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Abstract

RACEK, M., LICHTNEROVA, H.,, DRAGUNOVA, M., GATDOSOVA, A., JAKABOVA, A.: Multiplica-
tion of Acer davidii ssp. grosseri (Pax) De Jong under in vitro conditions. Acta univ. agric. et silvic. Mendel. Brun.,
2010, LVIIL, No. 1, pp. 147-152

Experimental works were focused on creation of optimal protocol for Acer davidii ssp. grosseri shoots
multiplication. As the basic medium we used MS (Murashige a. Skoog) culture medium enriched by
cytokinins TDZ (Thidiazuron) and BAP (6-Benzylaminopurine) in different concentrations. There
were used single nodal segments from four years old mother plants in experiments. Experiments
were established in the middle of June in the phase of rapid growth of shoots. Cultivation conditions
were: 21°C, light intensity 40 pmol.m 2.5, period of light 16 hours during the day. The reactions of
explants were evaluated after six and twelve month. The results were statistically analysed. The ex-
plants of Acerdavidii ssp. grosserireacted differently on hormonal regulation. The lowest multiplication
activity of explants was found out on MS culture medium enriched by 2,6 puM BAP. The average shoot
multiplication on MS + 0,5 pM TDZ culture medium was 1,2. Multiplication 1,49 shoot per explants
was found out on MS + 2,6 pM BAP + 0,5 pM TDZ. On the basic MS medium 1,35 shoots per explants
multiplicated. In spite of positive influence of application of TDZ and BAP on shoot multiplication

the results compared with multiplication on MS medium were statistically insignificant.

micropropagation, Acer davidii ssp. grosseri, in vitro, multiplication, hormonal regulation

Abbreviations: TDZ (Thidiazuron), BAP (6-Ben-
zylaminopurine), NAA (Naphtalene Acetic Acid),
IBA (Indole -3- Butyric Acid), MS (Murashige and
Skoog, 1962), WPM (Woody Plant Medium, Lloyd
and McCown, 1980), LS (Linsmaier and Skoog,
1965)

Mikropropagécia predstavuje progresivnu cestu
pre multiplikdciu rastlin. Jej vyuzitie je perspek-
tivne pri produkcii velkého mnozstva rastlinnych
druhov, vriatane drevin. Mnohé druhy okrasnych
a ovocnych drevin sa v st¢asnosti komeréne repro-
dukujd v podmienkach in vitro. Roz3irenej aplikacii
mikropropagécie na dal3ie druhy a odrody drevin
bréani 3pecifickost ich narokov na kultivatné pod-
mienky. Prikladom st aj druhy a odrody rodu ja-
vor — Acer L. Viaceré z nich sa v podmienkach in vitro
dspedne rozmnozuji (HARTMANN et al., 1997). Ako
priklad mézeme uviest priblizne 200 000 kusov roz-
nych odrdd Acerrubrum, ktoré vyprodukovali labora-
toria v USA eSte v roku 1986 (ORLIKOWSKA 2 GABRYS-
ZEWSKA, 1995).

.....

rov (GELDEREN et al., 1994) nie st technologické po-
stupy mikropropagicie dostatotne preskdmané.
Problematické sti rozne fazy rozmnoZovania, od od-
beru explantdtov az po aklimatizaciu celistvych je-
dincov. Bojarczuk a Bojarczuk (1999) uvadzaji, ze
explantaty Acer rubrum 'Red Sunset’ je najlepsie odo-
berat na jar zo spiacich vyhonkov, Acer palmatum 'At-
ropurpureum’ a Acer palmatum 'Dissectum’ z aktivne
rastdcich letorastov v mdji a jini. Explantaty Acer
pseudoplatanus je mozné odoberat v niekolkych ter-
minoch od marca do novembra. Z uvedeného vy-
plyva, Ze dspesnost technolégie je zna¢ne zévisla
od terminu odberu explantédtov, respektive od fy-
ziologického $tadia donorovej rastliny. Dalsou dole-
zitou vlastnostou donorovych rastlin je $taidium ich
ontogenetického vyvinu. Dokazuje to aj vieobecne
platné pravidlo, ktoré sa pouziva pri autovegetativ-
nom rozmnozovani drevin. Materiél pre reproduk-
ciu sa preferenéne odoberd z mladych jedincoy,
ktoré sa nachadzaju, respektive si udrziavané, v ta-
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diu juvenility. Na priklade explantatov Acer sachari-
num to potvrdzuju PReeck et al. (1991).

