokusy.
Konétopy, zapadné exponovany svah opukového plata 400 m vychodné obce.

Malvice by mély byt odebirany do sackd v pozadovaném mnozstvi (z jedné dobfe vyvinuté
malvice 1ze obvykle ziskat jedno nebo dvé¢ zZivotaschopna semena). Mate¢né rostliny by mély
byt zaméteny piistrojem GPS nebo jinak oznaceny. O sbérech ohrozenych rostlin by méla byt
vzdy vedend ptisnd evidence. Pro oznaCovani sbéri se osvédc¢ilo pouzivat piislusny ciselny
kéd sbéru vznikly kombinaci pofadového ¢isla zaméfeného bodu v GPS piijimaci a posledni
dvojici ¢isel daného kalendainiho roku oddélenych lomitkem. Ciselny kéd slouzi téz k
ptipadné zpétné identifikaci mate¢né rostliny. Ke sbéru je vhodné téz piidan formou
poznamky udaj o lokalité ¢i dendrometrické idaje matetské rostliny.

4.2.2. Priprava semen pred vysevem

Malvice by mély byt lustény bezprostiedné po jejich zapsani do evidenénich formulafi.
duzning. Malvice musi byt mechanicky naruSeny vétsim tlakem pevnych piredmétti nebo
rozkrojeny tak, aby nedoslo k rozfiznuti semen. Tato metoda neni vhodné pro vétsi mnoZzstvi
malvic. Diky optimalni dobé zralosti v piipadé druhé varianty jsou semena z malvic lehce
dostupna jejich jednoduchym mechanickym roztlacenim mezi prsty (ve vEétSim mnozZstvi je
mozné nechat duzninu vykvasit a semena se pak vymyji). Po vylusténi je mozné pfistoupit
K testu Zivotaschopnosti semen macenim ve vodni lazni. Semena, ktera plavou pii hladiné
nebyvaji vétSinou kliciva.

Vysevni truhliky by mély byt oSetfeny ptipravkem proti houbovym chorobam a umistény do
ohrazeného prostoru chranéného pletivem proti vniknuti hlodavci (Obr. 10). Kwvili
kontaminaci houbovymi patogeny (napi. rodu Phytophtora) ze zavlahové vody z vodoteci
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nebo rybniki (pouzivané pro zalivku béznych kultur rostlin) by méla byt pro zalivku vysevu
pouzivana pouze pitna nebo dobte piecisténa voda.

4. 2. 3. Metoda primého vysevu

Semena vysévame ihned po vylusténi a zkouSce Zzivotaschopnosti macenim. Truhliky s
vysetymi semeny je zapotiebi umistit do nevytapéného prostoru (pafenisté, skleniku), kde
stratifikace probiha v (polo)pfirozenych podminkach po dobu vegeta¢niho klidu az do néastupu
kliceni v jarnim obdobi. Ptipadna ptelehla semena (semena, kterd diky inhibi¢nim latkdm
nevykli¢ila v prvni vegetaéni sezoné¢ po vysevu) je mozné ponechat, po prepikyrovani
vzeslych semenacu, ve vysevnich truhlicich do pfistiho roku. Tato metoda je technologicky
jednodussi. Vynechanim féze stratifikace zjednodusime vysevni postup o pracnou manipulaci

se semeny pii jejich uskladiiovani a nasledném vysevu.

4

Obr. 10: Metoda ptimého vysevu pouzita pro druhy Sorbus gemella a S. gemella x S.
torminalis. V horni ¢asti jsou umistény varianty vysevi obou druhli ozna¢enych jmenovkami
pro pozd¢jsi identifikaci, ve spodni Casti jsou vysevy plovoucich semen pro zjisténi jejich
skuteéné Zivotaschopnosti.

