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Abstract: Efficiency of different propagation ways (seeds, stem cuttings, in vitro technique)
in 6 protected woody plant species were tested in the framework of a bilateral project between
Slovakia and Taiwan. Crataegus lindmanii, one of the species from the Slovak Red list (EN),
exhibited deep seed dormancy (still no results). Germination of Rhododendron tomentosum (EN)
seeds was ca. 60% and the highest cuttings rooting efficiency was found for autumnal harvest,
in Klassman TS Steckmedium substrate, without rooting stimulator (Rhizopon AA) application
(57%). In vitro propagation was less successful (the highest culture initiation rate was of 37%).
Germination of Rosa arvensis (VU) achenes was also low (2%) and the best results in the rooting
of cuttings were obtained for autumnal harvest, with addition of the stimulator (25%). The highest
in vitro culture initiation success was around 60% (but the stem morphogenesis was slow). The
Taiwanese species — Citrus taiwanica (CR), Erythrina variegata (EN) and Polyanthia liukiuen-
sis (CR) showed extraordinary high seed germinability (90-100%) and Erythrina variegata also
cuttings rooting efficiency (95%). These results are discussed with regard to propagation way
duration/costs and regenerant fitness.

Key words: classical propagation methods, ex situ conservation, in vitro technology, protected
woody plant species.

Uvod

Odhaduje sa, Ze sucasna miera vymierania druhov je 100 az 1000-krat vys-
Sia ako ich prirodzena strata (Chivian & Bernstein 2010). Preto je — viac ako
kedykol'vek predtym — namieste zvécSenie usilia o ich zachranu. Na zaciatku
je nevyhnutné vymedzenie predmetu ochrany. Zoznam ohrozenych, vzacnych,
zranite'nych alebo pre spolo¢nost’ inak vyznamnych rastlin bol na Slovensku
definovany Ministerstvom zivotného prostredia SR vo vSeobecne zaviznej

121



P. Ferus et al.: Spolupraca v ex situ konzervdcii chranenych druhov drevin medzi SR a Taiwanom

vyhlaske &. 24/2003. Okrem neho existuje Cerveny zoznam, ktory zarad'uje
rastlinné druhy do kategoérii na zaklade ich ohrozenia a zranitel'nosti. Posledné,
piate vydanie Cerveného zoznamu vytrusnych a kvitnticich rastlin Slovenska
zahrna 1 218 taxénov (Elias jun. et al. 2015). Na Taiwane upravuje nakladanie
s chranenymi druhmi Zékon o ochrane divo Zijucich organizmov (The Wildlife
Conservation Act) z roku 2009 obsahujtici Zoznam chranenych druhov a GIS
Databazu prirodnych zdrojov s ekologickym vymedzenim. NavySe, na baze
kritérii Medzinarodnej tinie pre ochranu prirody (IUNC) vznikol Cerveny
zoznam ohrozenych rastlin na Taiwane s 5 188 druhmi (Editorial Commitee
of the Red List of Taiwan Plants 2017).

Na Slovensku sa ochranarske usilie sustredi predovsetkym na komplexna
in situ konzervaciu druhov. V nedavnej minulosti sa vSak objavilo aj niekol'ko
prikladov ex situ ochrany rastlin. Zaujimavy experiment realizovala asi pred
30 rokmi Botanicka zahrada v spolupraci s Katedrou botaniky Slovenske;j
pol'nohospodarskej univerzity v Nitre. Jeho vysledkom mal byt umely biotop
mokrade zahfhajuci vzacne druhy Carex echinata, Carex flava, Carex lepido-
carpa, Eriophorum angustifolium, Tephroseris crispa a i., ohrozené vystavbou
vodnej nadrze Turek (https://bz.uniag.sk/sk/veda-a-vyskum/). Ambiciu vy-
tvorit’ zbierku chranenych druhov drevin ako sucasti vznikajiceho Oddelenia
povodnej slovenskej dendrofléry malo v tomto obdobi aj Arborétum Mlynany
(Tomasko 1995). V rokoch 2007 — 2013 riesila Statna ochrana prirody (SOP)
projekt zachrany dvoch kriticky ohrozenych xerotermnych druhov — Alkanna
tinctoria a Colchicum arenarium, financovany z eurdpskeho Operaéného
programu Zivotné prostredie (Matianova & Ulrych 2010). Dlhodobu akti-
vitu v oblasti ex situ ochrany vzacnych tatranskych druhov flory pozorujeme
v Miuzeu Tatranského narodného parku (https://www.tanap.sk/botanicka-za-
hrada-expozicia-tatranskej-prirody-etp/). Nasi projektovi partneri z Taiwanu
vSak v tejto oblasti oplyvaju bohatymi skiisenostami. Ochranarske aktivity
realizujt nielen v botanickych instituciach, ale aj komunitach pévodnych oby-
vatel'ov, farmarov, ¢i na $kolach. Spolupracuji s mnozstvom Statnych, regi-
onalnych a mimovladnych organizacii a angazuji pocetnych dobrovolnikov
(Tung et al. 2020, Chao et al. 2023).