V procese indukcie a multiplikdcie vyhonkov in
vitro zohrava, okrem terminu odberu explantitu,
délezita dlohu zloZenie zdkladného kultiva¢ného
média a pritomnost rastovych reguldtorov. Priamo
vplyva nielen na proliferaciu a elongaciu vyhonkoy,
ale aj na regeneraciu ich koremovej ststavy. Durko-
vI¢ (1999) sa venoval in vitro rozmnoZovaniu Acer cau-
datifolium s pouzitim WPM média (LLoyp a McCown,
1980). Ako uvadzaju, predlZovaci rast primarnych
explantatov bolo mozné pozorovat po troch tyz-
drioch od zavedenia do kulttry in vitro. Na podpo-
renie elongicie vyhonkov bolo médium doplnené
o rastové reguldtory NAA a BAP. Multiplikacia vy-
honkov sa podporila potla¢enim apikalnej domi-
nancie predlzujtcecho sa vyhonku, a to jeho zostri-
hnutim niekolko centimetrov nad bazou. Po tomto
o3ctreni sa na baze pévodného primarneho explan-
tatu diferencovalo niekolko novych vyhonkov. Fer-
NANDEZ-LORENZO et al. (2000) sa zaoberali mikropro-
pagaciou Acer palmatum 'Osaki’ vyuZzitim nodalnych
segmentov z axilarnych letorastov Stvorro¢nych je-
dincov. Kultiviciou na WPM médiu doplnenom
s 1,0mg I-' IBA (Indole -3- Butyric Acid), sa na dvad-
siaty 6smy den dosiahla indukcia tvorby koreriov,
ktorej frekvencia dosahovala v priemere az 95 %. Or-
LIKOWSKA a GABRYSZEWSKA (1995) reprodukovali Acer
rubrum 'Red Sunset’ v podmienkach in vitro. Najvac-
iu multiplikdciu vyhonkov zaznamenali po dodani
0,01mg.1"! TDZ do MS média. V kombin4cii MS mé-
dias TDZ a BAP zaznamenali tvorbu kalusu. Naopak
Marks a SivpsoN (1994) zistili pozitivny vplyv niz-
kych koncentécii TDZ v kombindacii s 0,01 pM BAP
na multiplikdciu vyhonkov Acer sacharinum 'Pyrami-
dale' na LS kultivaénom médiu. Ako vyplyva z uve-
denych informécii, pri vypracovani technolégie in
vitro rozmnozovania konkrétneho druhu javora je
potrebné kombinovat fyziologické predpoklady ex-
plantdtu a rozne typy hormonilne regulovanych
kultiva¢nych médii. Ziskané vysledky mézu byt ap-
likované pre komeréné mnozenie, tak ako to na pri-
klade Acer platanoides a Acer rubrum uvadzaji Macpo-
NALD et al. (1999).

MATERIALA METODY

Experimentdlne price sa zameriavali na optima-
lizaciu kultivaénych podmienok, pomocou kto-
rych sa dosiahne efektivna multiplikdcia vyhonkov
Acer davidii ssp. grosseri. Jednd sa o taxén pdvodom zo
strednej a vychodnej Azie, ktory rastie ako mohutny
ker, v zévislosti od podmienok prostredia nickedy aj
ako strom. Dorasta do vysky az desat metrov. V zdh-
radno-krajindrskej praxi je hodnotny predovietkym
kvoli vyraznej borke. Dosial pouzivané met6dy roz-
mnozovania tohto taxénu sa orientuji na genera-
tivne rozmnozovanie a vrublovanie(GELDEREN et al,
1994).

