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ABSTRACT

Dormant axillary buds of endangered Betula nana were used for tissue culture establishment. Optimal cultivation media for organogenesis
induction, multiplication and rooting were established. The modified agar medium WPM (LLoyp, McCowN 1980), with concentrations

of phytohormones BAP 0.2 mg 1! and IBA 0.1 mg I was used for induction of birch organogenesis. The effect of different cytokinins and agars
on multiplication was tested. The best results we obtained on WPM medium with concentrations of phytohormones BAP 0.2 mg 1" and IBA
0.1 mg1?, 200 mg 1" of glutamine, 200 mg 1! of casein hydrolysate, 30 g 1" of saccharose, and 6 g 1" of agar from company ROTH, pH adjusted
to 5.8. Propagated shoots rooted in the agar WPM medium with concentration IBA (0.5 mg 1'"). 100% of rooting rate of microcuttings was
reached in this condition. The mortality during acclimatization was not over 2%.
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uvoD

Biiza trpasli¢i patii k vzacnym glacidlnim reliktim nasi pfirody, fadi-
me ji mezi druhy silné ohrozené (C2 - Vyhlaska 395/1992 Sb. ve znéni
vyhl. 175/2006 Sb.) a ve stejné kategorii je i chrdnéna. Vyskytuje se
v severni a vychodni Evropé, od Grénska po Ural, na jihu po sever-
ni Némecko, severni Polsko a hory stfedni Evropy. V Ceské republice
se vyskytuje vzacné jen na Sumavé, v Krugnych a Jizerskych horach.
Tento kei dosahujici vysky 20 - 50 (max. 120) cm roste na silné kyse-
lych pudach vrchovist a raselinnych luk podhuii a hor. Pro zachovani
tohoto silné ohrozeného ptvodniho druhu byly ovéfovany moznosti
reprodukce in vitro (mikropropagace).

Mikropropagace predstavuje vhodnou technologii pro konzervaci
ohrozenych genotyptl i rychlé ziskani dostate¢ného mnozstvi klo-
nového sadebniho materidlu pro pifipadnou repatriaci ohrozenych
druhti rostlin na ptvodni stanovisté. Prvni prace dokazujici moznost
vypéstovani kompletnich rostlin z primdrnich explantati (vyhony, pu-
peny, listy, zygotickd embrya, kotyledony) v podminkach in vitro se
u listnatych dfevin datuji do 30. let (GAUTHERET 1934, Ulmus campes-
tris), u jehli¢nanti o néco pozdéji (BALL 1950, Sequoia sempervirens;
REINERT, WHITE 1956, Picea glauca). V Ceskych zemich byly ve Vy-
zkumném ustavu lesniho hospodafstvi a myslivosti, v. v. i. jako prvni
mikropropagovany poc¢atkem 70. let smrk (Picea abies) a douglaska
(Pseudotsuga menziesi) (CHALUPA, DURZAN 1973). Vét$inu listnatych
drevin lze Gspésné mnozit pomoci organogeneze (MALA 1998, 2000).
Tato metoda byla vyuzita i pro reprodukci vybranych klona btizy
trpasli¢i. Cilem prace bylo dosahnout organogeneze, tj. indukce ad-
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ventivnich nebo axildrnich vyhond na primarnim explantatu, jejich
namnozeni, zakorenéni a dopéstovani kompletnich rostlin.

MATERIAL A METODIKA

Indukce organogeneze

Primarni kultury klont biizy trpasli¢i byly zaloZeny ze zimnich pu-
pent (sbér v bieznu) odebranych ze 7 dospélych donorovych stromu
v Jizerskych horach. Od kazdého klonu bylo izolovdno 30 pupent,
které byly po sterilizaci v 1% roztoku SAVO (Bochemie, CR) ttikrat
promyty sterilizovanou vodou. Ve sterilnim prostiedi byly odstranény
na indukéni agarové zivné médium WPM (LLoyp, McCowN 1980),
s obsahem 0,2 mgl' BAP (6-benzylaminopurine), 0,1 mgl' IBA
(B-indolylbutyric acid), glutamin 10 mg.l", glycin 2 mgl", sachar6-
za 30 g1, agar (CL 97, Dr. Kulich Pharma, s. r. 0., CR) 6 g, pH
5,8 (50 ml média v Erlenmeyerové 100ml barce). Kultivace probihala
v klimatizovanych podminkdch pfi teploté 24 °C, 24hodinové svételné
fotoperiodé a s osvétlenim o intenzité 30 pmol.m2.s™.