Relativne zriedkavé vyuZitie ex situ pristupu v ochrane flory Slovenska
spolu s bohatymi skisenostami v tejto oblasti na strane nasho dlhoro¢ného
taiwanského partnera nas viedlo k navrhu bilateralneho projektu APVV
SK-TW-21-0003 ,,Integrovany pristup botanickych zahrad a “ob¢ianskej vedy”
pre zachranu ohrozenych druhov rastlin®. Jeho cielom bolo v prvej faze zhod-
notit’ efektivitu dostupnych mnozitel'skych pristupov (semenami, stonkovymi
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rezkami a in vitro technoldgiami) troch slovenskych chranenych druhov drevin
— Crataegus lindmanii Hrab&tova (EN), Rhododendron tomentosum Harmaja
(EN) a Rosa arvensis Huds. (VU) a vyberu troch taiwanskych druhov — Citrus
taiwanica Tanaka & Shimada (CR), Erythrina variegata L. (EN) a Polyalthia
liukiuensis Hatus. (CR).

Material a metodika

Slovenska strana
Odber mnozitel'ského materialu

Vzhl'adom k nizkemu poctu znamych jedincov hlohu Lindmanovho (Crataegus lindmanii
Hrabétova) na Slovensku bol zber plodov spojeny s overenim literarnych dat (Baranec 1986,
Stofandk 1993, Kig 2009) o jeho rozsireni (kPi¢ovy determinaény znak je morfologia plodu).
Napriek prieskumu viacerych lokalit s potencidlnym vyskytom v Pieninskom narodnom parku,
resp. Levo¢skych vrchoch, boli 6. 10. a 21. 11. 2022 pozberané plody spolu len z troch jedincov.
Pokusy o mnozenie hlohov vegetativnym sposobom popisuje Walter (2011) ako zbyto¢né, preto
sme odber rezkov/explantatov do in vitro kultiry nerealizovali. Vychadzajic z menovanej prirucky
mnozitel'a okrasnych drevin sme rododendron plstnaty (Rhododendron tomentosum Harmaja) rez-
kovali (aj pre cely in vitro kultivacie) na Klinskom raselinisku (CHKO Horna Orava) zaciatkom
leta (7. 7. 2022) a na raSelinisku Medzi bormi (TANAP) na jesen (13. 10. 2022). V tomto termine
sme pozberali aj jeho plody. Rezky ruze rolnej (Rosa arvensis Huds.) do klasickej aj in vitro
kultiry sme odoberali v Zoborskych vrchoch (CHKO Ponitrie) tiez za¢iatkom leta (1. 7. 2022)
anajesen (14. 11. 2022). V ocakavani lepsej kli¢ivosti sme plody obrali polozrelé diia 27. 9. 2022.
Rezky, explantaty a plody pochadzali aspoti z 3 jedincov.