4.2. 4. Metoda stratifikace!
Semena pro tuto metodu ukladame do truhlikd (oSetienych pfipravkem proti houbovym

chorobam) s vlhkym kifemicitym piskem. Truhliky by mély byt uskladnény v chladicich
boxech po dobu tii mésict pii teploté 1-8 °C (Obr. 11). Inhibice kli¢eni je piekonana tim

! Stratifikace je proces uloZeni semen ve vlhku pfi nizkych teplotach, pii némz dojde k dozrani semen,
k rychlejsimu ukonéeni klidového obdobi a odstranéni ptekazek kli¢eni. Timto zpisobem se napodobuji
podminky ve volné ptirodé béhem zimy.
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rychleji, ¢im blizsi je teplota bodu mrazu. Vysev stratifikovanych semen miZzeme naplanovat
na dobu predjafi, probiha od obvykle tinora do zacatku btezna do stejnych druhti substratl
jako v piipadé metody piimych vysevi.

Pokud zamyslime viceleté skladovani semen, je tfeba je dobfe vymyt, vycistit, ususit a ulozit
pti teploté tésn€ pod 0 °C ve vzduchotésné uzavienych nadobach (Bértels 1988).

Obr. 11: Truhliky se stratifikovanymi semeny Sorbus gemella a S. gemella x S. torminalis
uchované v lednici pti 0°C.

4. 2. 5. Substraty pro vysev

Pro vysevy byly testovany tii typy vysevnich substrati. Prvnim byl specialni vysevni substrat
od firmy Gramoflor (sloZeni: jemna bila raselina — 65 %, perlit 15 %, pisek 20 %). Druhy
substrat byl vlastnoruén€ smichany z vrchovistni raseliny a kiemicitého pisku v poméru 2:1
(reakce substratu byla upravena na neutralni pH pomoci mletého vapence). Tteti variantou byl
vysev do Cistého kiemicitého pisku jemné frakce.

Nejlepsich vysledkil bylo dosazeno pfimym vysevem semen v optimalni dobé zralosti (konec
zati) do standardizovaného vysevniho substratu. Kli¢ivost se obvykle pohybovala mezi 60—80
%.

5. POPIS UPLATNENI

Metodika bude slouzit jako navod pro mnozeni vybranych druht jefaba v in vitro podminkach

a klasickym generativnim rozmnoZovanim. Vzhledem k optimalizaci mikropropagacniho
postupu pro ¢tyfi odlisné endemické druhy jefabti bude pouzitelna i pro dalsi druhy jetabu.
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Uvedena metodika se uplatni pfedev§im pro zachovani a reprodukci cennych genotypt Sorbus
gemella, S. omissa, S. x abscondita a S. x Kkitaibeliana. Podle této metodiky byl jiz
vyprodukovan mlady material u vSech jmenovanych druhti. V8echny vySe uvedené druhy jsou
soudasti sbirek Dendrologické zahrady VUKOZ, v. v. i. v Priihonicich. Vypéstky Sorbus x
abscondita zin vitro kultury byly pouzity pro pokusnou vysadbu K posileni populace na
opukovych stranich v blizkosti Kladna-Svermova (Obr. 12).
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Rozsah uplatnéni metodiky je pfimo vazan na laboratotfe explantdtovych kultur v komercni a
vyzkumné sféte a nasledné pro skolkatské podniky, které se zabyvaji produkci dievin. M¢la
by byt pouzivana také pracovniky lesni spravy piislusnych oblasti pii rozmnozovani vyse
uvedenych modelovych druhi jefabt a jejich opétovné vysadbé na stanovisté. Metodika bude
také slouzit jako podklad pro piislusna pracovisté Ministerstva zivotniho prostfedi usnadiujici
vykonavani Cinnosti statni spravy. Poslouzi rovnéz K doplnéni poznatk pii praktické ochrané
jetabi a prispéje k nastoleni udrzitelného stavu populaci modelovych druht a jejich
dlouhodobé¢ uc¢inné ochrané.

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Vypracovani postupu mikropropagace pro vybrané endemické jefdby ma piredevSim
neekonomické aspekty. Tyto mnozitelské postupti podpoii mnozeni endemickych jefabu, a
tim i vétsiho pouzivani a rozsiteni ve vysadbach jak v lese, tak ve volné krajin¢. Nové znalosti
ziskané predevsim u mikropropagace téchto druht jefabli, mohou byt vyuzity pii komerénim
mnoZzeni dalSich dfevin.
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