Multiplikace a testovani dvou druhti agaru

Multiplika¢ni fize probihala na Zivném médiu WPM s obsahem
BAP 0,2 mg.l', IBA 0,1 mg.l"’, glutamin 200 mg.l", casein hydroly-
zat 200 mg.l", glycin 2 mgl", sacharéza 30 g1, agar 6 g, pH 5,8.
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Explantaty byly kultivovany pfi 24 °C a 24hodinové svételné periodé
(36W/33 Philips tubes, Eindhoven, the Netherlands; intenzita osvitu
30 umol.m?s™) (obr. 1). V multiplika¢ni fazi byl ovéfovan vliv agaro-
vého nosi¢e na multiplikaci. Multiplika¢ni médium bylo pfipravova-
no s agarem firmy ROTH a s agarem firmy Dr. Kulich Pharma, s. r. o.
(CL97).

Obr. 1.

Explantatova kultura brizy trpasli¢i (foto: J. Dostal)
Fig. 1.

Explant culture of Betula nana (photo: J. Dostal)

Tab. 1.
Efektivnost mikropropagace bfizy trpasli¢i
Efficiency of Betula nana micropropagation

Testovani cytokinini ve fazi multiplikace

Pro testovani vlivu cytokinint byly vybrany explantatové kultury btizy
trpasli¢i kultivované 12 mésicti na multiplika¢nim médiu s obsahem
BAP. Bylo odebrano 40 vyhont, vyhony byly kultivovany na multipli-
ka¢nim médiu s testovanymi cytokininy BAP v koncentraci 0,5 mg.I"!
a mT (6-(3-hydroxybenzylamino)purine) v koncentraci 0,5 mgl?,
v experimentu byl pouzit agar firmy ROTH v koncentraci 6 g.I"'. Po-
kus probihal po dobu 12 tydnt, s 4tydennim intervalem pasdZovani
explantatt na Cerstva zivnd média se stejnym slozenim, poté bylo pro-
vedeno zhodnoceni morfologické kvality a rychlosti ristu (pocet nové
vzniklych vyhont a jejich pramérna délka) na testovanych typech
kultiva¢nich médii. Experiment byl 3x opakovan a ziskand data byla
vyhodnocena pomoci testu ANOVA a Sheftého metodou (tab. 1).

Zakorenovani

Pro navozeni rhizogeneze se pouzilo WPM médium s obsahem
0,5 mgl"' IBA, sacharéza 10 gl’, agar (CL 97, Dr. Kulich Pharma,
s. 1. 0., CR) 6 g1, pH 5,8, vyhony byly kultivovany pii 24 °C s 24hodi-

Obr. 2.

Vypéstky in vitro biizy trpasli¢i (foto: J. Vorel)
Fig. 2.

Plantlets of Betula nana (photo: J. Vorel)

Klon/ Pocet nové vytvorenych vyhont po 12 tydnech kultivace
Clone na médiu s BAP + SD/Number of new propagated shoots

Pocéet nové vytvorenych vyhont po 12 tydnech kultivace
na médiu s mT * SD/Number of new propagated shoots

n=6 after 3 months of cultivation on medium with BAP + SD after 3 months of cultivation on medium with mT + SD
1 4,00 £ 0,89 3,67 £0,52
2 3,50 + 0,55 417 £ 1,17
3 3,67 £0,82 4,33+1,37
4 4,17 £0,98 4,17 £0,75
5 4,00£1,26 4,00 + 1,41
6 3,67 £0,52 4,67 £1,03
7 4,67 £0,82 3,83+1,17

Pozn.: Vliv klonu ani cytokininu na multiplikacni fazi nebyl statisticky vyznamny.
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novou svételnou periodou (36W/33 Philips Tubes, The Netherlands)
a intenzitou osvétleni 30 pmol.m?2.s™".