Zalozenie klasickych kultir

Rezky rododendronu plstnatého vylomené z materského kra sme zavinuli do navlhcenej pa-
pierovej utierky a v plastovom vrecku umiestnili do prenosnej chladnicky. V laboratornych pod-
mienkach sme ich bezodkladne, bud’ s odetrenim spodnej Gasti rezku (zapichnutie do hibky 1 cm
a mierne oklepanie) alebo bez oSetrenia, praSkovym stimulatorom zakorefiovania Rhizopon AA
(s 1 % obsahom kyseliny 3-indolylmaslovej, Rhizopon, Holandsko), napichali jednotlivo do $tvor-
hrannych plastovych nadob (strana 6 cm), naplnenych litovskou raselinou Klasmann Baltica, resp.
substratom Klasmann TS Steckmedium (Klasmann-Deilmann GmbH, Nemecko). Nadoby sme
po 4 ks zlahka uzavreli do priehl’adnych plastovych vreciek a umiestneli do kultivaénej komory
s umelym osvetlenim Osram L36W/840 Lumilux® Cool White s intenzitou 100 umol m s™' a fo-
toperiodou 16/8 (letny odber), resp. 12/12 h (jesenny odber), s teplotou 28/23 °C, resp. 22/17 °C
a relativnou vlhkostou 50/60 % resp. 60/70 %. Na kazdy variant pripadalo 6 — 8 nadob. Substrat
v nadobach sa udrzoval v primerane vlhkom stave. Pri ruzi ro'nej sme postupovali podobne, roz-
diel bol len v priprave rezkov (strihanie na segmenty s 2 uzlami) a v substrate (Substrat pre ruze,
Agro CS a. s., Ceska republika). Semené hlohu Lindmanovho a ruze roPnej sme po izolacii zmie-
Sali s jemnym S$trkom, zmes sme navlhéili a v plastovych vreckach umiestnili do chladu (4 °C)
a tmy na stratifikdciu (Walter 2011). Koncom marca sme vrecka vybrali z chladnicky a v tme sme
nechali semena kli¢it. Po 4 tyzdihoch sme nevykli¢ené semena vratili na stratifikaciu do chlad-
nicky. V pripade rododendronu plstnatého sme semena stratifikovali tak, ze sme tobolky v plas-
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tovych vreckach umiestnili na 2 tyzdne do chladnicky. Po izolacii sme semena vysiali do 25 cm
Petriho misiek vystlanych 2 mm hrubou buni¢inou navlhéenou destilovanou vodou (Kolmanova
1997) a preniesli do kultiva¢nej komory popisanej vyssie. Vyhodnotenie uspesnosti zakorenovania
rezkov sme uskutocnili po tyzdiioch (ruza rol'nd), resp. mesiacoch (rododendron plstnaty), kedy sa
zastavilo odumieranie rezkov a pre vytvoreny korefiovy systém sa jedince uz nedali zo substratu
vytiahnut'. Kli¢ivost’ semien $tudovanych druhov sme vyhodnotili po mesiaci od vysiatia/predpo-
kladaného konca procesu stratifikacie.

ZaloZenie in vitro kultur

Pletivové kultiry rododendronu plstnatého a ruze rolnej sme zalozili z apikalnych a axilar-
nych pucikov izolovanych z donorovych rastlin. Ziskané vyhonky sme najskor narezali a umyli
pod te¢tcou vodou s pridanim detergentu za u€elom odstranenia hrubsich neéistot. Nasledne sme
v priestoroch laminarneho boxu primarne explantaty sterilizovali — najskér ponorenim na 1 min
do 1 % roztoku chlérnanu sodného (NaClO), potom ponorenim na 5 min do 0,3 % l'ahkého aga-

Tab. 1. Kultivaéné média pre iniciaciu primarnych kultir rododendronu plstnatého (Rhododendron
tomentosum Harmaja) a ruze rolnej (Rosa arvensis Huds.). Skratky: SH — médium Shenk
& Hildebrandt (1972), WPM — woody plant medium, Lloyd & McCown (1981), S, — médium
Standardi & Catalano (1985), MS — médium Murashige & Skoog (1962), BAP — benzylamino-
purin, TDZ - tidiazuron, 2iP — N°-(A%-izopentenyl) adenin, NAA — kyselina naftyloctova, IAA
— kyselina indolyl-3-octova.

Tab. 1. Cultivation media for initiation of Rhododendron tomentosum Harmaja and Rosa arvensis
Huds. primary cultures. Abbreviations: SH — Shenk & Hildebrandt (1972) medium, WPM — wo-
ody plant medium, Lloyd & McCown (1981), S, — Standardi & Catalano (1985) medium, MS
— Murashige & Skoog (1962) medium, BAP — benzylaminopurine, TDZ — thidiazuron, 2iP — N°-
(A*-izopentenyl) adenine, NAA — naphtylacetic acid, IAA — indolyl-3-acetic acid.

Rastové regulatory [uM]

Druh Médium Variant
BAP TDZ 2iP NAA TAA
RTI1 - 1.0 - - -
SH
Rhododendron RTI2 - 1.0 9,64 - -
fomentosum WPM RTI3 2,22 - - 0,54 -
S2 RTI4 4,44 - - 0,54 -
RAIl 4,44 - - - 0,57
RAI2 8,88 - - - 0,57
Rosa arvensis MS
RAI3 4,44 - - 0,54 -
RAI4 8,88 - - 0,54 -
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rového roztoku s 2,5 % koncentraciou PPM (Plant Preservative Mixture, Plant Cell Technology,
USA) a nasledne sme explantaty dokladne oplachli v deionizovanej vode (3 x 5 min). Takto pri-
pravené primarne explantaty sme opat’ narezali a umiestnili na pripravené iniciacné kultivatné
média (tab. 1). Pre inicidciu primarnych kultiir rododendronu plstnatého sme pouzili modifikované
SH médium (sachardza 30 g I, agar 6,5 g I, Shenk & Hildebrandt 1972), modifikované WPM
médium (sacharéza 30 g 17, agar 7 g I'", Lloyd & McCown 1981) a modifikované S, médium
(sachar6za 20 g I'!, agar 7 g I'', Standardi & Catalano 1985), pH médii sme upravili na hodnotu
5,2. Do vsetkych variantov iniciaénych médii sme pridali PPM (0,1 %). V pripade ruze rol'nej sme
ako iniciatné média pouzili varianty zakladného kultivaéného média MS (sacharéza 30 g 1!, agar
8 g 1", Murashige & Skoog 1962) s pridanim rastovych regulatorov, pH médii sme upravili na 5,8.
Na jednotlivé varianty médii pripadalo 8 (rododendron), resp. 6 (ruza) explantatov.

