Optimalizace proliferace korkovniku amurského (Phellodendron amurense
Rupr.) v podminkach in-vitro
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ABSTRACT

In vitro propagation of Phellodendron amurense Rupr. has been achieved by axillary shoot
proliferation. The effect of phytohormones on micropropagation of mature trees of Amur
Corktree has been investigated. Nodal segments were used as initial explants for axillary
shoot proliferation. Used concentration of cytokinin (BA), plus auxin (NNA) stimulated fast
shoot multiplication. The best shoot multiplication response was obtained from nodal explants
grown on modified MS 0,4 mg/l BA 0,2 mg/l NAA medium. The results showed that after 41
days of cultivation, 100 per cent of explants were initiated.

UvVoD

Korkovnik amursky (Phellodendron amurense Rupr.) je opadava dievina z Celedi Rutaceae,
kterd pochdzi z oblasti Dalného vychodu (Mandzusko, ruské Poamuti, Japonsko). Do Evropy
byl korkovnik dovezen roku 1856 (Svoboda, 1981) a velice rychle se stal pro sviij exoticky
vzhled a napadné korkovitou borku oblibenou dfevinou. Dodnes je péstovan v arboretech a
botanickych zahradach. Prvni zminky o moZnostech produkéniho vyuZzivani této dieviny v CR
pochazi uz zroku 1912 (Siman, 1912). Rozsahlé¢ vyzkumy vénované produkénim
schopnostem korku a dieva této dieviny byly realizovany v 50. letech (Zavadil, 1956a;
Kuéinskij, 1953). Posledni vyzkumy provedené na uzemi Ceské republiky poukazuji na
vyznamnou produkci surového korku, ktery je mozné tézit bez poskozeni a ztraty vitality
stromu. Pfi srovndni vytéznosti felogeni bylo zjisténo, ze korkovnik rostouci v naSich
podminkach je schopen produkovat vétsi hmotu korku nez ve své domoviné (Danzer et al.,
2011).

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Oraganization) fadi korkovnik amursky mezi
l1écivé rostliny pro tvorbou lyka, zndmého pod obchodnim nazvem Cortex Phellodendron
(WHO, 2004). Hlavni u¢innou latkou je berberin, ktery dodava lyku typicky zlutou barvu, a
magnoflorin a palmatin. V oblastech jihovychodni Asie je suSené¢ lyko vyuzivano v
alternativni medicin¢ jako tradicni homeopatikum (Danzer, 2010). Za zminku stoji i mozné
vyuziti metanolového vyluhu floému pro hubeni podkorniho hmyzu (Kawaguchi et al., 1989).
Korkovnik amursky je pfedevSim potencidlnim zdrojem dfeva, které se da pro svou texturu
pouzit jako nahrada nékterych dovazenych exotickych diev a korku. Korek by mohl byt
rovnéz vyuzivan zejména jako aglomerovany izola¢ni material ve stavebnictvi a v jinych
prumyslovych odvétvich (Zavadil, 1956b; Jirasek, 1953; Hofman, 1953). Tento piispévek
seznamuje s vegetativnim mnoZenim korkovniku amurského v podminkéch in vitro s cilem
intenzivni produkce geneticky identickych sazenic, coZ by vyfeSilo problém nedostatecného
mnozstvi porosti pro ziskavani osiva a dels§i generativni mnozeni nejednotného vysadbového
materidlu. V souvislosti s odvétvimi, kterym mitize korkovnik nabidnout své uplatnéni, se
reprodukce druhu v podminkach in vitro jevi jako nadéjny ptistup (Park et al., 1999).
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MATERIAL A METODY
Optimalizace média pro iniciaci proliferace prytii

Jako primarni explantaty pro zalozeni kultury in vitro byly pouzity axialni tizky dospélych
jedinct (55 let), které byly odebrany z vrcholovych vétvi (obr.1). Po sterilizaci segment
0,2% HgCl, po dobu 27 minut a trojim oplachu ve sterilni destilované vod¢ byly pupenové
nody letorostli vkladany na média MS (Murashige, Skoog, 1962) a WPM (Lloyd, McCown,
1981) s 6-benzylaminopurinem (BA) a kyselinou a-naftyloctovou (NAA). Zalozend primarni
kultura byla ulozena v kultiva¢ni mistnosti pti teploté 22 °C s fotoperiodou 16 hod. svétlo a 8
hod. tma (Danzer, FiSerova, 2010). Podle dostupnych prameni byly vybrany tfi varianty
médii, které byly testovany s cilem optimalni multiplikace pryta - MS 1,7 BA mg/l (Danzer,
Fiserova, 2010), WPM 1,7 BA mg/l (Alsalihy et al., 2003) a MS 0,4 mg/l 0,2 mg/l NAA
(Azad et al., 2005).