Aklimatizace a dopéstovani vysadbyschopnych sazenic

Ve fazi aklimatizace byly rostliny s vyvinutym kofenovym systémem
presazeny do agroperlitu a jedenkrat denné zalévany zakladnim roz-
tokem MS (MURASHIGE, SKOOG 1962), fedénym 1 : 10 destilovanou
vodou. Aklimatizace probihala v klimatizované mistnosti pfi teploté
20 °C a 24hodinové svételné fotoperiodé, s osvétlenim o intenzité 30
pmolm=2.s" a pfi 90% relativni vzdusné vlhkosti. Po 14 dnech byly
rostliny pfesazeny do nesterilniho substratu tvoreného smési zeminy,
radeliny, perlitu (2: 1: 1) a poté byly preneseny do skleniku, kde byly
postupné adaptovany na 70% relativni vzdusnou vlhkost. Pro dopés-
tovani byly pouzity obaly BBC Growing trays, které nebrani rozvoji
kvalitniho kofenového systému. Vypéstky in vitro byly dopéstovany
do vysadbyschopnych sazenic na venkovnich zahonech Vyzkumného
ustavu lesntho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i. (obr. 2).

VYSLEDKY

Indukce organogeneze

Ze vsech odebranych jedinct biizy trpasli¢i se podatilo zalozit ex-
plantatové kultury. Na indukénim médiu WPM s nizkym obsahem
fytohormont doslo priblizné za 4 — 6 tydni k proliferaci nasazenych
explantatd v pryty. V explantdtovém archivu je v soucasnosti vedeno
7 klont btizy trpaslici.

Multiplikace a ovéfovani vlivu druhu agaru

Na zivném médiu WPM s obsahem BAP 0,2 mg.l", IBA 0,1 mgl’,
glutamin 200 mg.l", casein hydrolyzat 200 mg.l", glycin 2 mg.l", sa-
charéza 30 g.I"! a pti pouziti agaru od firmy Dr. Kulich Pharma, s. r. o.
v koncentraci 6 g.l? dosahovaly vyhony délky 2 - 3 ¢cm, v pribéhu
multiplikace se vytvérela z jednoho explantatu vicevrcholové kultura
tvorend 2 — 3 adventivnimi vyhony. U média s agarem firmy ROTH
byly vyhony silnéjsi, dosahovaly délky 3 — 6 cm a pocet indukovanych
vyhont se zvysil na 3 - 5. V multiplika¢ni fazi se osvéd¢ilo pouziti
agaru firmy ROTH.

Experiment s cytokininy ve fazi multiplikace

Pro indukci adventivnich i axildrnich pupenti u explantatovych kultur
btizy trpasli¢i nebyl mezi testovanymi cytokininy pozorovan statisticky
vyznamny rozdil. Pramérnd multiplika¢ni rychlost, pfi hodnoceni
poctu nové vzniklych vyhont na explantitovou kulturu, dosahovala
4,35 + 1,09 vyhont. Klonové rozdily u explantati biizy trpasli¢i nebyly
pozorovany a pouziti rozdilnych cytokinint nemélo vliv na morfo-
logickou kvalitu a délku vyhon (3,2 £ 0,6 cm u vech klon).

Zakorenovani

Pti pouziti zakofenovaciho modifikovaného média WPM byla u ex-
plantatovych kultur btizy trpasli¢i dosazena 100% t¢innost zakofené-
ni. U explantatovych kultur btizy trpasli¢i bylo pozorovano spontanni
zakoreniovani na multiplika¢nim médiu.

Aklimatizace a dopéstovani vysadbyschopnych sazenic

Ztraty ptfi aklimatizaci nepfesahly 2 %. Vypéstky in vitro byly pésto-
vany na venkovnich zahonech Vyzkumného tstavu lesniho hospoda-
stvi a myslivosti, v. v. i. a poté byly vysdzeny na vyzkumnou plochu
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Vyzkumného ustavu lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i. v Jizer-
skych horach (lokalita Jizerka).