Nadoby s primarnymi kultirami sme umiestnili do kultiva¢nej komory s kontrolovanymi pod-
mienkami — umelym osvetlenim Phillips MASTER TL-D Super 80 36W/840 s intenzitou 50 umol
s m, fotoperiddou 16/8 a teplotou 25/20 °C. Po 6 tyzdiioch sme vydiferencované vyhonky nare-
zali a umiestnili na multiplika¢né kultivaéné média (tab. 2). Pre multiplikaciu rododendronu plst-
natého sme zvolili dva varianty modifikovaného SH média (Shenk & Hildebrandt 1972), pre mul-
tiplikaciu ruZe rol'nej sme pouzili jeden variant zakladného MS média (Murashige & Skoog 1962).
Pocet explantatov na variant média bol oproti iniciacii poloviény. Transfer kultar na ¢erstvé mul-
tiplika¢né média sme realizovali kazdych 8 tyzdnov.

Analyza rastu

Za u¢elom odhadu efektivnosti mnozitel'ského pristupu sme 26. aprila 2023 vykonali pri vypes-
tkoch rastovii analyzu. Hodnotila sa celkové dizka stoniek (hlavna + boéné) rezkovancov, semena-
¢ov (jesenny zber 2022) a regenerantov (letny odber 2022) rododendronu plstnatého a ruze rol'nej.

Priemerné hodnoty pre jednotlivé cesty mnozenia sme vypocitali zo vietkych dostupnych jedincov.
Tab. 2. Multiplika¢né kultivaéné média pre rododendron plstnaty (Rhododendron tomentosum

Harmaja) a ruzu rolnt (Rosa arvensis Huds.). Skratky: SH — médium Shenk & Hildebrandt
(1972), MS — médium Murashige & Skoog (1962), BAP — benzylaminopurin, TDZ — tidiazuron,,
2iP — N°-(A%-izopentenyl) adenin, NAA — kyselina naftyloctova, IAA — kyselina indolyl-3-octova.

Tab. 2. Tissue culture multiplication media for Rhododendron tomentosum Harmaja and Rosa
arvensis Huds. cultures. Abbreviations: SH — Shenk & Hildebrandt (1972) medium, MS —
Murashige & Skoog (1962) medium, BAP — benzylaminopurine, TDZ — thidiazuron, 2iP — N°-(A2-
izopentenyl) adenine, NAA — naphtylacetic acid, IAA — indolyl-3-acetic acid.

Rastové regulatory [uM]

Druh Médium Variant
BAP TDZ 2iP  NAA TAA
Rhododendron SH RTMI - 1,0 - - -
tomentosum RTM2 - 1,0 9,64 - -
Rosa arvensis MS RAMI1 4,44 - - - 0,57
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Stanovenie koncentracie chlorofylov

K uréeniu kondi¢ného stavu semenacov/regenerantov ruze rol'nej namnozenych jednotlivymi
sposobmi mnozenia (nazky, rezky: jesenny odber; in vitro: letny odber) sme pouzili koncentra-
ciu chlorofylov v listoch (Lichtenthaler 1987), ktora ma vzt'ah k schopnosti rastliny akumulovat’
pddny dusik (Vanék & Lozek 2013). Rastliny dopestované z rezkov ¢i semien sme do doby ana-
lyzy (18. 8. 2023) kultivovali v externych podmienkach arboréta pod tieniacou (40 %) sietkou
Bradas (Pol'sko) v plastovych nadobach (dizka hrany 11 cm) so substratom pre ruze (Agro CS a.
s., Ceska republika). Regeneranty ruZe z in vitro kultiry sme pestovali na multiplikaénom médiu
v kontrolovanych podmienkach laboratéria.

Segmenty expandovanych vrcholovych listov sme homogenizovali za pritomnosti morského
piesku, MgCO, a 100 % aceténu. Po jeho vypareni sme do homogenatu pridali 80 % aceton a zmes
prefiltrovali za pomoci vakuovej pumpy. Nasledne sme ur¢ili absorbanciu filtratu pri vinovych dlz-
kach 663 nm (pre chlorofyl a) a 647 nm (pre chlorofyl b; Jasco V-630, Jasco Inc. Japan). Vysledky
st priemerom analyz 2 jedincov za kazdy sposob mnozenia.