Odber explantitov sa realizoval zo §tvorro¢nych
rastlin, ktoré boli pestované v kontajneroch na po-
kusnej ploche. Materské rastliny sa kvoli obnove

rastu 3est tyzdiiov pred odberom zrezali. Letorasty
sa odoberali v intenzivnej faze rastu v polovici jula.
Ako explantaty sa pouzili jedno nodalne segmenty,
ktoré sa pdt minntt sterilizovali v dvadsat percent-
nom roztoku komeréného pripravku Savo (G¢innd
latka chlornan sodny) a tri krdt premyvali v sterilnej
destilovanej vode. Nasledne boli explantity verti-
kélne vysadené na kultiva¢né médium v 125ml Er-
lenmeyerovych bankach. Kultivicia sa realizovala
v definovanych podmienkach pri teplote 21°C a in-
tenzite ziarenia 40 pmol.m-2.s-!. Pokus sa realizoval
v rozsahu pétnastich opakovani pre kazdy variant
pri zavedeni explantatu do kultdry. V rdmci jedného
opakovania (jednej kultivaénej nadoby) sa pouzili
tri explantaty. PouZili sa Styri varianty kultivatného
média vnasledovnom zloZeni:
1. MS
2. MS+2,6pMBAP
3. MS+0,5uM TDZ
4. MS+2,6pM BAP+0,5pM TDZ

Reakcia explantatov na kultivatné médium, ini-
cidcia a multiplikicia vyhonkov, sa zaznamenala
po 3iestich a dvanastich tyzdiioch od zaloZenia po-
kusu. Vysledky sa podrobili matematicko-3tatistic-
kému vyhodnoteniu, na ktoré sa pouzila analyza
rozptylu a LSD test Statistickej vyznamnosti roz-
dielov v priemernych hodnotach (Statgraphic soft-
ware).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zdklade matematicko-statistického vyhodno-
tenia bol zisteny vysoko preukazny rozdiel v reak-
cidch explantatov Acer davidii ssp. grosseri na odlisné
kultivatné média a pritomné cytokininy. LSD testom
Statistickej vyznamnosti rozdielov v priemernych
hodnotich sa kultivaéné média rozdelili na dve ho-
mogénne skupiny (Tab. I, II). Explantéty kultivované
na MS médiu obohatenom o 2,6 M BAP vykazovali
Statisticky najnizgiu multiplika¢nt schopnost. Reak-
cie explantitov na dalsich kultiva¢nych médiach sa
Statisticky navzdjom neodliSovali. Priemernd multi-
plikacia vyhonkov na médiu MS + 0,5nuM TDZ bola
na trovni 1,2 vyhonku. Statisticky nevyznamné zvy-
Senie multiplika¢nej schopnosti (1,49 vyhonkov
na explantat) bolo dosiahnuté po aplikdcii MS +
2,6 pM BAP + 0,5 pM TDZ. Mutiplikicia vyhonkov
na médidch so samotnym TDZ a na médiach s kom-
bindciou BAP + TDZ sa $tatisticky neodliSovala
od multiplikdcie zaznamenanej na zdkladnom MS
médiu, kde priemernd multiplika¢né schopnost do-
sahovala 1,35 vyhonku na explantat.

Vysledky sa okrajovo zhodujt so zistenim, kto-
rym Durkovi¢ (2003) prezentoval vysledky aplikécie
0,01mg "' TDZ a BAP na Acer morifolium Koidzumi,
ktory je pribuznym druhom Acer davidii ssp. grosseri
(GELDEREN et al, 1994). Podla autora aplikicia uvede-
nych cytokininov nemala na multiplika¢ni schop-
nost Acer morifolium Ziaden vplyv. Na druhej strane
po aplikécii v3etkych pouzitych typov cytokininov
v MS médiu bola zaznamenana tvorba kalusu, tak
ako uvidzajt Ferreras a SwarTz (1990). Naopak vit-



Multiplikdcia Acer davidii ssp. grosseri (Pax) De Jong v podmienkach in vitro

149

rifikdcia, ktora sa vyrazne prejavila v podobnom po-
kuse s Acer tataricum ssp. ginnala (Racex et al., 2008) sa
nezaznamenala.