DISKUSE A ZAVER

Metodiky mikropropagace jiz byly vypracovany pro celou fadu druhit
rodu Betula, pro biizu trpasli¢i véak nebylo dosud uziti této metody
v literatufe popsano. Podstatou organogeneze jsou morfogenetické
pochody probihajici pti vytvareni axilarnich nebo adventivnich pu-
pentl. Pfedpokladem uspé$né organogeneze je zajisténi vhodnych
kultiva¢nich podminek. Neméné vyznamné ovliviiuji vysledny efekt
i neptimé faktory, jako je doba sbéru zdrojového materidlu, jeho stari,
fyziologicky stav, skladovani, povrchova sterilizace a preparace ex-
plantati (MALA 2000). Podminky indukce organogeneze se li$i nejen
v zavislosti na druhu dreviny, ale u nékterych druht se projevuje i klo-
nova specificnost (WELANDER 1993). Pro zakladani explantatovych
kultur u rodu Betula lze vyuzit dormantni pupeny, ¢asti list(i a vyhonti
(HAGGMAN et al. 2007). V pripadé mnozeni dospélych jedinct Ize vy-
uzit jako vychozi material dormantni pupeny nebo vrcholy mladych
vyhontl (CHALUPA 1987; JONEs et al. 1996). Vyhodné je, Ze mnozstvi
odebiraného rostlinného materialu pro zalozeni primarnich kultur je
minimaln{ a dércovsky strom se neposkozuje. Nékteti autoti (Simo-
LA 1985; ILIEV, ToMITA 2003; AUBAKIROVA, KALASHNIKOVA 2011)
pti zakladani explantatovych kultur u rodu Betula vychazeji z metody
neptimé organogeneze, kdy v kontrolovanych podminkach docha-
zi k tvorbé kalusu u segmenti listu ¢i vyhont a nésledné se vznikly
kalus vyuziva jako vychozi material pro navozeni organogeneze. Pro
indukci organogeneze u rodu Betula se pouzivaji média WPM, MS,
N6 (WELANDER 1993) s rozdilnym obsahem cytokinint. U druhu Be-
tula pendula se osvédcilo pouziti média WPM s obsahem BAP 2 mg.I"!
v kombinaci s NAA 37 pg.l"' (HAGGMAN et al. 2007). CHALUPA (1987)
s uspéchem pouzil pro indukci organogeneze u Betula pubescens a Be-
tula pendula WPM médium s niz§im obsahem BAP (0,5 - 1 mg.1?).
la oznacila WELANDER (1993) médium N6 s obsahem 1 mg.l' BAP
a 1 pugl! NAA. Jako induk¢ni médium u brizy trpasli¢i se v nasi la-
boratofi osvéd¢ilo agarové zivné médium WPM s obsahem BAP
(0,2 mgl") a IBA (0,1 mgl") a niz§im obsahem glutaminu 10 mg.l".
Jako vhodné multiplikaéni médium u rodu Betula autofi (HAGGMAN et
al. 2007; WELANDER 1993) uvadi médium WPM s obsahem 0,5 mg.I*
BAP, 0,6 mg.l"! TAA nebo 1 pg.l' NAA nebo 1 mgl*! BAP a 5,5 pg.l*
NAA. U btizy trpasli¢i se osvéd¢ilo WPM médium s niz$im obsahem
BAP (0,2 - 0,5 mg.l""), v ramci pokusiti probéhlo také testovani nové-
ho aromatického cytokininu mT, u néhoz statisticky vyznamny vliv na
multiplika¢ni rychlost nebyl prokazan.

U explantitovych kultur bfizy trpasli¢i byl pozorovan vyrazny vliv
rozdilnych typti agaru na multiplikaci. O vlivu rozdilnych typt agaru
na explantatové kultury rtiznych druht rostlin psali napf. DEBERGH
(1983), SCHOLTEN, P1ERIK (1998) a CASSELLS, COLLINS (2000). Autori
popisuji empiricky vliv agarového média na in vitro kultury $irokého
spektra rostlin. Byly provedeny analyzy slozeni jednotlivych testova-
nych agart (rtzni vyrobci, rtizné Sarze komer¢nich vyrobka apod.),
stanoveny jejich fyzikalné-chemické charakteristiky, presto rozdily
v reaki in vitro kultur rtiznych druht nemaji exaktni vysvétleni.