Taiwanska strana
Mnozenie klasickymi metédami

Plody vybranych druhov — Citrus taiwanica Tanaka & Shimada, Erythrina variegata L.
a Polyalthia liukiuensis Hatus., sme pozbierali v prirodzenych podmienkach vyskytu (Orchideovy
ostrov), resp. v zbierkach Taipejskej botanickej zahrady, v auguste 2020 — 2022. Po izolacii sme
semena Citrus taiwanica vysiali do zahradného substratu a kultivovali v skleniku s automatic-
kou zavlahou (2x denne) pri teplote cca. 26 °C a vlhkosti vzduchu 80 % (Vyssia $kola v Lanyu,
Orchideovy ostrov, resp. §kolky Taipejskej botanickej zahrady). Po 2 tyzdiioch sa vyhodnotila ich
kli¢ivost’. Semena Polyalthia liukiuensis sa umiestnili do vlhkého machu a v pripade Erythrina va-
riegata bolo nutné ziletkou narezané semena nechat’ imbibovat’ po dobu 2 tyzdnov. Klicence sme
potom vysadili do zdhradného substratu. Inak boli podmienky kultivacie totozné s tymi pre Citrus
taiwanica. Druh Erythrina variegata sme mnozili aj rezkami. 20-centimetrové segmenty vyhon-
kov sme odobrali na jar (vyzreté), resp. v letnom obdobi (polovyzreté), napichali do piesku a kul-
tivovali pri teplote 26 °C a vlhkosti vzduchu 90 % v skleniku s pravidelnou zavlahou po dobu
30 dni. Urovei tspesnosti zakorenenia je priemerom z oboch terminov.

Vysledky a diskusia

Uspesnost’ rezkovania v letnom obdobi bola neporovnatel'ne nizsia nez na je-
sefl — ¢i u rododendronu alebo ruze (tab. 3). Pri jesennom rezkovani rododen-
dronu bola dosiahnuta najvyssia tispeSnost’ vo variante s pddnym substratom
Klasmann TS Steckmedium bez aplikécie stimulatora Rhizopon AA (57 %).
Pouzitie ¢istej raseliny malo za nasledok mierne zniZenie zakorenenia (50 %),
a d’alSie zniZenie tspesnosti spdsobilo pouzitie stimulatora (aspesnost’ 38 %).
Maximalny uspech pri jesennom rezkovani ruze bol oproti rododendronu len
polovicny (25 %) a bol dosiahnuty naopak po aplikécii stimulatora.

Rezkovanie v letnom obdobi sa spéja s rizikom nepriaznivého t€inku sucha,
ktoré v materskej rastline stimuluje tvorbu inhibitorov rastu obmedzujicich
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Tab. 3. Uspesnost’ zakorefiovania rezkov (%) rododendronu plstnatého (Rhododendron tomen-
tosum Harmaja) a ruze rolnej (Rosa arvensis Huds.) v zavislosti od terminu odberu rezkov, pod-
neho substratu a aplikdcie stimulatora zakoreflovania. Kli¢ivost’ semien rododendronu bola 60 %
a naziek ruze 2 %. Skratky: R — raSelina, K — Klasmann TS Steckmedium, Rhiz — Rhizopon AA.

Tab. 3. Rooting efficiency of cuttings (%) in Rhododendron tomentosum Harmaja and Rosa arven-
sis Huds. as function of cuttings harvesting date, soil substrate and rooting stimulator application.
Rhododendron and Rosa seed germinabilities were 60% and 2%, respectively. Abbreviations: R
— peat, K — Klasmann TS Steckmedium substrate, Rhiz — Rhizopon AA stimulator.

Odber Substrat/stimulator
Druh
rezkov R Rhiz R+Rhiz K-Rhiz K+Rhiz -Rhiz  +Rhiz
Rhododendron 7+ 7-2022 0 0 0 0
tomentosum 13. 10. 2022 50 38 57 38
1.7.2022 17 0
Rosa arvensis
14.11. 2022 13 25