Stcastou vyhodnotenia vysledkov bola aj analyza
zZivotaschopnosti a dalsicho vyvinu vytvorenych vy-
honkov. Realizovala sa porovnavanim po¢tu dife-
rencovanych listov na vyrastenych vyhonkoch. Ana-
Iyzou rozptylu sa zistili statisticky vysoko preukazné
rozdiely vo vyvine letorastov v zavislosti od pou-
zitého kultivaéného média. Priemerné hodnoty sa
zaradili LSD testom do troch homogénnych sku-
pin (Tab. ITL, IV). Ako vyplyva z tabulky IV, najmen3i
pocet vytvorenych listov sa zaznamenal na MS mé-

diu obohatenom o 2,6 pM BAP. Najvacsi pocet listov
(3,6 listov na vyhonok) sa zaznamenal po aplikacii
MS + 2,6 M BAP + 0,5 pM TDZ.

Toto zistenie sa potvrdilo aj po druhom merani,
ktoré sa realizovalo so 3est tyzdiiovym odstupom
(Tab. V, VI). Na zdklade LSD testu sa jednotlivé kul-
tivaéné média zaradili do dvoch homogénnych sku-
pin. Po druhom merani sa zistil Statisticky vysoko
preukazne najnizsi pocet listov na médiu doplne-
nom s 2,6 pM BAP (1,2 listov na vyhonok) v porov-
nani s ostatnymi testovanymi médiami (3,2 a 3,9 lis-
tov na vyhonok), podobne ako to bolo zistené pri
priemernom pocte vyhonkov na explantat (Tab. IT).

I: Analyjza rozptylu multiplikaénej schopnosti explantdtov Acer davidii ssp. grosseri vplyvom kultivacného média
I: The analyses of variance of multiplication ability of Acer davidii ssp. grosseri explants influenced by culture medium

Zdrojvariability =~ Sumas$tvorcov  Stupne volnosti P?ggfgsﬁ F-hodnota vjzfllal;ﬂig:ti o
Kultivaéné médium 11,6499 3 3,88332 11,85 0,0001
Reziduil 21,6215 66 0,327598
Celkom 33,2714 69

11: LSD test $tatistickej viiznamnosti rozdielov v priemernom pocte multiplikovanyich vihonkov na explantdt Acer davidii ssp. grosseri
11: LSD test of statistical significance in differences in average number of multiplied shoots per explants of Acer davidii ssp. grosseri

Zdroj variability N Priemer Homogénna skupina
MS + 2,6 pM BAP 15 0,4 A
MS +0,5pM TDZ 15 1,2 B
MS 17 1,35294 B
MS + 2,6 pM BAP + 0,5 pM TDZ 23 1,47826 B

111: Analyza rozptylu vijvinovej schopnosti vijhonkov Acer davidii ssp. grosseri vplyvom kultivacného média
I11: The analyses of variance of developmental ability of Acer davidii ssp. grosseri shoots influenced by culture medium

Zdroj variability Suma Stvorcov  Stupne volnosti P?;T:;;ly F-hodnota vizilal?lﬂig:ﬁ o
Kultivaéné médium 55,3644 3 18,4548 5,28 0,0026
Rezidual 223,856 64 3,49775
Celkom 279,221 67