Navozeni faze zakorenéni neni u explantatovych kultur vét$iny druhit
rodu Betula obtizné (WELANDER 1993). HAGGMAN et al. (2007), CHA-
LUPA (1987), Kauppr et al. (1999) uvadéji 95 — 100% uspésnost za-
kofenéni na /s — /> WPM médiu s 0,1 - 0,5 mg.]"' IBA a se sniZenym
obsahem sachardzy 10 g.1'. Také u biizy trpasli¢i je navozeni indukce
adventivnich kofentl snadné, dokonce dochazi ke spontdnnimu zako-
feflovani na multiplika¢nim médiu.

Pomoci vypracované metodiky organogeneze se u silné ohrozené brizy
trpasli¢i podatilo uspésné dopéstovat kompletni rostliny a v explan-
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tatové bance Vyzkumného tstavu lesniho hospodarstvi a myslivosti,
v. V. i. je dlouhodobé uchovavano po 10 vicevrcholovych kulturdch od
7 klontw.

Podékovani:

Prispévek  vznikl v rdmci feSeni zaméru
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MICROPROPAGATION OF BETULA NANA

SUMMARY

Betula nana belongs to strongly endangered species in the Czech Republic. At the present time, it occurs rarely only in the Sumava, the Ore
and the Jizerské Mountains. Betula nana is bush form of birch species. Micropropagation represents more effective technology enabling the
reproduction of plants. The organogenesis is regarded as the most advantageous technology that proved suitable for clonal propagation of
particularly broad-leaved trees. In this study a micropropagation in vitro technology, the standardized induction of organogenesis, multiplication,
rooting and acclimatization procedures are described.

Dormant axillary buds were used for tissue culture establishment. The modified agar medium WPM (LLoyp, McCown 1980), with concentrations
of phytohormones BAP 0.2 mg1", and IBA 0.1 mgl”, 10 mg " glutamine, 30 g 1" sucrose, and 6 g1" agar (CL 97, Dr Kulich Pharma, Ltd.),
pH adjusted to 5.8 was used for induction of birch organogenesis. After 4-6 weeks, the cultures were transferred onto the multiplication
WPM medium with concentrations of phytohormones BAP 0.2 mg1”or 0.5 mg1”,and IBA 0.1 mgI?, 200 mg 1" glutamine, 200 mg 1" casein
hydrolysate, 30 g 1" sucrose, and 6 g1 of agar, pH adjusted to 5.8 (Fig. 1). We tested two types of agars, agar from company ROTH and agar
from company Dr. Kulich Pharma Ltd. (CL 97). For multiplication of Betula nana the agar ROTH was effective. The effect of different cytokinins
(BAP 0.5 mg 1" and mT 0.5 mg ") on multiplication was tested (Tab. 1). The data were analysed by ANOVA and Shefté s method. There were
no significant differences in the number of new shoots among clones cultivated on the same media and with different cytokinins. The cultures
were transferred every 4 weeks. The agar-WPM medium without cytokinins but with concentration of auxin IBA (0.5 mg1"'), and 10 g 1" of
sucrose was used for induction of rhizogenesis. This medium gives 100% rooting. Cultivation proceeded in air-conditioned room at 24°C,
and under white fluorescent light (36W/33 Philips tubes, Eindhoven, the Netherlands; 30 umol m?s'), and a 24hrs photoperiod. Plants with
well-developed roots were transferred from rooting medium into pots (Quick Pot T 35) with agroperlit and watered by basal MS (MURASHIGE,
Sk00G 1962) medium without phytohormones and sucrose diluted by distilled water 1:10. Acclimatization proceeded in air-conditioned room
at 20°C, and under white fluorescent light (36W/33 Philips tubes, Eindhoven, the Netherlands; 30 pmol m*s*), and 24hrs photoperiod at the
90% of relative air humidity. After 3 weeks, the plants were transferred into pots (Quick Pot T 60) with non-sterile substrate (in relations 2 soil :
1 peat : 1 agroperlit), and located in glasshouse, where they were adapted for 3-4 weeks to the 70% of relative air humidity. Acclimatized plants
were planted onto outdoor beds (Fig. 2). The mortality during acclimatization did not exceed 2%.

By means of described micropropagation procedures, viable plantlets of Betula nana were reproduced.
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