zakoretiovanie (da Costa et al. 2013). To bol aj pripad extrémne suchého roku
2022, kedy bol pocas prvého polroka takmer na celom izemi Slovenska zazna-
menany vyrazny vlahovy deficit (SHMU 2022). Prirodné rezervacia Klinské
raSelinisko trpi navyse v minulosti vykonanymi necitlivymi zasahmi do hydro-
logického rezimu na susednych pozemkoch (SOP SR 2023). Slabsie vysledky
letného rezkovania teda nie st prekvapenim. Zaujimavy je fakt, ze rododendron
reagoval v jesennom rezkovani lepsie na substrat Klasmann TS Steckmedium
(s pH 5,5 —6,5) ako na raSelinu (s pH 4,0 — 4,5), ktora je beznou sti¢astou
biotopov s jeho vyskytom (Soltés et al. 2001). Reakcia pody v raseliniskach
vSak modze byt vyssia ako je reakcia vyluhu Cistej raseliny. Prikladom je aj
Klinské raselinisko, kde Renco & Murin (2012) zistili pH 4,9. Ako vSak vy-
plyva z nasej predchadzajucej Studie (Ferus et al. 2017), podstatne vyznamne;j-
Sia pre zakorenovanie moze byt pritomnost’ perlitu v substrate Klasmann TS
Steckmedium, ktora zabezpecuje jeho lepSie prevzdusnenie. V ¢lanku Ficko
& Naeth (2021), venovanej zakoreniovaniu 7 arktickych druhov krov, sa do-
zvedame, ze rododendron plstnaty pestovany v substrate pozostavajicom z ra-
Seliny (50 %) a zahradnej zeminy (50 %), ktory bol rezkovany koncom juna,
najlepsie zakorenoval bez stimulatora, alebo pri pouziti 0,4 % IBA. Na druhej

127



P. Ferus et al.: Spolupraca v ex situ konzervdcii chranenych druhov drevin medzi SR a Taiwanom

strane, pri rezkovani na jesen najlepsie reagoval na 0,8 % koncentraciu IBA.
Najvyssia miera zakorenenia sa vSak pohybovala iba na Girovni 30 %.

Pri genotypovej a fenotypovej charakterizacii belgickych populacii ruze
rol'nej od autorov Vander Mijnsbrugge et al. (2010) bolo pouzité letné rezko-
vanie, no jeho Gspesnost’ nebola hodnotena.

Kli¢ivost semien hlohu Lindmanovho nebolo mozné analyzovat’, ked’ze pol
roka trvajuca stratifikacia sa javi ako nedostatocna. Vel'mi slabé vysledky sme
dosiahli aj pri kli¢ivosti naziek ruze rolnej (2 %). Jackson a Blundell (1965)
dospeli k 10 % klic¢ivosti bezprostredne po zbere naziek. Odstranenim peri-
karpu vSak narastla na 50 %, ¢o poukazuje aj na chemicka bazu dormancie.
Naopak, rododendron plstnaty vykazoval 60% kli¢ivost’, ktora je o 1/4 vyssia
oproti pozorovaniam Kolmanovej (1997), zameranych na hodnotenie efektu
terminu zberu semien ako aj vonkajSich podmienok kli¢enia.

V pripade in vitro rozmnozovania rododendronu plstnatého je mnozstvo
dostupnych literarnych udajov relativne malé. Prvy uceleny protokol pre mik-
ropropagaciu R. tomentosum spracovali Jesionek et al. (2016). Autori na ini-
ciaciu primarnych kultir pouzili ako primarne explantaty nodalne segmenty,
axilarne ptciky a listy. My sme ako primarne explantaty zvolili apikalne a axi-
larne puciky. Pre iniciaciu primarnych kultar zvolili tri kultivaéné média — mo-
difikované SH (Shenk & Hildebrandt 1972), AR médium pre rododendrony
(Anderson 1978) a WPM médium (Lloyd & McCown 1981). My sme pre ini-

Tab. 4. Uspesnost’ inicicie primarnych kultir a multiplikacie pletivovych kultar rododendronu
plstnatého (Rhododendron tomentosum Harmaja).

Tab. 4. Primary culture initiation and tissue culture multiplication success in Rhododendron to-
mentosum Harmaja.