IV: LSD test Statistickej vijznamnosti rozdielov v priemernom poéte vytvorenyich listov na viihonok Acer davidii ssp. grosseri (proé meranie)
IV: LSD test of statistical significance in differences in average number of developed leaves per shoot of Acer davidii ssp. grosseri (the first meas-

urement)
Zdroj variability N Priemer Homogénna skupina
MS + 2,6 pM BAP 14 1,1 A
MS 17 2,4 AB
MS +0,5pM TDZ 15 2,9 BC
MS + 2,6 pM BAP + 0,5 pM TDZ 22 3,6 C

V: Analijza rozptylu vijvinovej schopnosti vijhonkov Acer davidii ssp. grosseri vplyvom kultivacného média
V: The analyses of variance of developmental ability of Acer davidii ssp. grosseri shoots influenced by culture medium

Zdroj variability Suma Stvorcov  Stupne volnosti P?t?:f;:y F-hodnota Vyzflliziilg:ﬁ o«
Kultivaéné médium 69,7533 3 23,2511 5,04 0,0032
Rezidual 327,233 71 4,60892
Celkom 396,987 74
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VI: LSD test $tatistickej viiznamnosti rozdielov v priemernom pocte vytvorenyjch listov na vijhonok Acer davidii ssp. grosseri (druhé meranie)
VI: LSD test of statistical significance in differences in average number of developed leaves per shoot of Acer davidii ssp. grosseri (the second

medasurement)
Zdroj variability N Priemer Homogénna skupina
MS + 2,6 pM BAP 15 1,2 A
MS + 0,5 pM TDZ 18 3,2 B
MS 18 3,2 B
MS + 2,6 M BAP + 0,5 pM TDZ 24 3.9 B

Mozeme konstatovat, Ze najnizsia multiplika¢nd
avyvinova schopnost vyhonkov sa zistila pri explan-
tatoch kultivovanych na MS médiu obohatenom
0 2,6 pM BAP. Toto zistenie koresponduje s vysled-
kami, ktoré ziskali WANN a Gartes (1993), ktori po-
tvrdili, Ze vy33ia koncentracia BAP mala inhibi¢ny
efekt na proliferdciu a elongaciu vyhonkov pri Acer
rubrum. Tnicidciu prerastania pucikov do vyhonkov
a proliferaciu vyhonkov pozorovali spominani au-
torina MS médiu doplnenom nizkou koncentraciou
TDZ (0.01mg.l-!) alebo na médiu s 0.01mg.1-! TDZ
s nizkou koncentraciou BAP. Vhodnost 0.01mg.1-!
TDZ pre multiplikdciu vyhonkov pri Acer palmatum
potvrdili aj Fernanpez-Lorenzo et al. (2000). Apli-
kécia TDZ a kombinécia TDZ a BAP v kultivaénom
médiu mala aj v naSom pripade za nésledok nie-
len mierne zvySenie multiplikaénej schopnosti, ale
aj preukazne intenzivnejsi vyvin novych vyhonkov

1: Multiplikdcia Acer davidii ssp. grosseri na MS médiu obohatenom
0TDZ

1:Multiplication of Acer davidii ssp. grosseri on MS culture medium
enriched by TDZ

v porovnani s médiom doplnenym o BAP. V nagich
experimentoch bola po aplikédcii v3etkych pouzi-
tych typov cytokininov v MS médiu zaznamenani
tvorba kalusu. Tvorbu kalusu pozorovali aj Wann
a GaTes (1993) po pridani 0,1 mg.l-! TDZ ako aj pri
kombinacii 0,01 TDZ a 2mg.1-! BAP.

Napriek pozitivnemu vplyvu spolo¢nej aplikacie
TDZ a BAP v kultivatnom médiu, zistené rozdiely
v potte vyhonkov na explanat, ako aj v pocte listov
na vyhonok neboli v nagich experimentoch $tatis-
ticky preukazné v porovnani so zakladnym MS mé-
diom. Nizku proliferdciu vyhonkov, ako aj tvorbu
kalusu, pripisujeme vy3$3im koncentraciam cytoki-
ninov pouzitych v na§om experimente v porovnani
s inymi autormi. Z tohto dévodu su potrebné dalsie
experimentilne prace zamerané na optimalizaciu
koncentracii cytokininov pre multiplikdciu vyhon-
kov pri Acer davidii ssp. grosseri.