Do 4 tydnli vyrostly z axilarnich pupeni pryty schopné dal§iho odbéru a byl sledovan jejich
pocet. Odebrané pryty byly vkladany na médium MS 0,7 mg/l BA + 0,1 mg/l NAA a po
dalSich 4 tydnech kultivace (obr.2) byly zregenerované pryty zakotetiovany v podminkdach in
Vitro a ex vitro.

Obr.1: Proliferace prytu (raseni pupenu) axialniho Fizku Obr.2: Multiplikovana kultura_
Stéi{ iniciovaného prytu 6 dni Phellodendron amurense na mediu MS 0,7

BA 0,1 NAA, stari 24 dni

VYSLEDKY A DISKUZE
Optimalizace média pro iniciaci proliferace a multiplikaci prytu

Explantaty korkovniku péstovany na médiich MS a WPM s ptidavkem fytohormonii (BA,
NAA) vykazovaly diferentni rast. Nejintenzivnéji byla proliferace iniciovana na médiu MS
0,4 mg/l BA 0,2 mg/l NAA. Na stejném médiu ziskali Azad et al. (2005) nejlepsi vysledky pfi
regeneraci listovych explantatl korkovniku. Pfestoze toto médium v porovnani s ostatnimi
testovanymi vykazuje nejlep$i vysledky, je vhodné doporucit pro dal$i multiplikaci
odebranych prytii jeho modifikaci. na MS 0,7 mg/l BA a 0,1 mg/l NAA. Pti kultivaci pryt na
médiu MS 0,4 mg/l BA + 0,2 mg/l NAA dochazi k vyraznéjsi tvorbé kalusu, ktery
multiplikaci inhibuje. NavySeni mnoZstvi pfidaného BA na ukor NAA sniZuje tvorbu kalusu a
které bylo mozné ziskat k dalsi kultivaci, bylo zaznamenano na médiu WPM 1,7 mg/1 BA.
Tato citlivost korkovniku amurského na sloZzeni media a obsah ristovych regulatort je zndma
Jiz z ptedchozich pokust (Danzer, Fiserova, 2010). K podobnému zjisténi dospé€li Alsalihy et
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al. (2003), kterym se médium WPM pii multiplikaci prytt rodu Prunus také neosvédcilo. Graf
1 udava vysledky proliferace a multiplikace dle mnozstvi odebranych prytli na testovanych
médiich.
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Graf 1. MnoZstvi odebranych pryta na sledovanych médiich
Procentualni vyvoj proliferace a odbér dostatecné zregenerovanych prytt axialnich fizkt v pribéhu 41 dnt
kultivace.

Je zfejmé, ze pii srovnani mnozstvi odebranych prytii v pribéhu 41 dni kultivace axialnich
tizk byly vSechny zregenerované pryty (100%) ziskany pouze na médiu MS 0,4 mg/l BA,
0,2 mg/l NAA. V piipadé média WPM byl 36 den kultivace zaznamendn prekvapivy pokles
rustu prytit zpasobilych k odbéru (Obr. 1). Pro dal§i multiplikaci pryti doporucujeme médium
MS 0,7 BA a 0,1 NAA, kde dochazi ke snizeni tvorby kalusu na bazi prytu a zvySuje se
multiplikace a dozravani prytt.

ZAVER

Ze tii testovanych variant médii s riznym mnoZstvim dodanych fytohormont, které byly
pouzity k iniciaci proliferace a regeneraci prytu in vitro, bylo nejlepSich vysledkii dosazeno
pii kultivaci na médiu MS 0,4 mg/l BA 0,2 mg/l NAA. Nejpomaleji regenerovaly pryty
axialnich tizki rostoucich na médiu WPM 1,7 mg/l BA. V pribchu rastu na tomto mediu
doslo 1 ke sniZzeni mnoZstvi odebranych tizkl, které se pii kultivaci na ostatnich médii
zvySovalo. Rist pryti a jejich odbér na médiu MS 1,7 mg/l BA vykazoval konstantni vyvoj
bez zaznamenanych extrémi. Z dolozenych vysledkl je zfejmé, Ze nejvhodngjsim médiem
pro regeneraci a proliferaci prytt je MS 0,4 mg/l BA 0,2 mg/l NAA. Pro dal$i multiplikaci
doporu€ujeme upravit ristové regulatory na 0,7 mg/l BA a 0,1 mg/l NAA, ¢imzZ se snizi
tvorba kalusu na bazi prytu.
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