Iniciacia Multiplikacia
Médium Uspesnost’ (%) Médium Uspesnost’ (%)
RTI1 — RTI1 >90
RTI1 37
RTI1 — RTI2 >175
RTI2 — RTI2 >90
RTI2 21
RTI2 — RTI1 >75
RTI3 0 - -
RTI4 0 - -
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ciaciu primarnych kultar rododendronu plstnatého pouzili modifikované SH
médium (Shenk & Hildebrandt 1972), modifikované WPM médium (Lloyd
& McCown 1981) a modifikované S, médium (Standardi & Catalano 1985).
Najlepsie vysledky iniciacie primarnych kultar ziskali Jesionek et al. (2016)
pri pouziti média SH (9,84 uM 2iP a 1,0 uM TDZ), s ¢im kore$ponduju aj
nase vysledky (primarne kultiry s Gspesnostou 20 — 35 % boli zistené len v
pripade médii RTI1 a RTI2 (tab. 4)). U zvysnych dvoch inicianych médii bol
ich pokus o odvodenie primarnej kultury netispe$ny. V nasom pripade po nie-
z ktorého boli nasledne diferencované nové vyhonky. Rastovy regulator 2iP je
Casto pouzivany pre mikropropagaciu rododendronov (Eeckhaut et al. 2010,
Mao et al. 2011, Tomsone & Gertnere 2003), avSak ako jediny rastovy regu-
lator nie je v pripadne rododendronu plstnatého schopny indukovat’ tvorbu
novych vyhonkov. TDZ je nevyhnutny pre indukciu vyhonkov (Jesionek et al.
2016). Nami ziskané vysledky potvrdzuju tieto zistenia (primarne kultury boli
uspesné len na kultivaénych médiach s obsahom TDZ (RTI1) alebo TDZ +
2iP (RTI2)). Na diferenciaciu novych vyhonkov a ich naslednt elongaciu sme
opét’ pouzili varianty SH média, uz bez pridania PPM. Pri oboch variantoch
sme dosiahli pomerne vysoké % tspesnosti multiplikacie > 90 % resp. > 75 %.

V uplynulych rokoch boli vytvorené protokoly pre in vitro rozmnoZovanie
roznych druhov ¢i kultivarov ruzi. Mikropropagécia s vyuzitim odlisnych Casti
rastlin ako aj pochopenie $pecifickych poziadaviek na roznych Grovniach mik-
ropropagacie boli dokladne popisané napriklad v praci Pati et al. (2006). Short
et al. (1981) pouzili pre inicidciu primarnych kultar R. arvensis a R. cooperi

Tab. 5. Uspesnost’ iniciacie primarnych kultir a multiplikacie pletivovych kultar ruze rolnej (Rosa
arvensis Huds.).

Tab. 5. Primary culture initiation and tissue culture multiplication success in Rosa arvensis Huds.

Inicidcia Multiplikacia
Médium Uspesnost’ [%] Médium Uspesnost’ [%]
RI1 60 RI1 — RM1 83
RI2 40 RI2 — RM1 50
RI3 28 RI3 — RM1 0
RI4 57 RI4 — RM1 50
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axilarne puciky. V nasom pripade boli pouZité na iniciaciu kultary R. arvensis
axilarne, ako aj apikalne ptc¢iky. NajvhodnejSim a zaroven najcastejsie pouzi-
vanym kultivaénym médiom pre mikropropagaciu ruzi je MS médium (Pati
et al. 2006). My sme pre inicidciu primarnych kultur aj pre multiplikaciu vy-
vzili tieZ r6zne varianty MS média. Sachardza (30 g I'!) je najcastej$im zdro-
jom uhlika a energie (Pati et al. 2006) — pri naSej praci sme tieto odporacania
dodrzali. Kim et al. (2003) uvadzaju, Ze proliferacia vyhonkov v podmienkach
in vitro je vyznamne ovplyvnena zastiipenim cytokininov ako hlavnych rasto-
vych regulatorov, hoci nizsie koncentracie auxinov alebo kyseliny giberelovej
su tiez dolezité. Cytokinin benzylaminopurin (BAP) je najefektivnejSim ras-
tovym regulatorom pre proliferaciu vyhonkov (Vijaya et al. 1991, Pati et al.
2005). Za najvyhovujicejsiu koncentraciu BAP pre uspes$nt iniciaciu primar-
nych kultar a multiplikaciu ré6znych druhov ¢i kultivarov ruzi povazuja viaceri
autori 8.88 uM (Ma et al. 1996, Attia et al. 2012, Afrin et al. 2022). My sme
najvyssiu uspesnost’ iniciacie primarnych kultur (cca. 60 %, tab. 5) dosiahli
pri pouziti médii RI1 (4,44 uM BAP + 0,57 uM TAA) a R14 (8,88 uM BAP +
0,54 uM NAA). Na produkciu mnohonasobnych vyhonkov vo faze multipli-
kacie dobre posobi pridavok auxinov. Viaceri autori (Vijaya et al. 1991, Pati
et al. 2005) uvadzaju, Ze NAA je v tomto kontexte efektivnejsi ako IAA resp.
IBA. Nase predbezné vysledky su vSak v rozpore s tymto tvrdenim, nakol'’ko
najlepsiu uroven multiplikacie sme dosiahli po pridani IAA do multiplikac-
ného média (RM1).