2: Multiplikdcia Acer davidii ssp. grosseri na MS médiu obohatenom
TDZ a BAP

2: Multiplication of Acer davidii ssp. grosseri on MS culture medium
enriched by TDZ and BAP

SUHRN
V procese indukcie a multiplikdcie vyhonkov in vitro zohréva, okrem terminu odberu explantitu,
dolezitt lohu zloZenie zakladného kultivaéného média a pritomnost rastovych reguldtorov. Spe-
cifické néroky réznych druhov drevin na pritomnost rastovych reguldtorov v kultivatnom médiu
vyzadujd pred etablovanim technologického postupu Siroké spektrum vyskumnych préc. Experi-
mentélne prace sa preto zameriavali na vypracovanie optimalneho protokolu pre in vitro multiplika-
ciu vyhonkov Acer davidii ssp. grosseri., dosial komer¢ne nereprodukovaného javora v podmienkach
in vitro. Letorasty sa odoberali v intenzivnej faze rastu v polovici jila. Odber explantétov sa realizo-
val zo Stvorro¢nych rastlin, ktoré boli pestované v kontajneroch na pokusnej ploche. Ako explantaty
sa pouzili jedno nodélne segmenty, Kultivicia sa realizovala v definovanych podmienkach pri tep-
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lote 21 °C aintenzite ziarenia 40 pmol.m-2.s-1. Pokus sa realizoval v rozsahu patnéstich opakovani pre
kazdy variant pri zavedeni explantatu do kulttry. V rdmci jedného opakovania (jednej kultiva¢nej na-
doby) sa pouzili tri explantaty. Ako zdkladné kultivaéné médium bolo pouzité MS médium. Pouzili
sa Styri varianty kultivatného média, ktoré sa odliSovali réznymi koncentraciami a kombinaciami cy-
tokinfnov. Reakcia explantitov na kultivaéné médium, inicidcia a multiplikdcia vyhonkov, sa zazna-
menala po $iestich a dvandstich tyZdiioch od zaloZenia pokusu. Vysledky sa podrobili matematicko-
Statistickému vyhodnoteniu, na ktoré sa pouzila analyza rozptylu a LSD test Statistickej vyznamnosti
rozdielov v priemernych hodnotach (Statgraphic software). Explantaty Acer davidii ssp. grosseri reago-
vali odlisne na rézne typy cytokininov. Explantity kultivované na MS médiu obohatenom o 2,6 pM
BAP vykazovali najniz§iu multiplika¢nd schopnost. Reakcie explantatov na dal3ich kultivaénych
médidch sa Statisticky navzajom necodliSovali. Priemernd multiplikicia vyhonkov na médiu MS +
0,5 pM TDZ bola na tirovni 1,2 vyhonku. Statisticky nevyznamné zvysenie multiplika¢nej schopnosti
(1,49 vyhonkov na explantat) bolo dosiahnuté po aplikdcii MS + 2,6 uM BAP + 0,5 pM TDZ. Mutipli-
kacia vyhonkov na médidch so samotnym TDZ a na médidch s kombindciou BAP + TDZ sa tatisticky
neodliSovala od multiplikicie zaznamenanej na zdkladnom MS médiu, kde priemernd multiplika¢na
schopnost dosahovala 1,35 vihonku na explantét.

Naprick pozitivnemu vplyvu spoloé¢nej aplikdcie TDZ a BAP v kultivaénom médiu, zistené rozdiely
v poéte vyhonkov na explanit ako aj v po¢te listov na vihonok neboli v nasich experimentoch $tatis-
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ticky preukazné v porovnani so zakladnym MS médiom.

mikropropagacia, Acer davidii ssp. grosseri, in vitro, multiplikdcia, hormondlna regulacia
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