In vitro pristup v porovnani s klasickymi pristupmi mnoZenia (tab. 6) sa
vSak v pripade rododendronu a ruze javi ako ¢asovo a materialne narocny,
ked’ze za takmer 300 dni kultivacie boli dosiahnuté relativne malé prirastky
biomasy (zo zhluku kalusovych buniek rododendronu sa vyformovalo asi 60
jemnych vyhonkov o priemernej dizke 2,1 cm, resp. 0,8 cm dlhy vyhonok
ruze). Na druhej strane je u rododendronu relativne zdihavy, no celkom efek-
tivny proces zakorenovania jesennych rezkov, ktorého vysledkom st pomerne
silné rastliny (12 cm), a potom vysoko G¢inna produkcia jemnych semenaci-
kov (0,9 cm), ktoré vyzaduji opatrnli manipulaciu a viacnasobné presadzanie,
kym dobehnt rezkovance. Pri ruzi mézeme pre dormanciu semien ¢akat’ na
semenace niekol'ko rokov, no G¢innost’ rezkovania je napriek rychlosti tvorby
a zivotaschopnosti produkovanych rastlin (dizka stoniek cca 2 m) dost’ nizka.
Z hladiska rychlosti produkcie silného rastlinného materilu je teda vhodnejsie
rezkovanie, no z hl'adiska tvorby depozitu rastlin geneticky blizkych povodnej
populécii je ur€ite vyhovujicejSia generativne cesta mnozenia. Pri hlohu je
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Tab. 6. Hodnotenie efektivnosti mnozitel'ského postupu z hl'adiska rastu produkovaného rastlin-
ného materialu. Rezky rododendronu plstnatého (Rhododendron tomentosum Harmaja) a ruze
rol'nej (Rosa arvensis Huds.) boli odobraté na jesen, materidl na in vitro kultivaciu zac¢iatkom leta
2022. Skratky: CDS — celkova dizka stonky, DK — dizka kultivacie.

Table 6. Evaluation of the efficiency of the propagation method in terms of the growth of the
plant material produced. Rhododendron tomentosum Harmaja and Rosa arvensis Huds. cuttings
for classical propagation treatments were harvested in autumn and plant material for in vitro cul-
tivation in early summer 2022. Abbreviations: CDS — total stem length, DK — cultivation duration
(days).

Rezky In vitro Semena

Druh CDS DK CDS DK CDS DK
(cm) (dni) (cm) (dni) (cm) (dni)

Crataegus lindmanii - - - - - -
Rhododendron tomentosum 12 194 126 292 0.9 194
Rosa arvensis 198 162 0.8 298 3.5 210

mozny iba tento spésob mnoZenia a produkcia semenacov trva pre dormanciu
semien spravidla viac rokov.

Hodnotenie kondicie vyprodukovanych rastlin ruze rol'nej (tab. 7) ukazalo
najvyssi obsah chlorofylov v semenac¢och (3,28 mg g CH). O nie¢o niZ§iu
koncentraciu sme stanovili v listoch rezkovancov. Pravdepodobne ide o mierne
vycerpanie dusika v substrate (Vanék & Lozek 2013) sposobené ich rychlym
rastom (tab. 6). Listy in vitro regenerantov vyrazne zaostavali za nimi, ¢o moze

suvisiet s viditel'ne slabou morfogenézou ruze pri kultivacii v tychto podmien-

Tab. 7. Koncentracia chlorofylov v listoch ruZe rol'nej (Rosa arvensis Huds.) ako funkcia cesty
propagacie.

Table 7. Leaf chlorophyll concentration in Rosa arvensis Huds. influenced by the propagation
method.

Cesta mnoZenia
Parameter ) )
Rezky Semena In vitro

Chlorofyl a+b (mg.g" CH) 2,84 3,28 2,08
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Tab. 8. Kli¢ivost’ semien, resp. Gspesnost’ rezkovania (%) taiwanského vyberu druhov.

Table 8. Seed germinability or cutting rooting success (%) in the selection of Taiwanese species.

Cesta mnoZenia

Druh
Semena Rezky
Citrus taiwanica 92 -
Erythrina variegata 100 95
Polyalthia liukiuensis 86 -

kach (tab. 6). Aj tieto vysledky podporujui nase predchadzajice zévery o vy-
hodnosti rezkovania, resp. generativneho mnozenia ruzi.

Pokusy taiwanskych kolegov s mnozenim miestnych chranenych druhov
drevin (tab. 8) ukazali relativne vysoku trovei kli¢ivosti semien, ako aj uspes-
nost’ rezkovania druhu Erythrina variegata (90 — 100 %). Propagacia seme-
nami predstavuje teda dostatocne efektivny a v dvoch pripadoch jediny spo-
sob, ako zabezpecit’ tvorbu dostato¢ne vel'kého rastlinného depozitu v ramci
ex situ konzervacie chranenych druhov. Ide o originalne data, ktoré zatial’ nie
je mozné porovnat’ s inymi vysledkami.
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